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RESUMO

As plantas medicinais sdo alternativas viaveis que podem ser empregadas para o tratamento de
diversas doencas, ja que os metabdlitos nelas presentes demonstram uma grande diversidade de
atividades biologicas. Neste estudo, realizamos uma analise fitoquimica e avaliacdo da
atividade antiparasitaria dos extratos das folhas de Hancornia speciosa, conhecida
popularmente como mangabeira, contra os parasitas Trypanossoma cruzi e Schistosoma
mansoni. Folhas dessa espécie foram coletadas no municipio de Urutai - GO. O extrato
etanolico foi avaliado quanto a presenca das principais classes de compostos: acidos organicos,
cumarinas, polissacarideos, acucares redutores, fenois, taninos catéquicos, antraquinonas,
esteroides e triterpendides, saponina espumidica, alcaloides, flavonoides e purinas. A pesquisa
preliminar dos extratos foliares da espécie permitiu uma avaliacdo prévia sobre suas
caracteristicas fitoquimicas. A avaliacdo antiparasitaria das fracGes, foi ineficaz contra S.

mansoni, mas obtivemos resultados promissores para a fracdo hexanica contra T. cruzi.

Palavras-chave: H. speciosa; atividade bioldgica; avaliacdo fitoquimica; T. cruzi; S. mansoni.



ABSTRACT

Medicinal plants are viable alternatives, being used for the treatment of an important range of
diseases, since the metabolites present in them demonstrate a great diversity of biological
responses. In this study, we carried out a phytochemical analysis and evaluation of the
antiparasitic activity of leaf extracts of Hancornia speciosa, popularly known as mangabeira,
against the parasites Trypanosoma cruzi and Schistosoma mansoni. Leaves of the referred
specie were collected in the city of Urutai - GO. The ethanolic extract was evaluated for the
presence of the main classes of compounds: organic acids, coumarins, polysaccharides,
reducing sugars, phenols, catechin tannins, anthraquinones, steroids and triterpenoids, foaming
saponins, alkaloids, flavonoids, and purines. Preliminary research on the leaf extracts of H.
speciosa allows a prior assessment of its phytochemical characteristics. The preliminar
antiparasitic evaluation of the fractions was ineffective against S. mansoni, but we obtained

promising results for the hexane fraction against T. cruzi.

Keywords: H. speciosa; biological activity; phytochemical evaluation; S. mansoni; T. cruzi.
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1. Introducgéo

Parasitoses sdo doengas infecciosas causadas por protozoarios, &caros, vermes e
insetos. Estdo diretamente relacionadas a pobreza e condi¢bes de vida inadequadas. Estas
enfermidades ocorrem especialmente em paises em desenvolvimento, resultante das precérias
condigdes de vida das camadas populacionais mais carentes (BRASIL, 2010). Dentre as
doencas parasitarias existentes, podemos destacar a Doenca de Chagas e a esquistossomose. A
Doenca de Chagas ou tripanossomiase, € responsavel por afetar milhdes de pessoas no mundo,
sendo uma doenca infecciosa causada por um parasita, 0 Trypanosoma cruzi, encontrado nas
fezes do inseto “barbeiro” (TRAINA et al., 2017). De acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi em todo
0 mundo, com cerca de 10.000 mortes a cada ano (WHO, 2022).

O Trypanosoma cruzi geralmente é transmitido de um hospedeiro a outro por insetos.
No caso humano, o principal vetor € um percevejo popularmente conhecido como barbeiro ou
chupdo, que se tratam de insetos das espécies Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Panstrongylus megistus. (FIOCRUZ, 2013). Este parasita é transmitido no ato de alimentacéo
do vetor, e assim que o barbeiro termina de se alimentar, ele defeca, eliminando os protozoarios
em forma tripomastigotas, onde ocorre a penetracao na pele e infectam a célula do hospedeiro,
e transformam-se em amastigotas. Quando as células estdo cheias de parasitas, eles se
transformam novamente em tripomastigotas, e por estarem em maior quantidade, as células se
rompem e 0s protozoarios atingem a corrente sanguinea, atingindo outros 6rgdos saudaveis.
Nessa fase, se o hospedeiro vertebrado for picado pelo barbeiro, os protozoarios serdo
transmitidos ao inseto. No intestino do barbeiro, mudam sua forma para epimastigotas, onde
multiplicam-se e tornam-se novamente tripomastigotas, as formas infectantes aos vertebrados
(FIOCRUZ, 2013). A doenga de Chagas tambeém pode ser transmitida por transfusao de sangue
ou durante a gestacao.

Um dos primeiros sintomas que indica que uma pessoa se infectou com o protozoario
Trypanosoma cruzi, é o aparecimento de febre apds 1 semana da picada do “barbeiro”. A
doenca de Chagas € diagnosticada por exame de sangue, e nao dispde de tratamento eficaz para
suas duas fases clinicas. O medicamento benzonidazol é parcialmente efetivo na fase aguda,
parecendo inibir a sintese de RNA e proteina, porém, o mesmo evento ndo acontece com a fase
cronica (MARTINEZ et al, 2018). O tratamento por este medicamento € prologando, que se

estende até 60 dias, apresentando diversos efeitos colaterais como anorexia, cefaléia,
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dermatopatia, gastralgia, insonias, nduseas e outros. Outro medicamento eficaz, na fase aguda
desta doenca, é o Lampit, que foi retirado do Brasil, sendo encontrado apenas nos EUA e
Canada. Este medicamento age por meio de radicais livres, prejudicando o ser humano com o0s
mesmos efeitos colaterais do medicamento benznidazol, que foi citado anteriormente. Nenhum
desses medicamentos age em formas cronicas da doenca de Chagas (RASSI et al, 2002; FILHO
etal, 2012; FIOCRUZ, 2013). Além disto, ainda ndo existe vacina contra essa doenga e a melhor
maneira de enfrenta-la € com prevencdo e controle. A profilaxia € realizada com uso de
repelentes, telas (principalmente em areas rurais), educacao sanitaria, combate ao vetor, etc
(FIOCRUZ, 2013).

J& a esquistossomose € uma doenca parasitaria tipica das Américas, Asia e Africa, que
chegou ao Brasil com os africanos trazidos pela colonia Portuguesa, mas, de acordo com
referéncias anteriores, ela ja existia antes dessa época (KATZ; ALMEIDA, 2003). Ela é causada
pelo parasita Schistosoma mansoni, e no Brasil € popularmente conhecida por “barriga d’agua,
xistosa ou doenca do caramujo” (KATZ; ALMEIDA, 2003). Esta doenga apresenta cerca de
seis milhdes de infectados no mundo, sendo que mais de 1,3 milhdes de pessoas sdo infectadas
a cada ano (MUTAPI et al., 2017), e no Brasil, ocorre geralmente nos estados do Nordeste e
em Minas Gerais (KATZ; ALMEIDA, 2003). O hospedeiro definitivo do Schistosoma mansoni
é 0 homem, gue elimina os ovos do verme através de suas fezes. Quando as fezes sdo eliminadas
na agua, os ovos eclodem e liberam larvas ciliadas denominadas miracidios. Os miracidios
penetram nos caramujos, sendo estes os hospedeiros intermediarios, onde se multiplicam. Apds
4 a 6 semanas, as larvas abandonam o caramujo na forma de cercarias e voltam para a gua.
Nesse ambiente podem viver por um tempo até penetrar novamente no homem, através da pele
ou mucosa. Uma vez dentro do individuo, os vermes entram na circulacdo venosa e chegam ao
coragdo e pulmdes. Do coracdo, sdo lancados através das artérias a diversas partes do corpo,
sendo o figado o orgdo de localizacdo preferencial do parasito. No figado, crescem
alimentando-se de sangue e depois migram para as veias do intestino. De 14, alcancam a forma
adulta, acasalam-se e comegam a por ovos, dando inicio a um novo ciclo (BRASIL, 2010).

Para a esquistossomose, 0 tratamento se concentra no uso de medicamentos como o
Praziguantel, que matam o parasita e promovem o controle dos sintomas por ela provocados,
porém os medicamentos apresentam alta toxicidade, eficacia limitada especialmente nas fases
crénicas e causam diversos efeitos colaterais (VITORINO et al, 2012). Por isto a
esquistossomose e a tripanossomiase sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas (DTN),

e apresenta grande importancia mundial, ja que ha anualmente uma taxa de infeccGes altas pelas
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parasitoses (WHO, 2021). Dessa forma, h4 demasiada necessidade do estudo de novas
substancias ativas que possam auxiliar no combate de tais enfermidades.

No cerrado brasileiro € possivel encontrar uma grande variedade de plantas que séo
empregadas na medicina popular como “remédios naturais”, que sdo utilizadas
etnofarmacologicamente pelas comunidades que vivem nas regides onde o bioma se manifesta
(CASTRO, 2013). Dentre as plantas medicinais existentes no Cerrado, pode-se citar a
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), uma espeécie frutifera, presente no estado de Goias,
conhecida pelo uso dos frutos em produtos alimenticios. Esta planta se torna interessante devido
ao seu alto potencial bioldgico, ja que em estudos preliminares presentes na literatura cientifica,
ha escassos dados sobre a constituicdo quimica e algumas atividades bioldgicas dos extratos de
suas folhas (REGO, 2015; MEDEIROS, 2010; JACOME, 2019). Em vérios destes estudos, 0s
extratos de H. speciosa apresentaram resultados bioldgicos promissores, especialmente
atividades antioxidante e anti-inflamatdria (ALVES et al., 2019; ABREU, 2019).

Nesse contexto, ha uma enorme necessidade de investigar os constituintes quimicos,
bem como as atividades bioldgicas destas folhas frente a outras enfermidades, ja que estes
extratos apresentam uma diversidade estrutural e atividades bioldgicas promissoras conforme
descrito na literatura (ALVES et al., 2019). Logo, o principal objetivo do presente trabalho foi
reconhecer qualitativamente as classes de compostos quimicos presentes nos extratos das folhas
de Hancornia speciosa Gomes, empregando-se métodos qualitativos de analise fitoquimica, e
investigar o potencial antiparasitario de extratos de folhas de H. speciosa Gomes contra

Schistosoma mansoni e Tripanosoma cruzi.

2. Revisdo Bibliogréfica

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamentos de doencas, ¢ uma das formas mais
antigas que o ser humano encontrou para se tratar de enfermidades, representando durante
séculos a unica fonte de agentes terapéuticos para 0 homem (BRUNING; MOSEGUI;
VIANNA, 2012). Biomas como o Cerrado apresentam uma biodiversidade inestimavel, assim
como pode-se admitir uma incrivel gama de compostos de origem natural que podem ser
empregadas para fins medicinais (CASTRO, 2013). Neste sentido, a quimica de produtos
naturais tende a estudar as atividades bioldgicas de tais compostos isolados ou em forma de
extratos vegetais, bem como identificar novas aplicagdes para moléculas e fracdes de origem
vegetal que possa ser utilizadas para outros fins, como por exemplo usos como farmacos

(KHAN, 2018). Estudos recentes da literatura mostram que nos ultimos 40 anos cerca 23,5%
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das drogas aprovadas mundialmente para fins farmacoldgicos sdo produtos naturais ou
derivados destes (NEWMAN, CRAGG, 2020). Estes fatos encorajam uma pesquisa mais
aprofundada sobre as espécies presentes no Cerrado Brasileiro, suas substancias e potencial
bioldgico.

Dentre estas, a Hancornia speciosa apresenta-se como uma espécie de grande
potencial biolégico ainda superficialmente explorado. Nos estudos de Freitas (2018), €
afirmado que as diversas partes, como casca, raiz, folhas e frutos dessa planta pode ser bastante
promissor na busca de novas alternativas aos tratamentos associados a elevagdo da pressao
arterial, e os estudos das suas folhas apresentam forte atividade anti-inflamatoria,
vasodilatadora e antidiabética. Os autores Lima e colaboradores (2015) e Barbosa e
colaboradores (2019) também verificaram atividade hipertensiva nas folhas de mangaba. Em
relacdo a uma possivel atividade antimicrobiana, Carazza e colaboradores (2011) néo
detectaram eficécia frente a diversos microorganismos estudados, dentre eles: Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Enterococcus faecalis (ATCC
29212). Nos estudos de Arruda e Mapeli (2016) analizou-se a atividade alelopatica do extrato
das folhas de Hancornia speciosa em Lactuca sativa e Ipomoea sp., entretanto independente da
concentracdo, a fragdo testada ndo promoveu diferenca significativa em relacéo as testemunhas,
tanto para a germinacgdo quanto para o crescimento das espécies vegetais.

O conhecimento popular sobre os efeitos bioldgicos de espécies vegetais é passado de
geracdo em geracdo desde o inicio das civilizacbes (PEREIRA, CARDOSO, 2012), o que tem
direcionado as pesquisas para descobertas e aplicacao das propriedades ativas vegetais, que sao
resultantes da producdo de metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas. Os metabdlitos
secundarios, também chamados de metabolitos especiais, sdo compostos naturais produzidos
em plantas como derivacdo do metabolismo priméario. Apesar de ndo possuirem funcéo vital
para a planta, garantem a sobrevivéncia, reproducéo e dispersao por possuirem a capacidade de
protecdo contra raios UV, atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, acdo contra
herbivoros, interacdo entre plantas, entre outras (OOTANI et al., 2013; WINK, 2013).

De acordo com Simdes e colaboradores (2017) a fitoquimica estuda cada grupo da
planta, desde a estrutura quimica molecular até as propriedades biologicas dos vegetais, ou seja,
ela tem como objetivo verificar a presenca de grupos de metabolitos secundarios e caracterizar
0s constituintes quimicos presentes nas espécies vegetais (SIMOES et al, 2017). A prospeccio
fitoquimica € um estudo preliminar que ira detectar a presenca dos compostos de determinada

planta e caracteriza-los. Por se tratar de um estudo basico para a investigacdo de plantas

14



medicinais, é importante para orientar as etapas seguintes a serem realizadas na producgéo de
fitoterapicos ou medicamentos de origem vegetal. Embora haja milhares de estudos sobre as
plantas e seus compostos ativos, ha ainda a necessidade de pesquisas com o intuito de conhecer
novas moléculas, visando produzir produtos técnicos, como farmacos de agdo comprovada e
utilizacdo segura (CUNHA, 2014). Para isso, algumas etapas sdo importantes para conduzir a
investigacao fitoquimica.

A primeira etapa se constitui do preparo do material vegetal, que tem como principal
objetivo estabilizar enzimas para interromper 0 metabolismo que ocorre ap6s a coleta e impedir
que as andlises ndo sejam afetadas por conter substancias provenientes do fenecimento do
vegetal (SIMOES et al. 2010). Para isso, a matéria vegetal é seca em estufa de circulacdo de ar,
método mais utilizado e eficaz, ou no ambiente ao sol, sombra ou misto, método que pode
perder alguns compostos ou facilitar a proliferacdo de microrganismos. A secagem retira a agua
e impede a hidrolise e contaminacdo. A estabilizacdo pode ser feita pela acdo do calor ou
desidratantes, como o etanol. Ambos irdo desnaturar as proteinas, no entanto, o etanol pode
retirar alguns compostos importantes para as fases posteriores (SIMOES et al. 2010; CUNHA,
2014). Ap6s a secagem e estabilizacdo é feita a moagem, que reduz o material vegetal a
particulas, aumentando a superficie de contato com o extrator na fase posterior. O tamanho das
particulas vai depender do 6rgdo a ser trabalhado; quanto mais rigido, mais deve-se reduzir a
p6. Sdo utilizados neste processo métodos como moinhos de facas, tesouras ou corte manual
(SIMOES et al. 2010). A extracdo dos compostos quimicos da matéria vegetal precisa ser
adequada aos metabdlitos secundarios que a compde ou que se deseja extrair, a polaridade do
solvente, a temperatura, ao tempo de extracdo e ao custo disponivel para o processo. Ainda que
seja importante ter uma padronizacgdo dos extratos, ainda ndo se encontra disponivel atualmente
na Farmacopeia Brasileira padronizagdo adequada para grupos vegetais (RODRIGUES et al.,
2016). O solvente desempenha funcdo principal na extracdo, pois quanto mais seletivo, mais é
possivel extrair as substancias de forma direcionada (SIMOES et al. 2010).

Por fim é possivel fazer a prospeccdo fitoquimica, que embasada no conhecimento
popular ou bibliogréfico, pode ser utilizado para indicar uma atividade farmacolégica da planta
em estudo. As investigacdes fitoquimicas sdo apenas parte do processo, devendo ser feitas
investigacOes posteriores com o intuito de isolar os compostos que atuam na funcéo terapéutica
especifica na fracdo ativa da planta. O isolamento é feito na maior parte dos casos por
fracionamento cromatografico, que inclui numerosas técnicas complexas, como cromatografia

a gas, liquida, ou supercritica, eletroforese capilar, entre outros, passando por métodos mais
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simples, como cromatografia em papel, em camada delgada, em coluna aberta, de exclusdo,
entre outras técnicas que separam em fungdo do tamanho molecular (CUNHA, 2014).

Apesar de existirem medicamentos comerciais empregados no tratamento da
esquistossomose e doenca de Chagas, os farmacos provocam efeitos colaterais indesejaveis
como consequéncia do dano oxidativo ou redutor nos tecidos do hospedeiro, tais como
anorexia, vomito, polineuropatia periférica e dermatite alérgica estdo presentes e podem levar
a interrupcdo do tratamento (SEIBERT, 2019). Sendo assim, o estudo de fracbes obtidas de
plantas do Cerrado, como a H. speciosa pode ser uma fonte interessante de compostos com
atividade bioldgica, podendo ser empregados no desenvolvimento de antiparasitarios mais
potentes e seguros (DIAS et al., 2009).

3. Metodologia

3.1 Coleta e Classificacao Botanica

Folhas de H. speciosa intactas ausentes de ataques de herbivoria foram coletadas
proximo ao IF Goiano, na cidade de Urutai — GO, no més de setembro de 2021, nas coordenadas
geogréficas 17°22'42"S 48°14'44"W. Dos materiais coletados, foram obtidas exsicatas e
classificadas pelo bidlogo Prof. Dr. Marcos Vinicius Vietas Ramos. As exsicatas foram

depositadas no herbario do IF Goiano Campus Urutai.

3.2 Extracdo de fracGes volateis de H. speciosa

Uma massa de folhas (60 g) frescas coletadas foi adicionada a um baldo de 1000 mL,
juntamente com 400 mL de &gua destilada. Este baldo foi acoplado a um aparato de
hidrodestilacdo adaptado tipo Clevenger, conforme descrito na literatura (MARTINS et al.,
2017). Este baldo carregado com amostras foi induzido ao processo de hidrodestilacao por 120

minutos.

3.3 Obtencéo dos extratos de H. speciosa

Uma massa de folhas (30 g) frescas coletadas foram secas em estufa, manualmente
miniaturizadas, e acondicionadas em frasco de 500 mL. A este, foi adicionado 300 mL de etanol
(P.A., 95%, Neon, Séo Paulo-SP, Brasil). Esta mistura foi agitada manualmente por 7 dias e em
seguida filtrada em gaze. O extrato foi evaporado a 60°C sob pressdo reduzida até a secura em
evaporador (modelo Fisatom 801, Fisatom, S& Paulo-SP, Brasil). Ao final, o extrato foi

suspenso em agua e particionado em polaridade crescente (3 x 15 mL) com hexano (P.A.,
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Dindmica, Sao Paulo-SP, Brasil), diclorometano (P.A., Neon, S&o Paulo-SP, Brasil) e acetato
de etila (P.A, Burdick & Jackson, Muskegon-MI, USA) (SIMOES, 2000). Todas as fracdes
organicas obtidas a partir de solventes organicos foram secas com sulfato de magneésio seco
(Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil). Ao final, a fracdo aquosa remanescente foi seca a
temperatura ambiente, e juntamente com as fracBes extraidas acondicionadas em frascos tipo

eppendorf em geladeira até o seu envio para as atividades antiparasitarias.

3.4 Avaliacdo Fitoquimica de H. speciosa

A avaliacdo dos metabdlitos secundarios presentes foi feita no extrato das folhas, ja que
a sazonalidade da espécie ndo nos permite coletar flores e frutos demasiadas vezes durante o
ano, dificultando repeticdo de experimentos. Com isto, as folhas secas (140 g) em estufa foram
adicionadas a um frasco de 1000 mL, posteriormente, adicionou-se 800 mL de etanol (95%,
Neon, S&o Paulo, Brasil). Esta mistura foi agitada por 7 dias, filtrada e evaporada em
evaporador rotativo (modelo Fisatom 801, Fisatom, S&o Paulo-SP, Brasil). Neste extrato, foram
feitos os experimentos para a determinacdo da constituicdo quimica através de testes
qualitativos descritos por Matos (1988), conforme descrito abaixo. Todos os testes foram feitos

em triplicatas, sendo (+) reagente e (—) ndo reagente, conforme descrito abaixo.

1. Purinas: Em tubo de ensaio adicionou-se 2 mL do extrato etan6lico com 3 gotas de
solugdo aquosa de &cido cloridrico 6 mol. L™ (Neon, Suzano-SP, Brasil) e duas gotas de solugdo
aquosa de peroxido de hidrogénio 30%. Evaporou-se a solucdo em banho-mariaa 90 = 1,0 °C.
Nesta etapa ocorrer a formacdo de um residuo de coloracdo vermelha. Logo ap6s, adicionou-se
3 gotas de uma solucgdo aquosa de hidroxido de aménio 6 mol. L (Vetec, Duque de Caxias-
RJ, Brasil) e homogeneizou-se por 30 segundos. A coloracéo violeta indica resultado positivo
para compostos purinicos.

2. Acidos Organicos: Dissolveu-se 3 mL do extrato em 5 mL de &gua destilada. Em
seguida, filtrou-se a amostra com gaze e 2 mL do sobrenadante foi adicionado em um tubo de
ensaio, acrescido de 500 pL do reativo de Pascova, solucdo A (dissolveu em 100 mL de etanol
(Neon; Suzano-SP, Brasil) 0,075 g de verde de bromocresol (Neon, Suzano-SP, Brasil) e 0,25
g de azul de bromofenol (Isofar, Duque de Caxias-RJ, Brasil), e solucdo B (dissolveu em 100
mL de agua, 0,26 g de permanganato de potassio (Merck, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e 0,25 g

de carbonado de sodio decahidratado (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-SP, Brasil). Misturou-se 9
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partes de A para 1 parte de B somente no momento de usar. A descoloragdo do reativo é
indicativa da presenca positiva de &cidos organicos na amostra.

3. Cumarinas: Em tubo de ensaio, foi colocado 3 mL do extrato. Em seguida, tampou-se o
tubo com papel filtro com gramatura 80 g. m?2 e com 5 c¢m de didmetro, e impregnou-se o
mesmo com 3 mL de uma solucéo aquosa de hidroxido de sddio 10% (m/v) (Exodo Cientifica;
Sumaré-SP, Brasil). Logo apdés, aqueceu-se 0 tubo em banho-maria a 100 £ 1,0 °C por 10
minutos. Apos esfriar a temperatura ambiente de 25 + 1,0 °C, o papel foi examinado sob luz
ultravioleta nos comprimentos de ondas (254 e 365 nm). O resultado positivo é observado pela
fluorescéncia nas cores amarela ou verde.

4. Polissacarideos: Dissolveu-se 25 mg do extrato seco em 5 mL de agua destilada. Apds
isso, filtrou-se a solucgdo e adicionou-se 2 gotas de Lugol (Farmax, Divindpolis-MG, Brasil). O
aparecimento da cor azul indica resultado positivo.

10 g de iodeto de potassio (Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil) com 5 de iodo (Impex, Novo
Hamburgo-RS, Brasil) foram triturados, e adicionou-se pequenas quantidades de agua, em
seguida, transferiu a solucdo para baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com
agua.

5. Acucares redutores: Dissolveu-se 25 mg do extrato seco em 5 mL de agua destilada. A
solucdo foi filtrada em um tubo de ensaio, e a este foi adicionado 2 mL do reativo de Fehling
A e 2 mL do reativo Fehling B. Ap0s isto, aqueceu-se a solugcdo em banho-maria em ebulicdo
durante 5 min. O aparecimento de um precipitado vermelho-tijolo, indica presenca de agucares
redutores.

Para a preparacdo do Fehling A, 3,46 g de sulfato de cobre pentahidratado (Neon, Suzano-SP,
Brasil) foi dissolvido em agua. Em seguida, transferiu para um baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com agua.

Para a preparacdo do Fehling B, 1,73 g de tartarato duplo de potassio e sddio (Dindmica
Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil) foi dissolvido em hidroxido de sddio (Exodo Cientifica;
Sumaré-SP, Brasil). Apos isso, completou o volume para 100 mL, deixando em repouso por 24
horas.

6. Fendis e taninos pirogalicos ou catequitos: Dissolveu-se 25 mg do extrato seco em 5 mL
de agua destilada. Apos isso, a solucdo foi filtrada e a esta adicionou-se 2 gotas de solugdo
alcodlica de FeClza 1%(m/v) (Dindmica Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil). Qualquer mudanca
na coloracdo ou formacdo de precipitado é indicativo de reagdo positiva, quando comparado

com o este em branco (4gua destilada + FeCls). A coloragéo inicial entre azul e vermelho, €
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indicativo da presenca de fendis. Precipitado azul escuro com tonalidade azulada indica
presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrossollveis) e de tonalidade esverdeada presenca
de taninos catéquitos.

7. Antraquinonas: Dissolveu-se 25mg do extrato seco em 5 mL de Tolueno. Filtrou a
solucéo com gaze e adicionou 2 mL de solu¢do de NH4OH 10% (m/v) (Vetec, Duque de Caxias-
RJ, Brasil). Apo6s isso, agitou-se a solucdo suavemente. O aparecimento da coloracéo résea,
vermelha ou violeta na fase aquosa, indica reacdo positiva a antraquinonas.

8. Esteroides: Dissolveu-se 25 mg do extrato seco em 10 mL de cloroférmio (Dindmica
Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil). A solucdo foi filtrada em carvao ativado, e este filtrado foi
transferido para tubo de ensaio, e adicionou-se 1 mL de anidrido acético glacial. Apds isso,
solucdo foi agitada suavemente. Em seguida, adicionou-se 3 gotas de H2SOs P.A (Neon,
Suzano-SP, Brasil) seguido de nova agitacdo. O rapido aparecimento de cores que vao do azul
evanescente ao verde persistente indica resultado positivo para esteroides.

9. Saponinas espumidicas: Dissolveu-se o extrato em metanol e agua destilada com
agitacdo continua, formando-se duas fragdes (soltvel e ndo sollvel). Retirada toda a parte
soltvel com uma pipeta de Pasteur, utilizou-se a ndo sollvel, que mais uma vez adicionou dgua
para retirar toda substancia aquosa, apds esse procedimento, esta solucdo foi transferida para
um tubo de ensaio e agitou-a para observar formacdo de espuma persistente, indicativo de
saponinas.

10.  Alcaloides: Em 5 mL de solugdo de HCI a 5% (v/v) (Neon, Suzano-SP, Brasil)
dissolveu-se 25 mg de extrato seco. Filtrou-se a solucdo e esta foi separada em duas por¢oes de
1 mL em tubos de ensaio. A estes tubos foi adicionado 5 gotas dos reativos:

a. Reativo de Dragendorff: precipitado vermelho-tijolo resultado positivo;

b. Reativo de Mayer: precipitado branco leva a um resultado positivo.

Para a preparacao do reativo de Dragendorff, dissolveu-se 5 g de carbonato de bismuto (Vetec,
Duque de Caxias-RJ, Brasil) em 50 mL de &gua, adicionando cuidadosamente 12 mL de acido
cloridrico P.A (Neon, Suzano-SP, Brasil). Posteriormente acrescentou-se gradativamente 25 g
de iodeto de potéassio (Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil). e avolumou-se para 100 mL com
agua.

Para a preparagdo do reagente de Mayer, misturou-se 1,35 g de cloreto de mercurio (LabSynth,
Diadema-SP, Brasil) com 60 mL de 4gua destilada. Em um segundo frasco, dissolveu-se 5 g de
iodeto de potassio (Vetec; Duque de Caxias-RJ, Brasil) em 20 mL de agua. ApOs misturar essas

solugdes, avoluma-se para 100 mL de agua.
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11.  Flavonoides: umedeceu-se diferentes areas de um papel de filtro com o extrato. Em
seguida, colocou-se sobre uma das manchas 1 gota de solugdo etandlica de cloreto de aluminio
5% (m/v) (Vetec; Duque de Caxias-RJ, Brasil). Ao observar-se a mancha em luz ultravioleta

(365 nm), qualquer mudanca de coloracgéo é indicativa de flavonoides.

3.5 Atividade antiparasitaria in vitro para S. mansoni

A atividade antiparasitaria in vitro contra S. mansoni foi realizada no LAPPA
(Laboratorio de Pesquisa em Parasitologia, Universidade de Franca, Franca — SP) sob a
supervisdo da prof. Lizandra G. M. Caldas. Os vermes adultos de Schistosoma mansoni
linhagem Luiz Evangelista (LE) foram obtidos de veias mesentéricas e da aorta de ratos, e
transferidos para uma placa de cultura de 24 pocos (2 casais de vermes por poc¢o) contendo 2
mL de meio RPMI 1640 (Inlab, Campinas-SP, Brasil) tamponado com HEPES 20 uM, pH 7,5
e suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco, Billings-MO,
EUA) e 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, Billings-MO, EUA) e incubados em atmosfera
umidificante a 37 °C na presenca de 5% de CO. por 24 horas. Para cada amostra de folhas (F),
que foram fracionadas segundo os solventes em polaridade crescente (hexano — 1,
diclorometano — 2, acetato de etila — 3 e etanol-agua — 4), usou-se N amostral de 8 vermes (4
casais). Apo6s o periodo de incubagdo as amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e aplicadas na concentragéo de 50 pg/mL, em carater
de triagem. Como controles usou-se Praziquantel (PZQ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
previamente solubilizado em DMSO e adicionado na concentragdo 1,6 uM (controle positivo),
meio RPMI 1640 suplementado mais 0,1% de DMSO (controle negativo).

Os casais de vermes adultos foram incubados nas mesmas condi¢cBes descritas
anteriormente e avaliados a cada 24 horas durante 72 horas por analise visual utilizando um
microscopio invertido modelo Primo Vert, Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha) (4 — 10x). As
alteracOes fenotipicas observadas foram classificadas em uma escala de viabilidade fenotipica
(0-3) sendo: 3 para vermes normais, fixados na placa com bons movimentos; 2 para vermes
com movimentos lentos;1 para vermes movimento severamente reduzido, com ou sem
alteracfes no tegumento e o valor 0 para vermes mortos ou com auséncia de movimentos apos
dois minutos de analise. Para os resultados promissores, ensaios em concentragdes menores

(25, 12,5 e 7,25 pg/mL) serdo feitos para determinar a concentracéo inibitdria (1Cso).
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3.6 Atividade Antiparasitaria in vitro para T. cruzi

A atividade antiparasitaria in vitro contra T. cruzi foi também ensaiada no LAPPA
(Laboratorio de Pesquisa em Parasitologia, Universidade de Franca, Franca — SP) sob a
supervisdo da prof. Lizandra G. M. Caldas. A cepa Y de T. cruzi foi mantida in vivo em
camundongos BALB/c machos. Para essa finalidade, no pico parasitémico (7° dia da infeccao)
cerca de 100 puL do sangue foram coletados por pungado cardiaca e as formas tripomastigotas
circulantes foram utilizadas para manutencéo do ciclo e ou adicionados & cultura de fibroblastos
da linhagem C>C12 na proporcao de 10 tripomastigotas sanguineas para cada fibroblasto (10:1).
Os parasitos, juntamente com as células foram mantidos em meio RPMI 1640 (Gibco, Billings-
MO, EUA) suplementados com 5% de SBF (Cultlab, Campinas-SP, Brasil) e 10.000 ug/mL de
penicilina (Cultlab, Campinas-SP, Brasil), 10.000 pg/mL de estreptomicina (Cultlab),
Campinas-SP, Brasil, pH 7,4 a 37 °C em estufa de atmosfera modificante (Sanyo, Séo Paulo-
SP, Brasil) a 5% de COze umidade de 95%. Os meios de cultura foram trocados a cada dois
dias, e a partir do sétimo dia de cultivo, fase estacionaria, as formas tripomastigotas foram
coletadas no sobrenadante (MAIA et. al., 2017).

As formas tripomastigotas foram cultivadas como descrito anteriormente, e ap0s 7 dias
de cultivo, o sobrenadante das culturas foi retirado e submetido a uma primeira centrifugacéo
de 8’ a 760 G (12°C) para separar os parasitas das células. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo Falcon estéril e submetido a uma segunda centrifugacédo de 8,3’
4000 G (12°C). Em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (TPP Techno Plastic Products,
Trasadinger, Suica), foram adicionados aproximadamente 1x10® formas tripomastigotas, e
posteriormente adicionadas as amostras na concentragdo de 100 pug mL™. Apds 24 horas de
incubacdo, foram avaliadas as atividades bioldgicas por meio da técnica de contagem na cdmera
de Neubauer. Como controle positivo foi utilizado 25% do volume final do poco contendo
DMSO (50 pL), e como controle negativo foi utilizado 0,1% de DMSO. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

3.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro para avaliagdo da atividade
esquistossomicida de H. speciosa foram comparados pela analise de variancia, one-way Anova,
seguida pelo teste de Tukey de comparacdo multipla para determinacdo da significancia entre

0 grupo controle negativo e grupos tratados. Os testes foram realizados utilizando o software
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GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, USA). Os resultados foram

expressos como média + EPM.

4. Resultados e discussao
4.1 Extracao de Folhas de H. speciosa.

Folhas foram hidrodestiladas para a obtencdo dos o6leos essenciais (OE), mas,
infelizmente ndo foi possivel obter fracdo suficiente de OE para analises por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) ou ensaios bioldgicos. Apesar de haver
relatos na literatura da referida obtencéo (DE PAULA et al., 2014) sucessivas tentativas foram
feitas sem sucesso. Acreditamos que o aparato de Clevenger utilizado e seu respectivo
resfriamento ndo foi suficientemente eficiente para obter as fragdes de 6leos essenciais
propostas.

Logo, visando obter dados de atividade antiparasitaria frente a S. mansoni e T. cruzi,
foram obtidas em substituicdo aos 6leos essenciais fracdes organicas em polaridade crescente
de H. speciosa a partir do extrato bruto da planta, por extracdo liquido-liquido com solventes
reativos em polaridade crescente. A eficiéncia da extracao é descrita na tabela abaixo.

Tabela 1. Eficiéncia de extracdes liquido-liquido das fracdes de H. speciosa

Fracao Folhas
M inicial %
Hexano 0,0434 0,14
Diclorometano 0,0011 3,7x10°
Acetato de Etila 0,1366 0,46
Agua 0,5431 1,81

Todas as fracdes obtidas foram enviadas para avaliacdo prévia da atividade

antiparasitaria, e os resultados destas avaliagdes estdo dispostos no item 4.3 e 4.4 deste trabalho.

4.2 Analise Fitoquimica

A Tabela 2 sintentiza os resultados para a analise fitoquimica. Algumas discussdes

destes experimentos estdo descritas abaixo para cada classe de compostos citada.
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Tabela 2. Resultados para testes qualitativos do perfil fitoquimico das folhas de H. speciosa.

Classes de Compostos Resultados
R1 R2 R3
Acidos Organicos +4++ F++ T+
Cumarinas + + +
Polissacarideos - - -
Acucares Redutores +++ +++ +++
Fenois - - -
Taninos ++ verde +++ verde +++ verde
Antraquinonas - - -
Esteroides e Triterpenos - - -
Saponinas Espumidica 4+ +++ +++
Alcaloides - - ,
Flavonoides + + +
Purinas - - ,

(+) = Reagente; (-) = Nao reagente. A intensidade da reacdo é representada por (+), (++) e
(+++), sendo que (+++) representa visivel e indubitavel sensibilidade ao teste. R1, R2 e R3
referem-se as replicatas.

1. Acidos organicos

Para ensaiar acidos organicos, empregamos o reativo de Pascovd (BASTOS et al,
2017; PARACATU, 2012). No teste de acidos organicos, foi observada a rapida sensibilidade
dos compostos presentes na mistura através do descoramento da solu¢do formada. Considera-
se como &cido organico todo &cido encontrado naturalmente em frutas e vegetais e que sdo
usados pelas plantas em seus processos biossintéticos, por exemplo na formacao de ésteres e
carboidratos. Acidos organicos estfo presentes em diversas espécies de Hancornia descritas na
literatura, sendo entdo confirmados pelos experimentos conduzidos neste trabalho. Bastos e
colaboradores (2017) descrevem a presenga de &cidos organicos nos extratos alcodlicos de H.
speciosa. Atraves de analises empregado Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLEA),
Bastos e colaboradores descreve a presenca de acido quinico (a), acido protocatecuico (b),
acido cafeico (c), acido 3-0-(E)-p-coumaroilquinico (d), &cido 3-0-(Z)-p-coumaroilquinico (e),
dentre outros (Figura 1). Destaca-se o acido cafeico (c), que apresenta diversas atividades
biologicas, tais como antioxidante, antitrombose, anti-hipertensiva, anti-fibrotica
(PARACATU, 2012).
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Figura 1. Estruturas de acidos organicos presentes em extratos de H. speciosa
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2. Cumarinas

As cumarinas sdo heterosideos que apresentam diversas propriedades, onde podemos
citar como exemplo o dicumarol, um potente anticoagulante, ou mesmo os furano-derivados,
com reconhecida acdo sobre o vitiligo, entre outras propriedades. As cumarinas puras sdo
fluorescentes, mas em meio alcalino, forma-se o acido cis-0-hidroxicinamico, que sob a acéao
da radiacdo ultravioleta origina o isdmero trans, que é fluorescente (sob a acdo da radiacéo
ultravioleta possuem em geral fluorescéncia azul e alguns derivados ja a luz natural; em meio
alcalino torna-se verde ou desaparece) (ALMEIDA et al, 2021). Abaixo, segue a reacao que

caracteriza cumarinas.

Figura 2. Reacdo de caracterizacdo de cumarinas (ALMEIDA et al, 2021).
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No teste realizado para identificagdo de cumarinas no extrato de H. speciosa, foi
verificado resultado positivo para os compostos, resultados que contrastam como dados
presentes na literatura. Nos estudos realizados por Neto e colaboradores (2015) e Almeida et al

(2021) que, respectivamente, estudaram o perfil fitoquimico das folhas e entrecascas, e a
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fitoprospecgéo do latex de Hancornia speciosa, a presenca de cumarinas ndo foi detectada. O
fraco amarelamento do papel de filtro em nossos experimentos quando este se encontra na luz
UV indica a possivel presenca ndo detectada destes compostos nos outros estudos da literatura.
Tais diferencas podem ocorrer devido a diferentes intemperes e condi¢des de cultivo do

espécime vegetal, levando a producédo de outros metabdlitos especiais (DANTAS et al, 2021).

3. Taninos

Os taninos podem ser classificados em hidrolisaveis e condensados. Os primeiros sao
constituidos por diversas moléculas de acidos fendlicos, como o gélico e o elagico, que estdo
unidos a um residuo de glucose central. Sdo chamados de hidrolisaveis, uma vez que suas
ligacOes ésteres sdo passiveis de sofrerem hidrolise por acidos ou enzimas. Em solucdo
desenvolvem coloragdo azul com cloreto férrico, assim como o &cido galico (SBFGNOSIA,
2022).

Figura 2. Estrutura quimica dos taninos hamamelitanino e aceritanino (SBFGNOSIA, 2022)
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Os taninos condensados incluem todos os outros taninos verdadeiros. Suas moléculas
sdo mais resistentes a reacdes de hidrolise e estdo relacionadas com os pigmentos flavonoides,
tendo uma estrutura “polimérica” do flavan-3-ol, como a catequina, ou do flavan-3,4-diol, da
leucocianidina (SBFGNOSIA, 2022). Sob tratamento com &acidos ou enzimas esses compostos
tendem a se polimerizar em substancias vermelhas insoluveis, chamadas de flobafenos. Essas

substancias sao responsaveis pela colora¢do vermelha de diversas cascas de plantas (p. ex. quina
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vermelha). Em solucdo, desenvolvem coloracdo verde com cloreto férrico, assim como o

catecol.

Figura 3. Estruturas basicas dos taninos

HO

HO

Ambas as classes de compostos sdo amplamente distribuidas na natureza e, em
algumas espécies, 0s dois tipos estdo presentes, embora um deles deva ser predominante.
Castejon (2011) evidenciou importante atividade antibacteriana e fungicida, na reparacdo de
tecidos, regulacdo enzimaética e protéica, entre outros. Nos experimentos realizados para
identificacdo de taninos em H. speciosa, encontramos resultado positivo para taninos
condensados, ja que coloracdo verde foi observada em nossos testes. Estes dados corroboram
com a literatura, ja que nos trabalhos de Honda e colaboradores (1990), Chaves e colaboradores
(2018), e Moraes e colaboradores (2008), taninos também estdo presentes nas folhas de H.

speciosa.

4. Polissacarideos

O amido, polissacarideo de extrema importancia em alimentos, é produzido em grande

quantidade nas raizes dos vegetais como forma de armazenamento dos produtos da fotossintese,
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e é constituido por dois outros polissacarideos estruturalmente diferentes: amilose e
amilopectina (BROMATOLOGIA, 2017).

Figura 4. Estruturas basicas da amilose (BROMATOLOGIA, 2017).

Amilose: férmula estrutural

CHy0H

ligagacdo alfa 1-4

Como podemos observar, a molécula da amilose ndo apresenta ramificacdes e, no
espaco, assume conformacéo helicoidal (forma de hélice). A ligacdo entre os atomos de carbono
das unidades de glicose é do tipo alfa 1-4 (DENARDIN, SILVA, 2009). A amilopectina
apresenta estrutura ramificada, sendo que os “ramos” aparecem a cada 24-30 moléculas de
glicose. A ligacdo entre as unidades de glicose também € do tipo alfa 1-4 na mesma cadeia.

Porém, unindo duas cadeias aparecem ligacdes do tipo a 1-6. Observe a figura:

Figura 5. Estrutura da amilopectina (UNESP, 2018)
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Moléculas de alto peso molecular (como a amilose e a amilopectina) podem sofrer
reacOes de complexacdo, com formagdo de compostos coloridos. Um exemplo importante é a
complexacdo da amilose e da amilopectina com o iodo, resultando em complexo azul e
vermelho-violaceo, respectivamente. A figura abaixo esquematiza a interacdo do iodo com a
estrutura do amido (UNESP, 2018).
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Figura 6. Reacdo de caracterizacdo de amidos (UNESP, 2018)

Amido
amilose + amilopectina

O complexo acima apresenta coloracdo azul intensa, desenvolvida pela oclusdo
(aprisionamento) do iodo nas cadeias lineares da amilose. O aprisionamento do iodo da-se no
interior da hélice formada pela amilose. Como a amilopectina ndo apresenta estrutura
helicoidal, devido a presenca das ramificacdes, a interagdo com o iodo serd menor, e a coloracao
menos intensa (UNESP, 2018). No experimento realizado para caracterizacdo de
polissacarideos no extrato das folhas de H. speciosa, obtivemos resultado negativo e
consequente auséncia de polissacarideos na fracao.

N&o encontramos nenhum relato da presenca de polissacarideos nas folhas de

Hancornia speciosa, e nem em outras partes da planta.

5. AcUcares redutores

Um agUcar redutor é qualquer acucar que, em solucdo basica, apresenta um grupo
carbonilico livre em forma de aldeido. Sua capacidade de reducéo se da pela presenca de um
grupo aldeido ou cetona livre. Estes aclUcares constituem monossacarideos, alguns
dissacarideos e oligossacarideos (TAVARES, 2010). No teste realizado para actcares redutores
no extrato das folhas de H. speciosa, encontramos resultados positivo pelo aparecimento de um
precipitado vermelho-tijolo, que se refere a Cu.O formado apds a oxidagdo dos compostos
carbonilicos presentes nestas espécies quimicas. Isto corrobora com os resultados apresentados
nos estudos de Souza e colaboradores (2007), onde através da caracterizacdo fisica e quimica
dos frutos de Hancornia speciosa, 0s autores conseguiram encontrar acgucares redutores. A

seguir, a reagao que caracteriza agucares redutores.
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Figura 7. Reacdo de caracterizacdo de acUcares redutores (SOUZA et al, 2007)
o)
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6. Fendis

Fenol é uma funcgdo organica caracterizada por uma ou mais hidroxilas ligadas a um
anel aromético conforme composto observado na figura abaixo. Os fendis possuem grupos —
OH ligados a anéis aromaticos, sendo mais &cidos que outros grupos funcionais hidroxilados
como alcoois, pois possui uma estrutura de ressonancia que estabiliza a sua base conjugada
apos a ionizacdo da hidroxila (ROCHA et al., 2011). Para caracterizar fenois, a base conjugada
fenolato ataca o cloreto férrico que age como acido de Lewis, promovendo a formagéo de um
complexo colorido, geralmente de coloragéo verde ou azul (DE OLIVEIRA, 2018). A seguir, a
reacdo que caracteriza fenois.

Figura 8. Reacdo de caracterizacdo de fenois (OLIVEIRA, 2018).
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No trabalho realizado por OLIVEIRA e colaboradores (2018), os autores fracionaram

OH

o0 latex da mangabeira, sendo que os dados obtidos demonstraram que a fragdo aquosa desse
latex possui em sua constituicdo o &cido clorogénico, um composto fenolico capaz de acelerar
0 processo de regeneracdo de tecidos. Os autores evidenciaram também uma relevante atividade
antioxidante, a qual pode contribuir no processo de cicatrizagédo de feridas. no teste realizado
para fenois em nossa aliquota de extrato, ndo evidenciamos por experimentos qualitativos o
grupo funcional no extrato das folhas de Hancornia speciosa. Reforcamos aqui a ideia
apresentada acima a respeito de diferengas ligeiras na constituicdo de metabdlitos é também
dependente de fatores relacionados ao cultivo do espécime vegetal, podendo apresentar
pequenas diferencas entre metabdlitos (DANTAS et al, 2021).
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7. Antragquinonas

As antraquinonas estdo amplamente presentes na natureza, encontradas em plantas,
bactérias, fungos e insetos. Elas sdo amplamente utilizadas como drogas farmacoldgicas para
constipacdo e dietas sem receita médica, e suplementos para perda de peso. Atualmente, estes
compostos sdo usados para uma variedade de atividades, incluindo anti-inflamatoria,
antifngica, antibacteriano e antiviral (GESSLER; EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013;
PANKEWITZ et al., 2007 apud DEMARQUE, 2017).

Por exemplo, o medicamento Artrolyt (diacereina), obtido a partir da semissintese
(origem natural), é amplamente prescrito para tratar varios disturbios articulares, como
osteoartrite do quadril e joelho (DEMARQUE, 2017).

Devido a acdo citotoxica de alguns componentes desta classe, varios medicamentos
foram desenvolvidos para tratar o cancer, como doxorrubicina (natural), daunorrubicina
(natural) e valrubicina (semi-sintética) (DEMARQUE, 2017).

Segundo Demarque (2017) as antraquinonas sdo quimicamente definidas como
substancias fenolicas derivadas da dicetona do antraceno. Para caracterizar antraquinonas,
promovemos a reacdo de formagdo de um complexo monodentado antraquinona e amonio,

conforme representado na figura abaixo.

Figura 9. Reacdo de caracterizacdo de antraquinonas (OLIVEIRA, 2018).
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Nos estudos de OLIVEIRA (2018), onde os autores desenvolveram um trabalho de
caracterizagdo das fracfes do latex de Hancornia speciosa, ndo foram identificadas espécies
guimicas da classe das antraquinonas. Nos experimentos qualitativos desenvolvidos neste

trabalho, também ndo encontramos a classe de compostos, corroborando com este trabalho.

8. Esterdides e triterpenos
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Esteroides constituem um grande grupo de compostos sollveis em gordura, que tém
uma estrutura basica de 17 atomos de carbono dispostos em quatro aneis ligados entre si. Os
triterpenos sdo uma classe de compostos quimicos compostos de trés unidades terpeno com a
formula molecular CsoHass. Esta classe de compostos também pode ser considerado como
consistida de seis unidades de isopreno. Animais, plantas e fungos produzem triterpenos,
incluindo esqualeno, o precursor de todos os esterdides (QUEIROZ, 2009). Em pesquisa
bibliogréfica sobre estas estruturas, ndo encontramos na literatura relatos de esteroides e
triterpenos em espécies de H. speciosa, 0 que corrobora com nossos resultados. Em testes
qualitativos conduzidos com o extrato das folhas de H. speciosa, empregando acido acético em
presenca de anidrido acético em meio acido (reacao abaixo) observa-se resultado negativo para

estas classes de compostos.

Figura 10. Reacdo de caracterizacao de esteroides e triterpenos (SBFGNOSIA, 2022)

HzC

H3C CHs
CH3 CHg
CHg HOAG/AC20
JE——
CHs H,S0,
HO
HOO,S
Esteroide Acido Colestahexaenosulfénico

Umax410 nm

9. Saponina Espumidica

A classe das saponinas refere-se a compostos nao nitrogenados, que se dissolvem em
agua originando solugdes espumantes, por diminuicdo da tensdo superficial do liquido.
Geralmente plantas medicinais que apresentam saponinas sdo diuréticas, depurativas do sangue
e expectorantes (GARLET, 2019). Autores como Chaves e colaboradores (2018) e OLIVEIRA
(2018) descrevem a presenca de saponinas nas folhas de Hancornia speciosa, corroborando
com os resultados presentes em nossos experimentos realizados para caracterizar saponinas,
onde obtivemos também resultado positivo. Nos estudos de Chaves e colaboradores (2018), ha
a finalidade de bioprospeccdo cosmética, e pelas saponinas apresentarem propriedades

detergentes, ela pode ser utilizada na fabricacdo de xampus e sabonetes.

10. Alcaloides
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Os alcaloides constituem um grupo heterogéneo de substancias nitrogenadas,
geralmente de origem vegetal, de carater basico e que apresentam acentuada agdo
farmacoldgica em animais. De acordo com os estudos de Silva (2018), ndo foi identificada a
presenca de alcaloides nas folhas de Hancornia speciosa, entretanto foram identificados
alcaloides nas cascas da mesma espécie. Nos estudos de Neto e colaboradores (2015) realizado
com folhas de Hancornia speciosa, entretanto, foram identificados alcaloides. Tais diferengas
podem ser explicadas devido a intemperes da regido, questdes relacionadas a sazonalidade da
especie e formas de manejo (DANTAS et al, 2021). Nossos experimentos, entretanto,
corroboram com os resultados apresentados por Silva e colaboradores (2018), visto que em
experimentos com os reativos de Dragendorff e Mayer ndo foram formados os precipitados
vermelho ou branco, respectivamente. Alcaloides apresentam nitrogénio ciclico em forma de
amina, e reagem formando sais complexos com metais, reagindo com outros compostos de
mercurio, ouro, platina e outros metais. Precipitam de solucgdes neutras a levemente acidas, com

0s reativos que contém estes metais, conforme demonstrado na reagéo abaixo.

Figura 11. Reacdo de caracterizacdo de alcaloides (SBFGNOSIA, 2022)
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11. Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos naturais, derivados da benzo-y-pirona, apresentando a
estrutura quimica C6-C3-C6, conforme demonstrado na figura abaixo. Ocorrem no estado livre
ou, mais comumente, como O-glicosideos, embora exista um numero consideravel de C-
glicosideos (OLIVEIRA; ESPESCHIT; PELUZIO, 2006). Dentre as atividades bioldgicas
presentes nos flavonoides, destacam-se: anti-inflamatdria, antiviral, antibacteriana, antialérgica

e vasodilatadora.
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Figura 12. Esqueleto béasico dos flavonoides (SBFGNOSIA, 2022)
O
Estrutura basica dos flavonodides

Em estudos realizados por Neto e colaboradores (2015), e Chaves e colaboradores
(2018), foi identificada a presenca de flavonoides no extrato etandlico das folhas de Hancornia
speciosa, fato que corrobora com nossos experimentos, visto que nos testes realizados para
identificacdo de flavonoides, obtivemos resultado positivo. No experimento conduzido em
laboratdrio, a reagdo entre os flavonoides em presenca de cloreto de aluminio (AICIz), promove
a formacédo de um complexo entre o metal e a carbonila e hidroxila presentes na estrutura bésica
desta classe de compostos, formando um coordenado de coloracdo fluorescente em luz no
comprimento de onda de 365 nm. Cloretos metélicos tendem a formar complexos (reacédo
abaixo) que sensibilizam o espectro eletromagnético em comprimentos de onda especificos,

tais como observado pelos flavonoides.

Figura 13. Reacdo de caracterizacao de flavonoides (ULUBELEN et al., 2003)
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12. Purinas

Presentes em alimentos como carne vermelha e feijao, as purinas sdo componentes
fundamentais do DNA e do RNA. As purinas sdo bases nitrogenadas, compostos organicos
heterociclicos. Sdo compostas por um anel pirimidinico fundido a um anel imidazélico. Duas

das bases dos acidos nucleicos, a adenina e a guanina, sdo purinas (BRASIL, 2021). Em nossa
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pesquisa bibliografica, ndo encontramos dados que possam apresentar a presenca de purinas
nas folhas de Hancornia speciosa Gomes, fato que é evidenciado pelos testes realizados para

esta classe de compostos em laboratério, onde obtivemos resultado negativo.

4.3 Atividades antiparasitarias contra S. mansoni

Para a determinacdo da atividade antiparasitaria dos extratos obtidos de folhas de H.
speciosa, optou-se por testar sua acao contra S. mansoni em uma concentracdo inicial de 50
pug/mL, visando fazer uma triagem inicial das amostras enviadas. Os resultados dos
experimentos conduzidos em triagem inicial estdo listados na Tabela 3, bem como
demonstrados na figura 14, onde descreve-se ainda a viabilidade do parasita. Nestes
experimentos, as fracOes de H. speciosa ndo apresentaram resultados promissores na
concentracdo de 50 pg/mL em termos de inibicdo e mortandade de vermes adultos apds 24 e
72 horas. Em todos os casos, as viabilidades dos parasitas foram descritas como (3), ou seja,
vermes normais, fixados na placa com bons movimentos. Neste caso, infelizmente néo
seguiremos com 0s experimentos antiparasitarios contra S. mansoni para as fracdes testadas, ja

que ndo ha perspectiva para as fracbes em comparagdo com o controle positivo.

Tabela 3. Médias da porcentagem de mortalidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
(LE) apo6s incubacdo com as amostras na concentracdo de 50 pg/mL (triagem).

% Inibicéo
24 horas 72 horas
Controle Negativo 2 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Controle Positivo ° 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00
HS-F1 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
HS-F2 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
HS-F3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
HS-F4 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

aMeio de cultura RPMI 1640 + 0,1% DMSO. "PZQ (Sigma-Aldrich) aplicado na concentragio
de 1,6 uM. Dados expressos em média + desvio padréo.
F = folhas. Polaridade crescente dos extratos 1-4, respectivamente nos solventes hexano,

diclorometano, acetato de etila, aquoso.
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Figura 14. Média e desvio padrdo da escala de viabilidade dos vermes adultos de Schistosoma
mansoni (LE) apds 24 e 72 horas de incubag¢do com as amostras, em concentracdo de triagem
(50 pg/mL) de extratos de H. speciosa.
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*Controle negativo: meio de cultura RPMI 1640 + 0,1% DMSO. Controle positivo:
Praziquantel (Sigma-Aldrich) aplicado na concentracdo de 1,6 uM.

E importante ainda descrever que diversas espécies da familia Apocynaceae, presente
em uma grande diversidade de plantas do cerrado brasileiro, apresentam potencial biolégico
contra parasitas como S. mansoni descritos na literatura. Melo e colaboradores (2021)
descrevem em um importante e atual artigo de reviséo diversos latex obtidos de Apocynaceae
com efeitos promissores contra parasitas, como Cryptostegia grandiflora, planta conhecida
como videira de borracha (MELO, 2021). Na mesma revisdo, diversos trabalhos descrevem o
latex de H. speciosa apresentando atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatorio,
osteogénico, angiogénico, anti-biofilme, cicatrizante e atéxico. O perfil anti-inflamatdrio desta
espécie inclusive chama a atencdo, ja que as infeccGes por S. mansoni pode influenciar o
desenvolvimento de respostas imunes em doencas causadas por infe¢des. Logo, substancias que
apresentem um certo potencial anti-inflamatério podem agir positivamente na resposta imune
contra a doenca (PEARCE & MacDONALD, 2002).

Nos estudos de Lederman e colaboradores (2000) e Sampaio e Nogueira (2006) o latex
desta planta apresentou tratamento eficaz contra tuberculose, Ulcera, herpes, dermatoses e
verrugas. Além disso, Silva e colaboradores (2010) determinaram com éxito a capacidade

antifangica do latex de Hancornia speciosa contra Candida albicans. Propriedades
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vasodilatadoras foram verificadas nas folhas da mangabeira, a partir de extrato etandlico, além
de efetividade no combate e cicatrizacdo de Ulceras géastricas por sua capacidade de estimular a
sintese de muco e produzir efeito antissecretério (FERREIRA et al. 2007; MORAES et al. 2008
apud LIMA, 2014).

4.4 Atividades antiparasitarias contra T. cruzi

A determinacdo da atividade antiparasitiria contra T. cruzi seguiu 0 mesmo
procedimento de testagem de extratos em concentracdo de triagem (100 pg/mL). Todos os
resultados dos experimentos de triagem inicial foram tabelados e dispostos na Tabela 4. Os
dados obtidos dos experimentos bioldgicos sugerem que a fracdo mais apolar extraida por
particdo liquido-liquido com hexano (F1) apresenta o maior percentual de inibicdo da
motilidade flagelar, apresentando 62,52% =+ 5,72 de inibi¢cdo, sendo esta considerada
promissora na acao contra T. cruzi em compara¢do com o controle positivo (25% DMSQO). De
acordo com nossas analises de identificacdo de classes de compostos, classes pouco polares
como saponinas espumidicas, que sdo triterpenos ou esteroides saponidicos que apresentam
atividades emulsionantes (SBFGNOSIA, 2022). Sabe-se que, por exemplo, uma das classes
apolares que podem estar presentes na fase hexanica sdo as saponinas espumidicas, que tem
conhecida atividade hemolitica, podendo agir em lises inespecificas de células, ja que
promovem complexacdo de colesterol com membranas celulares de protozoarios (RAMOS-
MORALES, et al, 2017).

Na literatura é proposto ainda que compostos pouco polares permeiam livremente dentro
das membranas celulares e acabam matando parasitas por afetar as vias metabdlicas
citoplasmaticas, bem como as organelas ali presentes (BORGES, et al, 2012). Outro fator que
deve ser levado em conta € o fato de fracbes organicas apolares causarem drasticas alteracdes
na fisiologia da membrana do parasita, promovendo uma perda da permeabilidade de sua
membrana e sua consequente morte (BORGES, et al, 2012). Esta hipdtese apresentada na
literatura €, a principio, consistente com nossos resultados, visto que a fracdo hexanica (F1) de
H. speciosa foi ativa contra T. cruzi, assim como as fraces de polaridade crescente (F2-F4,
diclorometano, acetato de etila e aquosa) ndo apresentaram percentual de inibicdo da motilidade
maior que 50% e, consequentemente sdo consideradas ndo promissoras contra formas

tripomastigotas do parasita.
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Tabela 4. Triagem tripanocida contra formas tripomastigotas de T. cruzi apds 24 horas de

incubacéo.
Amostras % de inibi¢ao da motilidade flagelar £ D.P.*
Controle Negativo 2 0,00 £ 0,00
Controle Positivo 100,00 + 0,00
HS - F1 62,52 £ 5,72
HS - F2 11,20 £11,45
HS - F3 22,23+541
HS-F4 22,01 £11,61

*Realizados 2 experimentos independentes no periodo de 24 horas de incubagdo na
concentracdo de 100 pg/mL de cada substancia em analise. Dados expressos em média + desvio
padréo. # 0,1% de DMSO ° 25% do volume final do pogo contendo DMSO (50 uL).

Na literatura, varios sdo os relatos onde formas do parasita T. cruzi sdo afetadas por
fracdes pouco polares de extratos de plantas, como por exemplo o trabalho descrito por Silva e
colaboradores (2017), que descrevem a acao antiparasitaria promissora da fracdo hexanica do
extrato etandlico de Pfaffia glomerata contra T. cruzi. Os autores descrevem que derivados de
esteroides e saponinas encontrados na fracdo pouco polar sdo responsaveis pelos efeitos
antiparasitarios observados nos experimentos in vitro (SILVA et al, 2017). Recentes revisdes
demonstram outras fracGes apolares de plantas, como Guarea polymera (Meliaceae), Marila
laxiflora (Clusiaceae), Conobea scoparioides (Scrophulariaceae), Otoba
novogranatensis (Myristicaceae), e Otoba parviflora (Myristicaceae), que apresentam acgéo
contra T. cruzi, reforcando a ideia de que interacdes entre as moléculas apolares de H. speciosa
podem apresentar resultados altamente promissores em concentragbes menores. Logo, 0
trabalho apresentado até este ponto esta ainda em andamento, visto que a determinacdo da
concentragdo inibitdria minima (CIM) ser4 um ponto importante para a aquisicdo de mais
informacdes sobre esta fracdo. A determinacdo da CIM esté ainda em andamento para a fracao
F1, visto que as fragOes F2-F4 foram consideradas pouco promissoras e ndo prosseguirdo nos

futuros estudos.
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5. Concluséao

Sabe-se que parasitoses como a esquistossomose sdo considerados problemas de salde
publica de grande importancia. Apesar disto, poucos recursos sdo empenhados pela indudstria
farmacéutica para o tratamento de tal enfermidade. Neste sentido, o uso de substancias advindos
de produtos naturais se torna uma viavel possibilidade para o tratamento de parasitoses. Neste
trabalho, desenvolveu-se a classificacdo botanica do espécime vegetal e andlise do perfil
fitoquimico do extrato da espécie Hancornia speciosa através de testes qualitativos. O extrato
das folhas de H. speciosa apresentou uma gama de metabdlitos secundarios: acidos orgéanicos,
cumarinas, agucares redutores, taninos catéquitos, saponina espumidica e flavonoides. Devido
a dificuldades quanto a sazonalidade da espécie, obtivemos o perfil fitoquimico apenas das
folhas, sendo o perfil fitoquimico de flores e frutos bastante dificil durante o intercurso deste
projeto, j& que a floracdo e aquisicdo de frutos ocorre apenas uma vez no ano, no més de
setembro.

E importante salientar que durante o periodo do primeiro semestre de projeto, com a
pandemia de COVID-19, diversas dificuldades foram encontradas para a realizacdo do projeto,
como a aquisicdo dos materiais vegetais, acesso aos laboratorios de parceiros e atividades
laboratoriais em nossa prépria instituicdo, ja que muitos laboratdrios foram desativados por
certo tempo, e precisavam de demasiada manutencdo. Consequentemente foi possivel adquirir
dados da triagem do extrato contra T. cruzi apenas no més de outubro de 2022. Diversas
tentativas anteriores foram feitas visando atingir o objetivo inicial do projeto, ou seja, adquirir
0 6leo essencial da espécie. Infelizmente por motivos relacionados ao aparato de extracao
disponivel no campus, ndo conseguimos obter tais 6leos essenciais, e seguiu-se para a obtencdo
de extratos.

A pesquisa desenvolvida teve um carater investigativo da atividade antiparasitaria
contra a esquistossomose e tripanossomiase, que € causada, respectivamente, pelos protozoarios
S. mansoni e T. cruzi foram ainda sim realizados nos extratos obtidos. Relatos da literatura
apresentam relacdo entre metabolitos especiais de espécies vegetais com atividades anti-
inflamatdrias, como H. speciosa. Apesar disto, na triagem inicial das fracdes obtidas das folhas,
flores e frutos de Hancornia speciosa obtivemos resultados ndo promissores contra S. mansoni,
entretanto obtivemos resultados promissores para a fracdo hexanica contra T. cruzi e, portanto,

seguiremos com o0s experimentos de concentracdo inibitoria minima para esta fracéo.
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