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Resumo

IN V E S T IG A Ç Ã O  D E  A T IV ID A D E S  Kmi-Leishrnania amazonensis, A N T I-  
Trypanosoma cruzi E  IM U N O M O D U L A D O R A  E M  E X T R A T O S  D E  P L A N T A S  D O  
S E M I-Á R ID O  B R A S IL E IR O . J O S É  F E R N A N D O  O L IV E IR A  C O S T A . A  Organização 
M u n d ia l de Saúde estim a que 80%  da população m u n d ia l depende da m ed ic ina  trad ic iona l, 
onde cerca de 25.000 espécies de p lantas são usadas nas preparações de extratos vegetais. 
N o  sem i-árido  b ra s ile iro , que in c lu i o ito  estados e corresponde a 11,5%  do te rr itó r io  
nacional, estima-se haver 8 m i l  espécies vegetais pouco estudadas quanto às atividades 
farm acológicas. D ian te  dessa vasta b iod ivers idade e da necessidade da descoberta de novas 
m oléculas b ioa tivas, é de fundam enta l im portânc ia  o estudo fa rm aco lóg ico  da flo ra  dessa 
região, tendo em v is ta  a acelerada degradação am bienta l que põe em risco  de extinção um  
grande núm ero de espécies. Este traba lho teve com o o b je tivo  a investigação da ativ idade 
mú-Leishmania amazonensis, mú-Trypanosoma cruzi e im unom odu lado ra  em extratos de 
plantas nativas ou  endêm icas do sem i-árido  b ras ile iro . O  m a te ria l vegeta l u tiliz a d o  neste 
estudo fo i coletado e id e n tif ica d o  p o r um a equipe de botân icos integrantes do In s titu to  do 
M ilê n io  do S e m i-Á rid o  ( IM S E A R /M C T ). Os extratos fo ram  ob tidos a p a rtir  de 69 espécies 
vegetais e com  solventes de d ife rentes polaridades quím icas. Para os ensaios de ativ idade 
farm acológ ica , testaram -se in ic ia lm e n te  os extratos para a determ inação de concentrações 
tóxicas para célu las de cam undongos (esplenócitos), sendo u tilizadas  nos ensaios 
subseqüentes aquelas com  até 30%  de c ito tox ic idade . Para os ensaios de ativ idade 
antiparasitária in vitro, os parasitas fo ram  cu ltivados em  presença dos extratos e o 
percentual de in ib içã o  fo i m ed ido  através da determ inação do m etabo lism o do M T T . Os 
ensaios de in ib içã o  da lin fo p ro life ra çã o  fo ram  realizados cu ltiva n d o  as cé lu las na presença 
do m itógeno concanava lina  A  e dos extratos. A  p ro life ração  fo i de term inada através da 
m edida da incorporação de t im id in a  tritiada . Para a avaliação da in ib içã o  da produção de 
óx ido  n ítr ico  (N O ), cu ltivo u -se  m acrófagos peritonea is de cam undongo na presença de 
IF N -7 e LPS e dos extratos. A  produção de N O  fo i avaliada pe la  dosagem de n itr ito , através 
do m étodo de Griess. D os 174 extratos avaliados, 3 apresentaram a tiv idade  anti-le ishm an ia  
acim a de 90%  e 10 apresentaram ativ idade a n ti- r .  cruzi superio r a 60% . E m  relação à 
ativ idade im unom odu ladora , 47 extratos apresentaram a tiv idade  in ib id o ra  da 
lin fop ro life ra ção  superio r a 80% , enquanto que 16 dos 174 extratos testados apresentaram 
ativ idade de in ib içã o  da produção de N O  acim a de 70% . Frações obtidas a p a rtir  de 2 
extratos de vegetais com  a tiv idade  im unom odu ladora  fo ram  reavaliadas, iden tificando-se  as 
ativas. Os extratos e firações avaliados apresentam um  po tenc ia l fa rm aco lóg ico  im portante , 
sobretudo em relação à a tiv idade  im unom odu ladora . O utros extra tos a tivos serão 
fracionados e estas, assim  com o as fi-ações já  obtidas serão re-frac ionadas para reavaliação 
com  o in tu ito  id e n tif ic a r as m o lécu las responsáveis pe la  a tiv idade , podendo ser no fu tu ro  
candidatas a novos fárm acos.

P A L A V R A S -C H A V E : a tiv idade  an ti-L . amazonensis, ativ idade  anti-T . cruzi, ativ idade 
im unom odu ladora, p lantas do sem i-á rido  b ras ile iro .



Abstract

IN V E S T IG A T IO N  O F P^Tl-Leishmania amazonensis, NHIl-Trypanosoma cruzi A N D  
IM M U N O -M O D U L A T O R Y  A C T IV IT IE S  IN  P L A N T  E X T R A C T S  O F T H E  
B R A Z IL IA N  S E M I-A R ID . JOSÉ FERNANDO OLIVEIRA COSTA. 
[INTRODUCTION] T he  W o r ld  H ea lth  O rgan iza tion  estimates tha t 80%  o f  the w o r ld 's  
popu la tion  depends on  conven tiona l m ed ic ine , in  w h ic h  around 25.000 p la n t species are 
used in  the p repara tion  o f  extracts. In  the B raziU an sem i-a rid , w h ic h  inc ludes e igh t states 
and corresponds to  11,5%  o f  the na tiona l te rr ito ry , i t  is  estim ated that there are 8 thousand 
p lan t species scarce ly stud ied regard ing  its  pharm aco log ica l ac tiv itie s . C onside ring  th is 
vast b io d iv e rs ity  and the need fo r  the d iscovery  o f  new  b io a c tive  m olecules, the 
pharm aco log ica l s tudy o f  th is  reg ions ’ flo ra  is o f  fundam enta l im portance , g iven  the 
accelerated e nv iro im ien ta l degradation that puts in  r is k  o f  e x tin c tio n  a great num ber o f  
species. In  th is  w o rk  w e  a im ed at the investiga tion  o f  mti-Leishmania amazonensis, anti- 
Trypanosoma cruzi and im m u n o -m o d u la to ry  ac tiv itie s  o f  extracts o f  na tive  o r endem ic 
plants fro m  the B ra z ilia n  sem i-a rid . The vegeta l m a te ria l used in  th is  s tudy was co llected  
and id e n tifie d  b y  a team  o f  botan ists  w h o  w ere  part o f  the In s titu te  o f  the M ile n n iu m  o f  the 
S em i-A rid  (M C T ). The extracts w ere obta ined fi-om 69 p la n t species w ith  solvents o f  
d iffe ren t chem ica l po la ritie s . F o r the assays o f  the pha rm aco log ica l a c tiv ity , the extracts 
were in it ia l ly  tested to  determ ine the to x ic  concentrations fo r  m am m al ce lls  (mouse 
splenocytes), be ing  used in  subsequent assays those w ith  up to  30%  c y to to x ic ity . F o r the 
assays o f  an tiparas itic  a c tiv itie s  in vitro, the parasites w ere  cu ltiva te d  in  the presence o f  the 
extracts and the percentage o f  in h ib it io n  was measured th rough  the de te rm ina tion  o f  the 
m etabo lism  o f  the M T T . The lym p h o p ro life ra tio n  in h ib it io n  assays w ere  carried  out b y  
cu ltiva tin g  the ce lls  in  the presence o f  the m itogen  concanava lin  A  and o f  the extracts. The 
p ro life ra tio n  was dete rm ined th rough  the m easurement o f  ^H -th ym id in e  inco rpo ra tion . For 
the eva lua tion  o f  the in h ib it io n  o f  n itr ic  ox ide  (N O ) p ro d u c tio n , m ouse peritonea l 
macrophages w ere cu ltiva te d  in  the presence o f  IF N -7 and LPS and the extracts. The 
production  o f  N O  was evaluated b y  the dosage o f  n itr ite , th rough  the G riess m ethod. O f  the 
174 extracts evaluated, 3 showed an ti-le ishm an ia  a c tiv ity  above 90%  and 10 showed anti- 
T. cruzi a c tiv ity  superio r to  60% . R egard ing the im m u n o m o d u la to ry  a c tiv ity , 47 extracts 
showed in h ib ito ry  a c tiv ity  o f  ly m p h o p ro life ra tio n  superio r to  80% , whereas 16 ou t o f  174 
extracts tested showed 70%  o f  in h ib ito ry  a c tiv ity  on N O  p roduc tion . F ractions obtained 
from  2 extracts w ith  im m u n o m o d u la to ry  a c tiv ity  w ere  tested a fte rw ards to  id e n tify  the 
active ones. The extracts and frac tions  evaluated showed an im p o rta n t pharm aco log ica l 
potentia l, espec ia lly  in  re la tio n  to  the im m unom odu la to ry  a c tiv ity . O the r active  extracts 
w i l l  be fi*actioned and these, as w e ll as the a lready obta ined frac tions  w i l l  be re-fi'actioned 
fo r re-eva luation , w ith  the purpose o f  id e n tify in g  the m o lecu les responsib le  fo r  the ac tiv ity , 
pu ta tive  candidates to  new  pharm aceutica l drugs.

[KEY-WORDS] Anti-Z,. amazonensis a c tiv ity , a n ti- r .  cruzi a c tiv ity , im m unom odu la to ry  
a c tiv ity , p lants firom the B ra z ilia n  sem i-arid .
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1 INTRODUÇÃO

1.1 A importância dos produtos naturais

O v a lo r dos p rodutos naturais, especialmente das p lantas m ed ic ina is , para a 

sociedade e para a econom ia  m u n d ia l é m u ito  s ig n ifica tivo . Estim a-se que 60 a 80%  da 

população, sobretudo de países em desenvo lv im ento , a inda co n fia  no poder terapêutico de 

plantas m ed ic ina is  e delas u tiliza -se  para o tra tam ento de suas doenças (O M S - 

h ttp ://w w w .w ho .in t/m ed iacen tre /fac tshee ts /fs l34 /en /). Cerca de 25%  das drogas prescritas 

no m undo são orig inadas de p lantas, o que perfaz um  to ta l de 121 substâncias ativas. Das 

252 drogas consideradas básicas e essenciais pe la  O rganização M u n d ia l de Saúde (O M S ), 

11%  são exclusivam ente  orig inadas de plantas e grande parte  são drogas sintéticas obtidas 

de precursores natura is (R A T E S , 2001).

A s plantas são um a fon te  im portan te  de produtos natura is b io log icam en te  ativos. 

Apesar do aum ento dos estudos nessa área, os dados d isponíve is  reve lam  que apenas 15 a 

17% das espécies vegeta is do p laneta fo ram  estudadas quanto ao seu po tenc ia l m ed ic ina l 

(S IM Õ E S  et a l, 2001). Nesse con texto , as pesquisas com  p ropós ito  de ob ter novos 

medicam entos a p a rtir  de p lantas têm  reassum ido um  im portan te  pape l nos ú ltim os  anos. 

Exem plos de drogas im portan tes obtidas a p a rtir  de p lantas são a d ig o x in a  da Digitalis spp., 

a qu in ina  e a q u in id in a  da Cinchona spp., a v in c r is tin a  e a v in b la s tin a  da Catharanthus 

roseus, a a trop ina  da Atropa belladona e a m o rfin a  e a codeína da Papaver somniferum. 

(S IM Õ E S  etal.,2Q 0\).

A firm a -se  que o m ercado m u n d ia l de fito te ráp icos  m o v im en ta  anualm ente cerca de 

US$ 20 b ilhões, sendo U S $ 1,5 b ilhões só no B ra s il (P IN T O  et a l ,  2002; F U N B IO , 2004). 

Cerca de 30%  dos m edicam entos desenvo lv idos nos países de p r im e iro  m undo são
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provenientes de recursos natura is  e têm  menores custos quando com parados aos obtidos por 

síntese, um a vez que aqueles obtidos de p lantas usadas na m ed ic ina  popu la r já  têm 

propriedades conhecidas e m u itos  deles já  são usados na fo rm a  de medicamentos 

fito teráp icos (C A L IX T O , 1996).

1.2 Biodiversidade vegetal no Brasil

O  B ra s il é o país de m a io r b iod ivers idade do planeta. Possui entre 15 e 20%  do 

núm ero to ta l de espécies existentes, sendo estim ado um  v a lo r de 270  m il  espécies, com  

núm ero superio r a 55 m il  espécies já  descritas (S A N T ’ A N A , 2002; M M A ,  2000). De 

acordo com  F arnsw orth  (1989), ex istem  no B ra s il cerca de 150 m il  espécies de vegetais 

superiores.

A  com posição to ta l da d iversidade b ras ile ira  não é conhecida e ta lvez  nunca venha a 

ser, ta l a sua p roporção e com plexidade. Entretanto , para a m a io r ia  dos seres v ivos , o 

percentual de ocorrênc ia  em  te rr itó r io  naciona l é elevado, podendo-se deduz ir que o 

núm ero de espécies, tanto terrestres com o m arinhas, a inda não iden tificad as  no B ra s il pode 

alcançar valores da o rdem  de dezenas de m ilhões (S A N T ’A N A , 2002).

A lia d o  ao fa to r da b iod ive rs idade  bras ile ira , deve-se considerar que as espécies 

vegetais que ocorrem  em  áreas de c lim a  tro p ica l contêm  de três a quatro vezes m ais 

constitu in tes qu ím icos a tivos quando comparadas a espécies que ocorrem  em áreas de c lim a  

temperado ( D l  S T A S I e t a l., 2002). O  d iverso p a tr im ô n io  genético b ra s ile iro  tem  ho je  um  

inestim áve l v a lo r  econôm ico em  várias ativ idades, sendo no cam po do desenvo lv im ento  de 

novos m edicam entos a sua m a io r potencia lidade, considerando o grande núm ero de
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medicamentos d ispon íve is  no m ercado obtidos d ire ta  ou ind ire tam ente  a p a r t ir  de produtos 

naturais (C A L IX T O , 2003).

1.3 O mercado mundial e o desenvolvimento de fitofármacos

U m  em cada quatro p rodutos vendidos nas farm ácias é fab ricado  a p a rtir  de 

m ateria is extraídos de p lantas das florestas trop ica is  ou  de estruturas quím icas derivadas 

desses vegetais. Som ente nos Estados U n idos, em 1980, fo ram  vend idos fo rm a lm ente  cerca 

de U S$ 8 b ilhões em m edicam entos derivados de p lantas (S A N T ’A N A , 2002). D urante os 

anos de 1959 a 1980, os m edicam entos derivados de vegetais representaram  25%  de todas 

as prescrições m édicas dispensadas nas farm ácias dos Estados U n id o s  (S A N T ’A N A , 2002).

A  indús tria  fa rm acêutica  g loba l representa 33%  da produção de qu ím icos, o que 

equivale a um  fa turam ento  anual da ordem  de U S $ 280 b ilhões (S A N T ’A N A , 2002). A  

d is tribu ição  p o r o rigem  de m edicam entos m ostra que 65%  são preparados em laboratórios, 

sendo 25%  a p a r tir  de p lantas e 10%  a p a rtir  de an im ais e m icro rgan ism os (S A N T ’A N A , 

2002). Se considerado o m ercado para drogas anticancerígenas e an tib ió ticos , este 

percentual é a inda m ais elevado: cerca de 70%  fo ram  desenvo lv idas a p a r t ir  de recursos 

naturais (S A N T ’ A N A , 2002).

A  indús tria  fa rm acêutica  u t iliz a  aproxim adam ente 90 espécies de vegetais em suas 

atividades de produção de m edicam entos (R A T E S , 2001). Dezessete das grandes indústrias 

farmacêuticas m und ia is  têm  program as de pesquisa na área de p rodu tos  naturais. Esta 

indústria  é altam ente dependente dos gastos do setor p ú b lico  com  saúde (nos Estados 

U nidos, 14% dos gastos to ta is ), sendo que parte  s ig n ific a tiv a  dos recursos advindos do 

setor p ú b lico  é ap licado em pesquisa e desenvo lv im ento  (P & D ) (S A N T ’A N A , 2002). A
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indústria  fannacêutica  sempre esteve baseada em  inovação e d ife renciação de produtos, 

com  grandes investim en tos em  P & D . N a  década de 1960, as despesas g loba is  em P & D  de 

fármacos fo ram  calculadas em  cerca de U S$ 50 m ilhões, chegando rap idam ente a valores 

da ordem  de U S$ 400 m ilhões (S A N T ’ A N A , 2002).

O interesse crescente do setor p rivado  no desenvo lv im en to  de novos fármacos 

oriundos de vegetais está associado ao seu ba ixo  custo, quando com parado com  o da 

descoberta de um  m edicam ento  s in té tico . Enquanto o custo de desenvo lv im en to  de um  

fárm aco de o rigem  s in té tica  pode chegar a U S$ 360 m ilhões e leva r entre 7 e 20 anos até 

que o p roduto  f in a l chegue ao m ercado, no desenvo lv im ento  de um  p rodu to  proven ien te  de 

plantas m ed ic ina is  este inves tim en to  é da ordem  de aproxim adam ente  U S $ 70 m ilhões 

(S A N T ’A N A , 2002).

A  compreensão de que a b io tecno log ia  não está ainda em  condições de concorrer 

com  a natureza na fo rm u lação  de m oléculas com  a tiv idade terapêutica  levou  as indústrias 

farmacêuticas a re tom arem  o m étodo de triagem  em busca de substâncias naturais como 

ponto  de pa rtida  para o desenho de novas drogas. A  com binação do m étodo de triagem  e de 

síntese fa c ilita  a descoberta de novas m oléculas ativas (S A N T ’A N A , 2002).

A o  se considerar os m étodos de obtenção de novos fárm acos, deve-se ainda levar 

em conta do is aspectos que d is tinguem  os produtos de o rigem  na tu ra l dos sintéticos: a 

d iversidade m o lecu la r, bastante superio r àquela dos p rodutos ob tidos p o r síntese, e a 

funciona lidade, aumentada quando se tra ta de m olécu las obtidas de organ ism os v ivos .

N o  caso de países em desenvo lv im ento , com o o B ra s il, que a inda não d ispõem  de 

estím ulo para a im plem entação da tecno log ia  em qu ím ica  fin a  fannacêutica , as pesquisas 

com  produtos naturais assumem um  papel im portan te , um a vez que a p robab ilidade  de se
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encontrar novas m olécu las fa rm aco log icam ente  ativas é m a io r através do estudo de plantas 

do que p o r síntese qu ím ica  (L A P A , 1995).

1.4 Doenças negligenciadas

Estim a-se que m enos de 10% dos gastos g loba is em  pesquisa em saúde são 

direcionados para doenças que representam  cerca de 90%  dos p rob lem as de saúde globais 

(M O R E L , 2003). Esta d e fic iênc ia  do m ercado tem  con tribu ído  para a lim itada  

d ispon ib ilidade  de drogas para o tra tam ento das doenças que acom etem  princ ipa lm en te  

ind iv íduos de países em  desenvo lv im ento . O  setor p riva d o  investe  quase que 

exclusivam ente no desenvo lv im en to  de drogas voltadas para o tra tam ento  de pato log ias 

comuns em  países desenvo lv idos (M O R E L , 2003).

D entre  as doenças m ais negligenciadas está a doença de Chagas, um a zoonose 

causada pe lo  hem oflage lado  T rypanosom a cruzi. A  m a io r parte dos casos de in fecção dos 

seres humanos ocorre  através do contato da pele ou m ucosas com  fezes ou u rin a  de insetos 

hem atófagos (tria tom íneos) contam inados p o r T. cruzi. Este p ro tozoá rio  in fec ta  quase 150 

espécies de 24 fam ília s  de m am íferos dom ésticos e selvagens, com o tam bém  seres 

humanos (T D R A V H O , 2003 - h ttp ://w w w .w h o .in t/td r/d w /ch a g a s2 0 0 3 .h tm ).

A  doença de Chagas está presente em 18 países do continen te  am ericano, em duas 

zonas ecologicam ente d ife rentes: a região do cone sul, onde os vetores do p ro tozoário  e 

humanos conv ivem  no m esm o am biente p e r id o m ic ilia r  e a A m é rica  C entra l e o M éx ico , 

onde os vetores estão presentes tanto em regiões povoadas quanto em áreas inabitadas 

(T D R /W H O , 2003 - h ttp ://w w w .w h o .in t/td r/d w /ch a g a s2 0 0 3 .h tm ). A s  condições precárias 

de habitação favorecem  a d issem inação da doença, sobretudo em  áreas rura is.
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De acordo com  a O rganização M u n d ia l de Saúde (2003), a p reva lênc ia  da doença de 

Chagas é de 13 m ilhões de casos (T D R A V H O -h ttp ://w w w .w ho .in t/td r/dw /chagas200 3 .h tm ). 

A  inc idência  anual é de 200 m il  casos, em quinze países la tino-am ericanos. N o  B ras il, os 

dados d isponíve is (1995) ind icam  a in fecção pe lo  T rypan osom a cru zi em 4,2%  da 

população ru ra l e 1,3%  do to ta l da população do país (B R E N E R  e t a l ,  2000). P or ser um a 

enferm idade c rôn ica  deb ilitan te  e incapacitante, o custo econôm ico é e levado, e, com o a 

população acom etida é hab itua lm ente  de ba ixo  n íve l sóc io -econôm ico , os gastos são 

cobertos pe lo  Estado.

A tua lm ente , há um a droga existente no m ercado para tra tam ento  específico, o 

benzonidazol, um  derivado do n itro im id a zo l (R ochagan® , Roche). O u tra  substância 

u tilizada  até recentem ente é o n if l ir t im o x , um  n itro fu ra n o  (L a m p it®  /  B a ye r 2502® , Bayer). 

Am bas são eficazes somente na fo rm a  aguda ou crôn ica  recente da doença, e ainda podem  

in d u z ir efe itos cola tera is tó x ico s  ao paciente (U R B IN A  e t a l., 2003). A ss im , é de extrem a 

re levância a busca de novas substâncias para o tra tam ento da doença de Chagas, que 

apresentem m a io r e ficác ia  no tra tam ento de pacientes na fase c rôn ica  e m enor tox ic idade .

Entre as estratégias u tilizadas  na busca de novas drogas eficazes con tra  o T. cruzi, 

está a triagem  de m olécu las que atuam em alvos im portan tes da b io lo g ia  do parasito. 

D entre estes alvos m olecu la res m ais u tilizados  estão as enzim as d iid ro fo la to  redutase 

(Z U C C O T T O , 2001), tr ip a n o tio n a  redutase (C H A N  e t a l ,  2002) e cruz ipa ína  (C A Z Z U L O , 

2002; 2001). In ib ido res  da b iossíntese de esteróides (U R B IN A , 2002) e análogos m ono e 

d issubstituídos da p o lia m in a  (B A C C H I &  Y A R L E T T , 2002), com ponentes b io lóg icos  

essenciais à v ia b ilid a d e  e sobrev ivênc ia  do p ro tozoário , tam bém  são m oléculas com  

potencia l a tiv idade anti-T. cruzi.
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O utro  grande p rob lem a  de saúde pú b lica  são as le ishm anioses, doenças causadas 

po r pro tozoários do gênero Leishm ania. D e  acordo com  dados da O rganização M vm dia l de 

Saúde (2004), estima-se que este conjxm to de doenças afete m ais de 12 m ilhões de pessoas 

em todo o m undo e está presente em 88 países, sendo que, destes, 72 são considerados 

como países em desenvo lv im en to  e 13 estão entre os m enos desenvo lv idos (T D R /W H O  - 

h ttp ://w w w .w ho .in t/td r/d iseases /le ish /d irec tio n .h tm ). A  in c idênc ia  anual da fo rm a  cutânea 

da doença é de 1 a 1,5 m ilh ã o  de pessoas e da fo rm a  v isce ra l é de 500 m il casos. A  

população sob o risco  de co n tra ir a doença em todo o m im do  é de 350 m ilhões de pessoas 

(O M S , 2003-h ttp ://w w w .w ho .in t/td r/d iseases /le ish /d irec tio n .h tm ). N o  B ra s il, durante os 

anos de 1984 e 1999, 37.294 novos casos de le ishm aniose v isce ra l hum ana foram  

no tificados pe lo  M in is té r io  da Saúde (P A L A T N IK -D E -S O U Z A  e t  a l ,  2001) e somente no 

período com prend ido  entre 1998 e 2000, 87.350 novos casos fo ram  registrados 

(T D R /W H O , 2002-h ttp ://w w w .w ho .in t/td r/d iseases /le ish /d irec tio n .h tm ). Recentemente, o 

aumento elevado na taxa de co-in fecção em pacientes H IV  p o s itivo s  (A L V A R  e t a l ,  1997) 

e o desenvo lv im ento  de resistência  dos parasitos às drogas existentes têm  aumentado a 

im portânc ia  desta doença na saúde p ú b lica  (L E A N D R O  &  C A M P IN O , 2003).

O  tratam ento das le ishm anioses tem  sido fe ito  com  a u tilização  de m etais pesados, 

em pa rticu la r os com postos an tim on ia is , com o drogas de p r im e ira  escolha. Quando este 

tip o  de terapia não é e fe tivo , ou tros m edicam entos são usados, dentre estes a pentam id ina  e 

a an fo te ric ina  B  lipossom ais, m edicam entos de adm in istração in je tá ve l para os quais o 

paciente necessita de supervisão c lín ica  ou hosp ita lização durante o tra tam ento  devido à 

gravidade dos possíveis e fe itos colatera is (C H A N -B A C A B  &  P E N A -R O D R IG U E Z , 2001). 

Dessa form a, a busca de novas substâncias, e fe tivas e seguras, para o tratam ento das 

leishm anioses tom a-se p rio ritá ria .
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U m a das p rin c ip a is  linhas de investigação de novos tratam entos para le ishm aniose é 

a de desenvo lv im ento  de fárm acos capazes de b loquear a lvos do sistem a b io ló g ico  do 

parasito v ita is  à sobrev ivênc ia  do m esm o, com o p o r exem plo , os m ecanism os que levam  à 

síntese de A T P , cu jos n íve is  de finem  o estado energético do parasito . A  fosforilação 

ox ida tiva  é um  processo essencial para preencher um  n íve l energético m ín im o  necessário à 

sobrevivência  do parasito. Dessa fo rm a, drogas que afetam  a produção m ito co n d ria l de 

A T P , ta is com o as licocha lconas e nafloqu inonas, são boas candidatas a drogas 

le ishm anicidas. M o lécu las  com  este m ecanism o de ação d im in u e m  os n íve is  de A T P  

intracelu lares do parasito , um a vez que a g licó lise  é um  processo ine ficaz  para 

contrabalancear o decréscim o de A T P  (L U Q U E -O R T E G A  et al., 2001).

Espécies vegeta is podem  se rv ir com o fon te  de substâncias com  a tiv idade anti- 

p ro tozoário . D a  classe dos tan inos, isolados de espécies vegetais, dem onstrou-se algumas 

substâncias com  a tiv idade  anú-Leishmania, com  ação sobre form as am astigotas da espécie 

L. donovani (K ID E R L E N  et al., 2001). Extratos de vegetais ricos  em  substâncias 

po lifenó licas  in ib ira m  o crescim ento de form as amastigotas e p rom astigo tas de parasitos da 

espécie L. amazonensis (M E N D O N Ç A -F IL H O  et al, 2004). O  ó leo essencial da espécie 

Croton cajucara, r ico  em  lin a lo l, dem onstrou-se a tivo , in ib in d o  o crescim ento de formas 

prom astigotas de L. amazonensis (D O  SO C O R R O  et al, 2003). E xtra tos de espécies 

pertencentes à fa m ília  Rutaceae apresentaram a tiv idade  con tra  form as tripom astigo tas de 

Trypanosoma cruzi (M A F E Z O L I et al, 2000). A  chalepina, substância iso lada da espécie 

vegetal Pilocarpus spicatus, dem onstrou a tiv idade anti-T . cruzi (P A V A O  et al., 2002). 

Dessa form a, d iversas substâncias têm  sido iden tificadas e suas a tiv idades demonstradas 

contra os p ro tozoários do gênero Leishmania e da espécie Trypanosoma cruzi.
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A s doenças m ediadas pe lo  sistem a im une são um  p rob lem a de saúde g loba l, estão 

em crescim ento em  proporções epidêm icas (K R E N S K Y  e t al, 2001) e dem andam  rapidez 

na pesquisa e desenvo lv im en to  de novos tratam entos. Estas doenças inc luem  um  amplo 

espectro de pa to log ias, dentre elas a a rtrite  reum ató ide, a diabetes m e llitu s  tip o  I, o lupus 

eritematoso sistêm ico, a esclerose m ú ltip la , a asma e várias outras condições alérgicas. A  

inc idênc ia  das im unopa to log ias  tende a aum entar com  o enve lhec im ento  da população, 

tendo em v is ta  o aum ento da expecta tiva  de v id a  do ser hum ano (R O E P , 2003).

O  transplante de órgãos é um a das grandes poss ib ilidades terapêuticas para o 

tratam ento de diversas pato log ias. N o  entanto, a re je ição de transplantes, m ediada pelo 

sistema im une, permanece com o um  fa to r que d if ic u lta  a u tilização  desta tecno log ia , sendo 

necessário o tratam ento con tínuo com  drogas imunossupressoras. É  de grande re levância, 

portanto, a descoberta de novas drogas im unom odu ladoras, tendo em  v is ta  a sua 

ap licab ilidade em processos im unopato lóg icos.

D rogas com  ação m odu lado ra  da ativação de m acrófagos e lin fó c ito s , com o os 

corticosteróides, têm  sido am plam ente u tilizadas para o con tro le  de respostas im uno- 

in flam atórias indesejadas (K R E N S K Y  e t al, 2001). Os co rticó ides e a c ic lospo rina  são 

exem plos de drogas im unossupressoras eficazes d isponíve is  atua lm ente no  m ercado, que 

causam vários e fe itos co la tera is no paciente. N o  caso dos co rticó ides, alguns dos efeitos 

colaterais observados são o retardo no crescim ento, necrose avascular de m edula, 

osteopenia, ú lcera  péptica, aum ento do risco de co n tra ir in fecções, aparecim ento de 

catarata, h ipe rghcem ia  e hipertensão. A  c ic lospo rina  apresenta com o efe itos colaterais o 

aparecimento de trem ores, h ipertensão, h ip e rlip id e m ia  e tam bém  ne fro tox ic idade , sendo
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este ú lt im o  e fe ito  presente na m a io ria  dos pacientes tratados com  a droga (B U R D M A N N  et 

a l ,  2003; K R E N S K Y  e t a l  2001).

Os corticó ides têm  seu m ecanism o de ação im unom odu lado r baseado na d im inu ição  

do núm ero de lin fó c ito s  no  sangue p e rifé rico , na regulação da transcrição de d iversos genes 

e na indução de apoptose, sendo este ú lt im o  e fe ito  através do aum ento da concentração do 

Ik B , reduzindo a ativação do N F k B , que resulta no aum ento da apoptose das células 

ativadas. É de im po rtânc ia  centra l na ação dos esteróides a d im in u içã o  da produção de 

im portantes c itoc inas p ró -in flam a tó ria s , ta is com o T N F -a , IL -1  e I L -6, d im inu indo  

consequentemente a ação de m acrófagos e lin fó c ito s  (K R E N S K Y  e t a l  2001). A  

c ic losporina, droga in ib id o ra  da ca lc ineurina , tem  seu m ecanism o de ação baseado na 

in ib ição  da transdução de s ina l desencadeada pe la  ativação do receptor de lin fó c ito s  T, 

reduzindo a produção de lin fo c in a s , in c lu in d o  a IL -2 , com o tam bém  a expressão de 

proteínas antiapoptóticas. O  tac ro lim us  tam bém  in ib e  a ativação de célu las T  através da 

in ib ição  da ca lc ineurina  (K R E N S K Y  e t a l  2001).

A  ativação de m acró fagos leva  à produção de vá rios  m ediadores im uno lóg icos 

solúveis, ta is com o citoc inas, prostaglandinas, leucotrienos e rad ica is liv re s  de ox igên io  e 

de n itrogên io . O  ó x id o  n ítr ic o  (N O ) é um  rad ica l l iv re  gasoso, p roduz ido  p o r um a fa m ília  

de enzimas, in c lu in d o  a ó x id o  n ítr ic o  sintase cons titu tiva  e a ó x id o  n ítr ico  sintase induzíve l 

( iN O S ) em processos in fla m a tó rio s  (A S L A N , 2002; B O G D A N , 2001; K A U F M A N N  &  

K A B E L IT Z  , 1998; C O T R A N  e t a l ,  2000). Sendo assim, substâncias capazes de in ib ir  a 

ativação de m acrófagos têm  po tenc ia l u tilização  com o im unom odu ladores.

Espécies vegetais podem  ser um a fon te  de substâncias com  ativ idade 

im unom oduladora. Recentem ente fo i dem onstrado que substâncias quím icas extraídas da 

espécie vegetal C ro ta la ria  p a ll id a  in ib e m  a produção de N O  in v itro  de fo rm a  concentração
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dependente (W E N G  e t a l., 2003). O utros exem plos de m olécu las com  ativ idade 

im unom odu ladora  são as físa linas, seco-esteróides p u rificados  da espécie P h ysa lis  angulata  

e que apresentam potente a tiv idade  in ib id o ra  da produção de ó x id o  n ítr ic o  in v itro  e in vivo  

(SO AR ES e t a l., 2003) e a espécie D endrob iu m  n o b ile  da qua l iso lou-se  u m  sesquiterpeno 

com  ativ idade in ib id o ra  da p ro life ração  de lin fó c ito s  (Z H A O  e t a l., 2001).

1.6 A vegetação do semi-árido brasileiro

O sem i-árido  b ra s ile iro  é um a reg ião que possui um a vegetação típ ica , denom inada 

caatinga, que cobre a m a io r parte da área com  c lim a  sem i-á rido  da reg ião N ordeste do 

B ras il. A  região do sem i-á rido  abrange um a área aproxim ada de 800.000 km ^, in c lu in d o  

partes dos Estados do M aranhão, P iauí, Ceará, R io  Grande do N orte , Paraíba, Pernambuco, 

A lagoas, Sergipe, Bah ia , M in a s  Gerais e E sp írito  Santo (G IU L IE T T I e t a l., 2002; 

h ttp ://w w w .asab ras il.o rg .b r/S em ia rido /sem ia rido .h tm ). O utros tipos  vegetacionais ocorrem  

no sem i-árido b ras ile iro  a lém  da caatinga, com o o cerrado, cam pos rupestres e diferentes 

tipos de florestas.

Dos b iom as b ras ile iros , a caatinga é p rovave lm en te  o m ais desva lorizado e pouco 

conhecido. Esta situação decorre de um a propaganda não ju s tif ica d a , e não m ais aceita, de 

que a caatinga é o resultado da m od ificação  de outra fo rm ação vegeta l, associada a uma 

diversidade m u ito  ba ixa  de p lantas, ausência de espécies endêm icas e altamente 

antropizada. A pesar da ú lt im a  consideração ser real, especialm ente nas terras de m enor 

a ltitude, há um a grande variedade de espécies na caatinga, sendo m u itos  táxons raros e/ou 

endêmicos (G IU L IE T T I e t a l., 2002) e estima-se que nesta reg ião ex is tam  cerca de o ito  m il 

espécies vegetais ( IN S T IT U T O S  D O  M IL Ê N IO /M C T , 2002).
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Trabalhos já  pub licados cham am a atenção para a riqueza  da flo ra  da caatinga, 

destacando exem plos fascinantes de adaptações das p lantas aos habita ts sem i-áridos. Existe 

descrita um a lis ta  de vegetais angiospermas endêm icos da caatinga, na qual estão 

relacionados 12 gêneros e 183 espécies (G IU L IE T T I e t a l ,  2002). Desta form a, espera-se 

encontrar, neste t ip o  de vegetação, um a grande d ivers idade de m e tabó litos  especiais e 

potencia is m o lécu las b ioa tivas.
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2 OBJETIVOS

Geral

•  A v a lia r  a a tiv idade  anti-paras itá ria  e im unom odu lado ra  in v itro  de extratos e 

frações de p lantas na tivas ou endêmicas do sem i-á rido  b ras ile iro .

Específicos

•  Investiga r a a tiv idade  im unom odu ladora  in v itro  de extra tos e frações de vegetais 

do sem i-á rido  b ra s ile iro  afravés de ensaio de in ib içã o  da produção de ó x id o  n ítr ico  

p o r m acrófagos estim ulados com  LPS e IF N -7 e de ensaio de in ib içã o  da 

p ro life ração  de lin fó c ito s  ativados.

•  A v a lia r  a a tiv idade  an ti-J ! cru zi in v itro  de extratos e frações de vegetais do sem i- 

árido b ras ile iro  nas form as epim astigotas.

•  A v a lia r  a a tiv idade  anti-Leishm ania am azonensis in v itro  (fo rm as prom astigotas) 

de extratos e frações de p lantas do sem i-árido  b ras ile iro .



3 JUSTIFICATIVA

É grande a necessidade do investim en to  em pesquisa e desenvo lv im ento  (P & D ) 

voltados para o com bate de doenças com uns em países em  desenvo lv im ento , as chamadas 

doenças negligenciadas, com o as le ishm anioses e a doença de Chagas. C om o exem plo da 

carência em P & D  para as doenças negligenciadas, m edicam entos para o tratam ento das 

doenças trop ica is  fo ram  responsáveis p o r somente 0 ,5%  de todas as patentes farmacêuticas 

em todo o m undo entre os anos de 1975 e 1995 (M R A Z E K  &  M O S S IA L O S , 2003). Das 

1223 drogas licenciadas no  m undo  entre os anos de 1975 e 1996, m enos de 1% de todas as 

inovações terapêuticas (11 novas m oléculas e duas re fo rm u lações de m oléculas já  

conhecidas) fo ram  para doenças trop ica is  (M R A Z E K  &  M O S S IA L O S , 2003). A  

descoberta de novas m o lécu las b ioa tivas  para o tratam ento das im unopa to log ias  é tam bém  

de extrem a im portânc ia , considerando que as drogas atualm ente d ispon íve is  no mercado, 

além de apresentarem a lto  custo de tratam ento, possuem um a vasta gama de efeitos 

colaterais indesejáveis, que acabam p o r com prom eter a qua lidade de v id a  do paciente.

E m  re fe rênc ia  ao sem i-á rido  b ras ile iro , con fo rm e m encionado na In trodução, 

estima-se e x is tir  cerca de o ito  m il  espécies vegetais ( IN S T IT U T O S  D O  M IL Ê N IO /M C T , 

2002), ainda pouco estudadas do ponto  de v is ta  fa rm aco lóg ico . C onsiderando ainda a 

elevada taxa de degradação am bienta l nesta reg ião, tom a-se urgente o estudo da flo ra  do 

sem i-árido quanto á a tiv idade  farm acológica .
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Considerações éticas

Este p ro je to  fo i aprovado pe lo  C om itê  de É tica  em Pesquisa A n im a l do Centro de 

Pesquisas G onçalo M o n iz  da Fundação O sw aido C ruz (C E U A /C P q G M /F IO C R U Z ). As 

coletas dos vegetais fo ram  realizadas em  Áreas de Proteção A m b ie n ta l (A P A s ) do Estado 

da Bahia, sendo as mesmas autorizadas pe lo  C entro de Recursos A m b ie n ta is  do Estado da 

Bahia (C R A /B A ).

4.2 Coleta dos vegetais e obtenção dos extratos e frações

A s espécies vegetais endêm icas ou nativas do sem i-á rido  b ra s ile iro  fo ram  coletadas 

pela equipe de botân icos das diversas ins titu ições integrantes do In s titu to  do M ilê n io  do 

S e m i-Á rid o /M C T , coordenado pe la  P ro f .  D i^. A n a  M a ria  G iu lie tt i (U E FS ). O  m ateria l 

vegetal fo i p rev iam ente  desidratado e, após secagem, recebeu iden tificaçã o  botânica. 

Exsicatas das espécies fo ram  confeccionadas e depositadas no H erbá rio  da U n ivers idade 

Estadual de Fe ira  de Santana (H U E F S ). Sessenta e nove espécies vegetais pertencentes a 34 

fam ílias botânicas fo ram  estudadas. A  d is tribu ição  das espécies estudadas p o r fam ílias 

encontra-se ilus trada  na F igu ra  1.

Parte do m ate ria l vegeta l seco fo i enviada ao Labo ra tó rio  de Pesquisa de Produtos 

N aturais, da Faculdade de Farm ácia  da U F B A , coordenado pe la  P ro f .  Dr^. Juceni P. de L. 

D av id , ao Labo ra tó rio  de Estudo F ito q u ím ico  de Plantas M e d ic in a is  ou  Endêm icas do 

In s titu to  de Q u ím ica  da U F B A , coordenado pe lo  P ro f  D r. Jorge M a u ríc io  D a v id  e ao 

Labora tó rio  de Pesquisa em Q u ím ica  dos P rodutos N a tura is  da U F A L , coordenado pela
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P ro f.  D r“ . L ú c ia  M a ria  Conserva, responsáveis pe lo  preparo dos extratos vegetais e 

fracionam ento dos mesmos.

C om  o in tu ito  de e lim in a r a um idade absorvida, o m a te ria l fo i subm etido a uma 

nova desidratação p o r u m  período  de 24 horas à tem peratura de 40” C , em  estufa aerada. 

Cem gramas do m a te ria l seco fo ram  m oídas em  m o inho  (W ille y , T ecna l) e maceradas em 

m etanol p o r duas vezes consecutivas. O  extra to  m etanó lico  o b tid o  fo i concentrado através 

de evaporação em evaporador ro ta tó rio . E m  seguida, ad ic ionou-se água na proporção de 7:3 

metanol/água. O  extra to  h id ro a lco ó lico  fo i pa rtic ionado  in ic ia lm e n te  com  hexano para a 

obtenção do extra to  hexân ico  e posterio rm ente  fo i fe ita  um a extração com  c lo ro fó rm io , 

obtendo-se o extra to  c lo ro fó rm ico . O  m etano l do extrato h id ro a lco ó lico  resultante fo i 

evaporado e a solução aquosa ob tida  fo i pa rtic ionada u tilizando -se  acetato de etila , 

obtendo-se desta m aneira  o extra to  acetato de etila . Os extratos fo ram  encam inhados ao 

Labora tó rio  de Engenharia  T ec idua l e Im uno fa rm aco log ia  do C entro  de Pesquisas Gonçalo 

M o n iz , Fundação O sw aido  C ruz (L E T I/C P q G M /F IO C R U Z ), para  rea lização dos ensaios de 

ativ idade b io lóg ica . A  lis ta  dos extratos testados encontra-se na Tabe la  1.

D o is  extratos que apresentaram a tiv idade elevada nos ensaios realizados foram  

fracionados com  o o b je tivo  de se id e n tif ic a r frações que con tinham  o p r in c íp io  a tivo . Para o 

fracionam ento dos extratos, u tilizo u -se  a técnica de c rom a tog ra fia  em coluna. Nesta, a 

sílica  fo i u tiliza d a  com o fase só lida  e o solvente u tiliz a d o  teve a sua po la ridade alterada 

progressivam ente. A s  frações fo ram  coletadas, secas e encaminhadas ao 

L E T I/C P q G M /F IO C R U Z  para a realização dos ensaios.

Para este traba lho  fo ram  testados 200 extratos e frações extraídas de 69 espécies 

vegetais. Os extratos e frações fo ram  in ic ia lm en te  d isso lv idos em  d im e til su lfóx ido  

(D M S O ; S igm a C hem ica l Co., St. Lou is , M O , E U A ) e suas concentrações fo ram  ajustadas
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para 10 m g /m L . Os extratos e frações d isso lv idos fo ram  esterilizados com  a u tilização  de 

radiação gama (60.000 rad), e estocados a - 20° C. D o  to ta l de extratos analisados, 52%  

foram  preparados a p a rtir  de fo lhas dos vegetais, 28%  fo ram  preparados a p a rtir  de caule 

das respectivas espécies e 20%  a p a rtir  de partes aéreas.
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Figura 1 : Distribuição das espécies avaliadas por famílias.



4.3 Animais

Os cam undongos u tiliza d o s  para o desenvo lv im ento  deste trabalho foram  

provenientes do B io té r io  do C entro de Pesquisas G onçalo M o n iz , Fundação O sw aido Cruz. 

P referencia lm ente u tilizo u -se  cam undongos machos e fêmeas, com  idade aproxim ada de 

o ito  semanas, da linhagem  B A L B /c , sendo as linhagens C57B1/6, C B A  e Sw iss W ebster 

tam bém  utilizadas.

4.4 Avaliação da citotoxicidade

Para a determ inação da concentração a tóx ica  para cé lu las de m am ífe ros, os extratos 

e frações fo ram  avahados em  diferentes concentrações (0 ,1 , 0,01 e 0,001 m g /m L  e 

eventualmente a 0,05 e 0,005 m g /m L ). Para este ensaio, fo ram  u tilizadas  células de baço 

(6x l 0̂ /poço) de cam undongos isogênicos incubadas na presença das amostras e de tim id in a  

tritiada , durante 24 horas. Cada concentração das drogas fo i ava liada em tr ip lic a ta  em placa 

de 96 poços, em estufa ú m ida  a 37" C , com  5%  de C O 2. A  cu ltu ra  de célu las de baço fo i 

fe ita  em m eio  de cu ltu ra  D u lb e co ’ s M o d if ie d  Eagle M e d iu m  (D M E M ) com pleto 

(suplem entado com  soro b o v in o  fe ta l a 10%  e gentam ic ina  a 50 )^g/m l). A s  drogas foram  

d ilu ídas em m eio  de cu ltu ra  no d ia  da realização do experim ento . A  tim id in a  tr it ia d a  fo i 

adicionada de fo rm a  a ob te r um a concentração f in a l de 1 jxC i p o r poço.

Para este ensaio, do is con tro les fo ram  fe itos: um  con tro le  sem tra tam ento, no qual 

incubou-se somente célu las e t im id in a  tr itiada , e um  con tro le  de cé lu las tratadas com  

saponina (concentração f in a l de 0 ,05% ), substância com  reconhecida a tiv idade  c ito tóx ica . 

Após o período de incubação, as células fo ram  coletadas em um  f i l t r o  de f ib ra  de v id ro .
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utilizando-se um  co le to r de célu las (F ilte rm a te  196, Packard, M e riden , C T , E U A ). Os 

filtro s  fo ram  secos à tem peratura am biente durante 24 horas e, posterio rm ente , lidos  em 

contador de radiação beta (B e ta  C ounter, Packard, M e riden , C T , E U A ). O  percentual de 

c ito tox ic idade  fo i de tenn inado com parando-se os valores de radiação incorporados pelas 

células incubadas na presença dos extratos com  os va lores do con tro le  não tratado. A  

concentração dos extratos e frações u tiliza d a  para os ensaios posterio res fo i a m ais elevada 

que apresentasse um a tox ic idade  de até 30%.

4.5 Avaliação da atividade znti-Leishmania amazonensis

Para este ensaio fo ram  u tilizadas  fonnas prom astigotas de L eish m an ia  am azonensis  

obtidas de fase estacionária  de cu ltu ra  axênica em m e io  L IT  com p le to  enriquecido com  

soro bov ino  fe ta l a 10%  e gentam ic ina  a um a concentração f in a l de 50 /ig /m l. Os parasitos 

foram  incubados na presença dos extratos ou frações vegetais em p laca  de 96 poços. Foram  

plaqueados 5x10^ parasitos/poço em  vo lum e fin a l de 200 /ul, sendo cada substância 

avaliada em trip lica ta .

D o is  contro les fo ram  preparados: um  contro le  sem tra tam ento , consistindo da 

cu ltu ra  dos parasitos em m e io  de cu ltu ra  L IT  com ple to , e um  con tro le  de le ishm anias 

tratadas com  um a droga com  ativ idade le ishm an ic ida  conhecida, a an fo te ric ina  B  a 25 

|xg/m l. Os parasitos fo ram  incubados na presença das drogas durante 24 horas a 26° C. 

A pós esse período, ad ic ionou-se o M T T  (3 -(4 ,5 -D im e til- t ia zo l-2 y l)-2 ,5 -b ro m e to  d ife n il-  

te trazo lio ) e incubou-se novam ente a 26° C durante 2 horas, após as quais fo i fe ita  a le itu ra  

das absorbâncias em espectro fo tôm etro  (Spectra M a x  190, M o le c u la r D evices, Sunnyvale, 

C A , E U A ) no com prim en to  de onda de 570 nm . A  v ia b ilid a d e  dos parasitos fo i avaliada
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com  base no m etabo lism o do M T T , sendo a mesma p ropo rc ion a l ao v a lo r de absorbância 

obtido. Os percentuais de a tiv idade anti-Z. am azonensis  fo ram  d e fin ido s  comparando-se os 

valores das absorbâncias dos poços incubados com  as drogas e os va lores do contro le  não 

tratado.

4.6 Avaliação da atividade anti-r. cruzi

Form as epim astigotas do T. cru zi (cepa Y )  fo ram  obtidas de cu ltu ra  axênica em 

m eio  de cu ltu ra  L IT  com ple to . Os parasitos fo ram  plaqueados em  placas de 96 poços a lO ’  

parasitos/poço, em  um  vo lu m e  f in a l de 200 jul. Foram  rea lizados con tro les sem tratam ento, 

consistindo da cu ltu ra  dos parasitos em  m e io  de cu ltu ra  L IT  com p le to , e com  tratam ento 

com  um a droga com  a tiv idade  a n ti-Z  cru zi conhecida, a a n fo te ric ina  B  a 25 |ig /m l. Os 

parasitos fo ram  incubados durante 24 horas a 26° C em presença dos extratos ou fi-ações 

testados. A pós esse período, ad ic ionou-se o M T T  e incubou-se novam ente a 37° C  durante 

3 horas, um a vez que o m e tabo lism o desse sal pelos parasitos dem onstrou-se m ais intenso 

nesta temperatura. A  le itu ra  fo i fe ita  a 570 nm  em  espectro fo tôm etro  (Spectra M a x  190, 

M o le cu la r D evices). Os percentuais de a tiv idade a n ti- r .  cru zi fo ram  determ inados 

comparando-se os va lores das absorbâncias dos poços incubados com  as drogas e os 

valores do contro le  não tratado.

4.7 Avaliação da inibição da produção de óxido nítrico

C om  o o b je tivo  de ava lia r o e fe ito  dos extratos e fi-ações de vegetais quanto à 

in ib ição  da produção de ó x id o  n ítr ico , u tilizou -se  m acrófagos do exsudato peritonea l de
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camundongos in je tados, p o r v ia  in traperitonea l, com  tio g lic o la to  a 3%  em salina. A  

lavagem peritonea l, com  m e io  de cu ltu ra  D M E M  suplem entado com  50 |xg/m l de 

gentam icina, fo i fe ita  após um  período de 4-5 dias de in jeção do tio g lic o la to . A s  células do 

exsudato peritonea l fo ram  incubadas em placas de cu ltu ra  de 96 poços (2x10^ célu las/poço) 

po r um  período de 2 horas, em  estufa úm ida  a 37” C e 5%  de C O 2. A pós  este período, os 

poços fo ram  lavados com  m e io  D M E M  para rem oção das célu las não-aderentes. A s  células 

aderentes fo ram  estim uladas com  LPS (500 n g /m l) e IF N -7 (5 n g /m l), na presença ou não 

dos extratos ou frações, em  m e io  D M E M  com ple to . A pós  24 horas, 50 fã  do sobrenadante 

de cada poço fo ram  coletados e transferidos para placas de 96 poços para a avaliação da 

quantidade de n it r ito  através do m étodo de Griess (D IN G  e t a l, 1988).

A  reação de G riess fo i fe ita  adicionando-se aos 50 ^1 do sobrenadante/poço igua l 

vo lum e do reagente de G riess (solução de su lfan ilam ida  1% e d ih id ro c lo re to  n a ftile tile n o  

d iam ina - N E E D  - 0 ,1%  em H 3PO4 a 0,3 M ). A  le itu ra  das placas fo i fe ita  im ediatam ente 

em espectrofotôm etro, no com prim en to  de onda de 570 nm . A  porcentagem  de in ib içã o  da 

produção de ó x id o  n ítr ic o  de cada extra to  ou fração ava liado fo i de term inada com parando- 

se os resultados ob tidos com  os resultados dos sobrenadantes de cu ltu ras de células não 

tratadas com  drogas.

4.8 Avaliação da inibição da linfoproliferação

Para ava lia r a a tiv idade  in ib id o ra  da lin fo p ro life ra çã o  dos extratos e frações de 

vegetais, fo ram  u tilizadas célu las to ta is  de baço de cam undongos. A s  cé lu las (4 x l0 ^ /p o ço ) 

fo ram  cultivadas em placas de 96 poços, em m e io  D M E M  com p le to , na presença ou não 

dos extratos ou fi*ações e estim uladas com  o m itógeno concanava lina  A  (C on  A ; 1 ^g /m l;
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Sigm a C hem ica l Co., St. L o u is , M O , E U A ), le c tina  de o rig e m  vegeta l {C anavalia  

ensiform is) capaz de p rovoca r ativação p o lic lo n a l de lin fó c ito s . Cada substância fo i testada 

em trip lica ta .

A s células fo ram  incubadas durante 48 horas em estufa ú m id a  a 37° C  e 5%  de C O 2. 

Após este periodo , ad ic ionou-se tim id in a  tr it ia d a  (1 jtiC i/poço) e incubou-se  novam ente as 

células em estufa sob as mesmas condições, p o r irn i período de 12-18 horas. A s  células 

fo ram  então coletadas para quantificação da rad ioa tiv idade  beta, con fo rm e descrito 

anteriorm ente. A  m ed ida  da in ib içã o  da p ro life ração  ce lu la r fo i de term inada através da 

comparação da incorporação da tim id in a  em culturas de célu las estim uladas com  C on A  

somente ou em presença dos extratos e frações.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliação da atividade anti-Z. amazonensis de extratos de plantas do 

semi-árido brasileiro

A s a tiv idades anti-Z . am azonensis  de extratos de vegetais do sem i-á rido  b ras ile iro  

foram  agrupadas em  fa ixas de percentuais de a tiv idade, con fo rm e  pode ser observado na 

F igura  2. D os 174 extratos avaliados, 3 apresentaram valores igua is  ou  superiores a 90%, 

sendo estes ob tidos de espécies pertencentes às fam ília s  Portulacaceae (P ortu laca  

hirsutissim a  e P o rtu la ca  w erderm an n ii) e Lytraceae {C u phea sp )  (Tabelas 1 e 2). Os 171 

extratos restantes apresentaram ativ idade in fe r io r  a 34%  (F igu ra  2 e Tabelas).

37



38

Atividade anti-Leishmania amazonensis

Figura 2: Avaliação da atividade anti-L. amazonensis de extratos de plantas do semi- 

árido brasileiro. Prom astigotas de L eishm ania am azonensis  fo ram  incubados na presença 

ou ausência dos extratos durante 24 horas. A  v ia b ilid a d e  fo i m ensurada com  base no 

m etabolism o do M T T . Os resultados fo ram  agrupados em fa ixas percentuais de in ib içã o  do 

crescim ento in v itro  de L. am azon en sis  pelos 174 extratos testados.

C Pq G M 
R ih iin tfín a



5.2 Avaliação da atividade ünti-Trypanosoma cruzi de extratos de plantas 

do semi-árido brasileiro.

A s a tiv idades a n ti-Z  cru zi de extratos dos vegetais do sem i-á rido  b ras ile iro  foram  

distribuídas em fa ixas percentua is de a tiv idade, con fo rm e pode ser observado na fig u ra  3. 

Dos 174 extratos testados, ve rifico u -se  que 10 apresentaram a tiv idade  ig u a l ou superior a 

60%. Os 10 extratos de m a io r a tiv idade  fo ram  obtidos a p a r tir  de espécies pertencentes às 

fam ílias botânicas B ignon iaceae (M ansoa h irsu ta), Legum inosae (M im oso ideae) 

(A nadenanthera co lu brin a), Legum inosae (Papilono ideae) {C am ptosem a  coriaceum , 

C ratylia  m ollis), C onvo lvu laceae {Jacquem ontia  sp ^  e S terculiaceae {W altheria  

brach ypeta la ) (Tabelas 1 e 2). D os 164 extratos restantes, 29 apresentaram percentual de 

in ib ição  entre 30-60%  e 135 apresentaram a tiv idade igua l ou in fe r io r  a 30%  e (F igu ra  3 e 

Tabelas).
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Atividade anti-Trypanosoma cruzi

Figura 3: Avaliação da atividade a n ti-T ryp a n o so m a  c ru z i de extratos de vegetais do 

semi-árido brasileiro. Form as epim astigotas de T rypanosom a cru zi fo ram  incubadas na 

presença ou ausência dos extratos durante 24 horas. A  v ia b ilid a d e  fo i m ensurada com  base 

no m etabolism o do M T T . Os 174 extratos testados fo ram  agrupadas em fa ixas de 

percentuais de a tiv idade anti-Z . cruzi.



5.3 Avaliação da atividade inibidora da produção de óxido nítrico

Dos 174 extratos analisados, 16 apresentaram in ib içã o  da produção de óx ido  n ítr ico  

igua l ou superior a 70%  (F ig u ra  4). Estes extratos fo ram  ob tidos  a p a rtir  de vegetais 

pertencentes às fam ília s  botânicas Acanthaceae {A nisacanthus b resilien sis) , A lism ataceae 

{E chinodorus sp .) , Asteraceae {L ep idap loa  co to n ea ster  e vernon ia  cf. co to n ea ster  (W illd . 

ex Spreng.) Less.), Legum inoseae (M im oso ideae) {L eonotis n epetaefo lia , A ca c ia  riparia  e 

M im osa invisa), Legum inoseae (Papilono ideae) (D io c lea  g ra n d iflo ra  e C ra ty lia  m ollis), 

Euphorbiaceae {Jatroph a r ib ifo lia ), M alvaceae {G ossypiu m  sp .) , Passifloraceae {P assiflora  

cincinnata), Rubiaceae (T ocoyen a  fo rm o sa )  e Typhaceae {T ypha dom ingu en sis)  (Tabelas 1 

e 2). E m  re ferência  aos 158 extratos restantes, 23 apresentaram a tiv idade  entre 40 e 70%  e 

135 apresentaram a tiv idade  ig u a l ou  in fe r io r  a 40%  (F ig u ra  4  e Tabelas).
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Inibição da produção de óxido nítrico

□  40% de inibição da produção de NO.

□  40 a 70% de inibição da produção de NO.

□  70% de inibição da produção de NO.

Figura 4: Avaliação de extratos de vegetais do semi-árido brasileiro quanto à 

atividade inibidora da produção de óxido nítrico. M acró fagos do exsudato peritonea l de 

camundongos fo ram  estim ulados com  IF N -7 e LPS na presença ou  ausência dos 174 

extratos, durante 24 horas. A  produção de ó x id o  n ítr ico  fo i estim ada através da dosagem de 

n itr ito  pe lo  m étodo de Griess. Os resultados em percentuais fo ram  ob tidos  com  base nos 

valores do contro le  estim ulado e cu ltiva d o  na ausência de droga.



5.4 Avaliação da atividade inibidora da linfoproliferação

D os 174 extratos analisados quanto à a tiv idade in ib id o ra  da p ro life ração  de 

lin fó c ito s  ativados, 47 extra tos dem onstraram  a tiv idade in ib id o ra  da lin fo p ro life ra çã o  iguais 

ou superiores a 80%  (F ig u ra  5). Estes extratos são de espécies vegeta is pertencentes às 

fam ílias botânicas Acanthaceae {A nisacanthus b ra silien sis), A ra liaceae {A ralia  

w arm ingiana  K . S ch im i.), Asteraceae {L ep idap loa  co to n ea ster  e Vernonia cf. co ton easter), 

Bignoniaceae {Z eyheria  tu bercu losa), Boraginaceae {C ord ia  ru fescens  e C o rd ia  su perba), 

Legum inosae (M im oso ideae ) {A cacia  rip a ria  e M im osa  inv isa ), Legum inoseae 

(Papilonoideae) {D io c lea  gra n d iflo ra  e C ra ty lia  m o llis), C onvo lvu laceae {M errem ia  

aegyptia , Ipom oea  incarnata , Ipom oea  brasilian a  e Ipom oea  su b in can a), Euphorbiaceae 

{Jatropha m artiasii, P era  lean dri e Ja troph a  rib ifo lia ), Lytraceae {C u phea sp .) , M alvaceae 

{G ossypium  sp .) , M elastom ataceae {N aca iria  sp .) , M e liaceae {T rich ilia  h irta), 

Nymphaeaceae {N ym phaea am pla ), Passifloraceae {P assiflo ra  cin cin nata), Poaceae 

{A ristida sp .) , Polygalaceae {P o lyg a la  sp .), Portulacaceae {P ortu laca  w erderm annii), 

Ulm aceae {C eltis  sp. e Trem a m icran tha) e Verbenaceae {S tach ytarph eta  b ico lo r  e L ippia  

aln ifolia) (Tabelas 1 e 2). D os 127 extratos restantes, 46 apresentaram a tiv idade  in ib id o ra  

da lin fop ro life ra ção  entre 40  e 80%  e 81 apresentaram a tiv idade  ig u a l ou  in fe r io r  a 40%  

(F igura  5; Tabelas).
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Inibição da linfoproliferação

□  ^0%  de inibição da linfoproliferação.

Figura 5: Avaliação de extratos de vegetais do semi-árido brasileiro quanto à 

atividade inibidora da proliferação de linfócitos ativados. Célu las de baço de 

camundongos fo ram  estim uladas pe lo  m itógeno  concanavalina A  na presença ou ausência 

dos 174 extratos, durante 48 horas. A  in ib ição  da lin fo p ro life ra çã o  fo i determ inada com  

base nos valores de incorporação de t im id in a  p o r células estim uladas na ausência de droga.



5.5 Avaliação da atividade de frações da espécie Passiflora cincinnata.

C om o v is to  anteriorm ente , extratos da espécie P a ssiflo ra  cincinnata  apresentaram 

ativ idade im unom odu lado ra  elevada, tanto na in ib içã o  da produção de ó x id o  n ítr ico  quanto 

da lin fop ro life ra ção . A  p a rt ir  do extrato de toda a p lanta, obteve-se 20 frações que foram  

reavaliadas com  o in tu ito  de se id e n tif ic a r fração(ões) que contivesse(m ) a(s) substância(s) 

com  ativ idade im unom odu lado ra  presente nos extratos desta espécie vegeta l. Os resultados 

de in ib ição  da produção de ó x id o  n ítr ic o  demonstrados pelas frações do extra to  da espécie 

P. cincinnata  são apresentados na fig u ra  6, na qua l pode-se v e r if ic a r  que várias frações 

obtidas dem onstraram  a tiv idade  in ib id o ra  da produção de N O , sendo a fração 2 a de m a io r 

a tiv idade (60%  de in ib içã o ). Q uanto à a tiv idade in ib id o ra  da lin fo p ro life ra ç ã o  observou-se 

valores bastante elevados, com o pode ser v is to  na fig u ra  7. C inco  das 20 frações 

apresentaram a tiv idade  in ib id o ra  superio r a 80%.
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Figura 6: Avaliação de frações do extrato de Passiflora cincinnata quanto à atividade 

inibidora da produção de óxido nítrico. Foram  obtidas frações a p a r t ir  do extrato 

c lo ro fó rm ico  de toda a p lan ta  da espécie vegeta l P a ssiflo ra  cincinnata . M acró fagos do 

exsudato peritonea l de cam undongo fo ram  incubados na presença ou ausência das frações 

obtidas e estim ulados com  IF N -7 e LPS. A  produção de ó x id o  n ítr ic o  fo i determ inada pelo 

m étodo de Griess e os resultados em percentuais fo ram  ob tidos com  base nos valores do 

contro le  estim ulado e cu ltiva d o  na ausência de droga.
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Passiflora cincinnata

Figura 7: Avaliação da atividade inibidora da linfoproliferação de frações de extrato 

da espécie P a ssiflo ra  c in c in n a ta . O  extra to  c lo ro fó rm ico  de toda a p lan ta  fo i fracionado. 

Células de baço de cam undongos fo ram  estim uladas com  concanava lina  A  na presença ou 

ausência das frações, durante 48 horas. A s  cu lturas fo ram  então pulsadas com  tim id in a  

tr itiada  e incubadas durante 18 horas. A pós este período, fo i fe ita  a contagem  da radiação 

incorporada e a in ib içã o  da lin foproU feração fo i determ inada com  base nos valores de 

incorporação de t im id in a  p o r célu las estim uladas pe lo  m itógeno  na ausência de droga.



5.6 Avaliação da atividade de frações da espécie Nymphaea ampla.

A  espécie N. am pla  fo i um a das espécies cu jo  extra to  apresentou elevada ativ idade 

in ib id o ra  da lin fo p ro life ra çã o . Desse m odo, o extrato desta espécie tam bém  fo i fracionado. 

Os resultados de in ib içã o  da lin fo p ro life ra çã o  dem onstrados pelas frações dos extratos da 

N. am pla  são apresentados na fig u ra  8, onde pode ser observado que a fração 4 é a de m a io r 

a tiv idade (83% ), em bora outras frações tenham  apresentado a tiv idade  acim a de 50%.
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Nymphaea ampla

Figura 8. Avaliação da atividade inibidora da linfoproliferação de frações do extrato

de Nymphaea ampla. O extra to  c lo ro fó rm ico  de toda a p lan ta  da espécie N ym ph aea am pla  

fo i fracionado. Célu las de baço de cam undongo fo ram  estim uladas com  concanava lina  A  na 

presença ou ausência das frações obtidas, durante 48 horas. A s  cé lu las fo ram  novam ente 

incubadas, p o r um  período de 18 horas, após a adição de t im id in a  tr it ia d a  às culturas. A pós 

este período, fo i fe ita  a contagem  da radiação incorporada. A  in ib içã o  da lin foproU feração 

fo i determ inada com  base nos va lores de incorporação de t im id in a  p o r célu las estimuladas 

pelo m itógeno, na ausência de droga.
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Tabela 1: Identificações 
analisado.

botânicas, partes do vegetal utilizadas e tipo do extrato

w Extrato P.Usada Espécie
1 A F Acanthaceae Anisacanthus brasiliensis LINDAU
2 C 0 Acanthaceae Anisacanthus brasiliensis LINDAU
3 A 0 Acanthaceae Anisacanthus brasiliensis LINDAU
4 0 F Acanthaceae Anisacanthus brasiliensis LINDAU
5 C F Alismataceae Echinodorus sp.
6 A F Alismataceae Echinodorus sp.
7 C F Araceae Pistia stratiotes L.
8 A F Araceae Pistia stratiotes L.
9 A R Araliaceae Aralia warmingiana K.Schum.
10 C R Araliaceae Aralia warmingiana K.Schum.
11 A F Asteraceae Lepidaploa cotoneaster {\N\\\. Ex Spreng.) H. Rob.
12 C F Asteraceae Lepidaploa cotoneaster Ex Spreng.) H. Rob.
13 A F Asteraceae Vernonia cf. cotoneaster (W\Wó. ex Spreng.) Less.
14 A PA Asteraceae Vernonia cf. cotoneaster(W\M. ex Spreng.) Less.
15 C F Asteraceae Vernonia cf. cotoneasteri}N\\\ä. ex Spreng.) Less.
16 0 PA Asteraceae Vernonia cf cotoneaster{\N\M. ex Spreng.) Less.
17 C C Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa (Veil.) Bur.
18 A 0 Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa (Veil.) Bur.
19 C F Bignoniaceae Mansoa hirsuta DC
20 A F Bignoniaceae Mansoa hirsuta DC
21 C C Boraginaceae Cordia superba Cham.
22 A C Boraginaceae Cordia superba Cham.
23 0 PA Boraginaceae Cordia rufescens A. DC
24 A PA Boraginaceae Cordia rufescens A. DC
25 C C Caesalpiniaceae IHymenaea stigonocarpa Mart, ex Hayne
26 A C Caesalpiniaceae Hymenaea stigonocarpa Mart, ex Hayne
27 C F Caesalpiniaceae Hymenaea stigonocarpa Mart, ex Hayne
28 0 F Caesalpiniaceae Caesalpinia pyramidalis Mart.
29 A F Caesalpiniaceae Caesalpinia pyramidalis Mart.
30 0 C Caesalpiniaceae Caesalpinia pyramidalis Mart.
31 A C Caesalpiniaceae Caesalpinia pyramidalis Mart.
32 A R Caesalpiniaceae Chamaecrista brevicalyx (Benth) I.& B.
33 0 R Caesalpiniaceae Chamaecrista brevicalyx (Benth) I.& B.
34 A F Caesalpiniaceae Hymenaea stigonocarpa Mart, ex Hayne
35 A C Caesalpiniaceae Hymenaea stigonocarpa Mart, ex Hayne
36 C C Caesalpiniaceae Hymenaea stigonocarpa Mart, ex Hayne
37 0 C Caesalpiniaceae Senna obtusifoiia (1) Irwin & Barneby
38 A F Caesalpiniaceae Senna obtusifolia (1) Irwin & Barneby
39 0 F Caesalpiniaceae Senna obtusifolia (!) Irwin & Barneby
40 A C Caesalpiniaceae Senna obtusifolia (1) Irwin & Barneby
41 A G Caesalpiniaceae Senna acuruensis (Benth.) 1. & B. var. acuruensis
42 H *** Caesalpiniaceae Senna cearensis
43 A *** Caesalpiniaceae Senna cearensis

Extrato: A (acetato de etila), C (clorofórmio), H (hexano), M (metanol), SP (substância pura).
Parte Usada: F (folha), C (caule), R (ramos), PA (partes aéreas), G (galhos), C/R (caule/ramos),
FL (flores), T (talos).
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N» Extrato P.Usada i Família Esnilie
44 M *** Caesalpiniaceae Senna cearensis
45 C F Caesalpiniaceae Bauhinia pulchella Benth
46 A F Caesalpiniaceae Bauhinia pulchella Benth
47 C C Caesalpiniaceae Bauhinia pulchella Benth
48 A C Caesalpiniaceae Bauhinia pulchella Benth
49 C PA Convolvulaceae Jacquemontia sp.
50 A PA Convolvulaceae Jacquemontia sp.
51 C F Convolvulaceae Merremia aegyptia (L.) Urban
52 A F Convolvulaceae Merremia aegyptia (L.) Urban
53 C F Convolvulaceae Ipomoea incarnata Vahl. Choisy
54 A F Convolvulaceae Ipomoea incarnata Vahl. Choisy
55 C PA Convolvulaceae Ipomoea brasiliana (Choisy) Meissn.
56 A PA Convolvulaceae Ipomoea brasiliana (Choisy) Meissn.
57 C PA Convolvulaceae Ipomoea subincana (Choisy) Meisn
58 A PA Convolvulaceae Ipomoea subincana (Choisy) Meisn
59 SP F Erythroxylaceae Erythroxylum passerinum
60 C F Euphorbiaceae Jatropha martiasii
61 C C Euphorbiaceae Jatropha martiasii
62 A F Euphorbiaceae Jatropha martiasii
63 A C Euphorbiaceae Jatropha martiasii
64 C C Euphorbiaceae Croton sp.
65 A C Euphorbiaceae Croton sp.
66 C F Euphorbiaceae Croton sp.
67 A F Euphorbiaceae Croton sp.
68 C C Euphorbiaceae Pera leandri Baill
69 A C Euphorbiaceae Pera leandri Baill
70 C F Euphorbiaceae Jatropha ribifolia (PohI) Baill.
71 A F Euphorbiaceae Jatropha ribifolia (PohI) Baill.
72 C C Fabaceae Periandra mediterranea (Vell.)Taub.
73 C C Labiatae Platymiscium zehntneri Harms
74 A C Labiatae Platymiscium zehntneri Harms
75 C F Labiatae Hyptis martiusi Muell. Arq.
76 A F Labiatae Hyptis martiusi Muell. Arg.
77 C C Labiatae Hyptis martiusi Muell. Arg.
78 A C Labiatae Hyptis martiusi Muell. Arg.

79 C G Labiatae
Hyptis leptostachys Epling subsp. caatingae 

Harley

80 A G Labiatae
Hyptis leptostachys Epling subsp. caatingae 

Harley
81 C C/R Legum.-Mimosoideae Leonotis nepetaefolia
82 A C/R Legum.-Mimosoideae Leonotis nepetaefolia
83 C F Legum.-Mimosoideae Acacia riparia Kunth
84 A F Legum.-Mimosoideae Acacia riparia Kunth
85 C C Legum.-Mimosoideae Acacia riparia Kunth
86 A C Legum.-Mimosoideae Acacia riparia Kunth
87 C C Legum.-Mimosoideae Anadenanthera colubrina var. cebil

Extrato: A (acetato de etila), C (clorofórmio), H (hexano), M (metanol), SP (substância pura).
Parte Usada; F (folha), C (caule), R (ramos), PA (partes aéreas), G (galhos), C/R (caule/ramos),
FL (flores), T (talos).
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N» Extrato P^Usada i Família ...............E s i ie
88 A C Lequm.-Mimosoideae Anadenanthera colubrina var. cebil
89 C F Leflum.-Mimosoideae Anadenanthera colubrina var. cebil
90 A F Legum.-Mimosoideae Anadenanthera colubrina var. cebil
91 C C Legum.-Mimosoideae Mimosa invisa Mart, ex Colla
92 A C Legum.-Mimosoideae Mimosa invisa Mart, ex Colla
93 C C Lequm.-Mimosoideae Mimosa qemmulata Barneby-var. gemmulata
94 A c Legum.-Mimosoideae Mimosa gemmulata Barneby-var. gemmulata
95 C F Legum.-Papiionoideas Dioclea grandiflora
96 A F Lequm.-Papilonoideae Dioclea grandiflora
97 C F Legum.-Papilonoideae Camptosema coriaceum (Nees & Mart.) Benth.
98 A F Lequm.-Papilonoideae Camptosema coriaceum (Nees & Mart.) Benth.
99 C F Legum.-Papilonoideae Cratylia mollis Mart. Ex Benth
100 A F Lequm.-Papilonoideae Cratylia mollis Mart. Ex Benth
101 C PA Lytraceae Cuphea sp.
102 A PA Lytraceae Cuphea sp.
103 C F Malvaceae Gossypium sp.
104 A F Malvaceae Gossypium sp.
105 A c Melastomataceae Nacairia sp.
106 A F Melastomataceae Nacairia sp.
107 C F Meliaceae Trichilia hirta L.
108 A F Meliaceae Trichilia hirta L.
109 A F Nymphaeaceae Nymphaea ampla (Sallsb) DC.
110 C F Nymphaeaceae Nymphaea ampla (Salisb) DC.
111 C Toda a planta Nymphaeaceae Nymphaea ampla (Salisb) DC.
112 A F Passifloraceae Passiflora cincinnata Mart.
113 C F Passifloraceae Passiflora cincinnata Mart.
114 A c Passifloraceae Passiflora cincinnata Mart.
115 C c Passifloraceae Passiflora cincinnata Mart.
116 C FL Poaceae Aristida sp.
117 A FL Poaceae Aristida sp.
118 C F Poaceae Aristida sp.
119 A F Poaceae Aristida sp.
120 C c Poaceae Aristida sp.
121 A c Poaceae Aristida sp.
122 C R Poaceae Aristida sp.
123 A R Poaceae Aristida sp.
124 C F Polygalaceae Bredemeyera sp.
125 A F Polygalaceae Bredemeyera sp.
126 C F Polygalaceae Polygala sp.
127 A F Polygalaceae Polygala sp.
128 A F Pontederiaceae Eichhornia crassipes Benth.
129 C F Pontederiaceae Eichhornia crassipes Benth.
130 C F Pontederiaceae Eichhornia paniculata L.
131 A F Pontederiaceae Eichhornia paniculata L.
132 C PA Portulacaceae Portulaca hirsutissima DC.
133 A PA Portulacaceae Portulaca werdermannii

Extrato; A (acetato de etila), C (clorofórmio), H (hexano), M (metanol), SP (substância pura).
Parte Usada; F (folha), C (caule), R (ramos), PA (partes aéreas), G (galhos), C/R (caule/ramos),
FL (flores), T (talos).
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N" Extrato P.Usada Família E s i^ e
134 C PA Portulacaceae Portulaca werdermannii
135 A F Rhamnaceae Ziziphus joazeiro Mart.
136 C F Rhamnaceae Ziziphus joazeiro Mart.
137 C F Rubiaceae Tocoyena formosa (Cham. & Schul.) K. Schum
138 A F Rubiaceae Tocoyena formosa (Cham. & Schul.) K. Schum
139 C PA Rubiaceae Mitracarpus sp.
140 A PA Rubiaceae Mitracarpus sp.
141 A F Rutaceae Esenbeckia grandiflora St. Hil.
142 C F Rutaceae Esenbeckia grandiflora St. Hil.
143 A F Rutaceae Galipea simplicifolia (NEES & MART) Engl
144 C F Rutaceae Galipea simplicifolia (NEES & MART) Engl
145 A F Rutaceae Pilocarpus spicatus A. St. Hil.
146 A G Rutaceae Pilocarpus spicatus A. St. Hil.
147 C F Rutaceae Pilocarpus spicatus A. St. Hil.
148 C G Rutaceae Pilocarpus spicatus A. St. Hil.
149 H *** Solanaceae Solanum crinitum Lam.
150 C F Sterculiaceae Helicteres sp.
151 A F Sterculiaceae Helicteres sp.
152 C C Sterculiaceae Helicteres sp.
153 A C Sterculiaceae Helicteres sp.
154 C F Sterculiaceae Waltheria brachypetala Turcz.
155 A F Sterculiaceae Waltheria brachypetala Turcz.
156 C T Sterculiaceae Waltheria brachypetala Turcz.
157 A T Sterculiaceae Waltheria brachypetala Turcz.
158 C F Sterculiaceae Melochia sp.
159 A F Sterculiaceae Melochia sp.
160 A F Sterculiaceae Guazuma ulmifolia Lam.
161 C F Sterculiaceae Guazuma ulmifolia Lam.
162 C C Typhaceae Typha dominguensis Pers.
163 A C Typhaceae Typha dominguensis Pers.
164 C F Typhaceae Typha dominguensis Pers.
165 A F Typhaceae Typha dominguensis Pers.
166 C F Ulmaceae Celtis sp.
167 A F Ulmaceae Celtis sp.
168 C F Ulmaceae Trema micrantha Blume
169 C PA Verbenaceae Stachytarpheta bicolor Hook f.
170 A PA Verbenaceae Stachytarpheta bicolor Hook f.
171 A C Verbenaceae Lippia alnifolia \Nawra
172 C C Verbenaceae Lippia alnifolia Wawra
173 A F Verbenaceae Lippia alnifolia Wawra
174 C F Verbenaceae Lippia alnifolia Wawra

Extrato: A (acetato de etila), C (clorofórmio), H (hexano), M (metanol), SP (substância pura).
Parte Usada: F (folha), C (caule), R (ramos), PA (partes aéreas), G (galhos), C/R (caule/ramos),
FL (flores), T (talos).
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Tabela 2: Resultados dos ensaios de imunomodulação e atividade antiparasitária dos 

extratos testados.

N» ÜHOftTlLI % Inib. NO % Inib. Linfo. %TrMinocida % Leishmanicida
1 0,01 56,61 69,98 NA NA
2 0,005 75,26 24,96 NA NA
3 0,05 NA 92,06 NA NA
4 0,01 5,87 61,43 NA NA
5 0,005 NA 63,29 NA NA
6 0,05 NA 78,14 NA NA
7 0,01 30,20 NA 5,31 NA
8 0,01 11,33 NA 23,89 NA
9 0,01 22,31 90,34 NA NA
10 0,01 24,98 67,79 NA NA
11 0,1 29,90 99,04 NA NA
12 0,1 72,92 99,65 NA 31,88
13 0,1 65,64 98,49 NA NA
14 0,05 NA 96,35 NA NA
15 0,001 8,72 NA NA NA
16 0.1 90,24 99,98 NA 6,92
17 0,01 4,49 91,50 50,45 8,88
18 0,01 16,39 55,53 7,66 17,76
19 0,001 5,82 20,55 65,02 2,80
20 0,001 NA 0,53 66,37 4,20
21 0,005 NA 63,23 NA NA
22 0,05 NA 89,99 NA NA
23 0,01 9,62 99,34 NA NA
24 0,01 1,93 42,25 NA NA
25 0,01 29,83 4,33 8,96 NA
26 0,01 NA 20,87 NA NA
27 0,005 NA 64,53 NA NA
28 0,01 NA NA NA NA
29 0,01 2,83 NA NA NA
30 0,01 9,70 NA 10,62 NA
31 0,01 6,47 NA 12,39 NA
32 0,01 17,60 46,23 NA NA
33 0,01 7,87 90,83 NA NA
34 0,01 NA 4,56 NA NA
35 0,01 7,93 4,15 NA NA
36 0,01 15,10 NA 27,43 NA
37 0,01 9,07 96,20 NA NA
38 0,01 NA 41,54 NA NA
39 0,01 6,27 45,33 NA NA
40 0,01 NA 94,32 NA NA
41 0,01 NA 10,41 NA NA
42 0,01 22,22 43,74 56,33 11,14

NA (não apresenta).
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N' % Inib. NO % Inib. Linfo. % T ri»« |^ d a % Leishmanicida
43 0,01 NA 36,85 54,63 11,14
44 0,01 NA 24,16 52,55 6,29
45 0,01 40,24 5,55 68,47 NA
46 0,01 0,74 9,90 59,46 4,63
47 0,1 100,00 99,92 7,21 33,20
48 0,01 NA 8,25 31,95 NA
49 0,01 27,57 35,24 78,83 15,83
50 0,01 4,92 52,99 52,25 16,99
51 0,01 9,62 99,77 NA NA
52 0,1 12,62 99,89 NA NA
53 0,01 6,63 98,75 20,48 NA
54 0,1 11,76 97,70 NA NA
55 0,1 69,13 99,46 NA NA
56 0,01 8,88 46,64 NA 10,14
57 0,01 12,66 NA NA 10,22
58 0,1 42,47 98,33 NA NA
59 0,1 15,49 36,96 21,39 5,88
60 0,01 22,41 99,13 NA NA
61 0,01 59,81 61,96 NA NA
62 0,005 NA 3,29 NA NA
63 0,01 NA NA NA NA
64 0,01 19,25 NA NA NA
65 0,01 8,31 2,11 NA NA
66 0,001 NA NA NA NA
67 0,01 7,55 NA NA NA
68 0,01 0,64 53,26 NA 12,74
69 0,1 16,46 99,85 5,86 NA
70 0,01 13,72 65,77 NA NA
71 0,1 83,01 97,92 NA 11,76
72 0,001 1,25 51,25 NA NA
73 0,1 48,33 99,57 NA NA
74 0,1 22,37 97,43 NA NA
75 0,001 13,33 36,29 53,50 10,86
76 0,001 13,33 2,47 55,39 11,43
77 0,001 8,89 1,74 59,74 7,71
78 0,001 NA NA 45,75 NA
79 0,001 8,89 18,84 49,34 NA
80 0,01 2,22 32,06 51,42 4,00
81 0,01 31,01 43,35 52,91 0,70
82 0,1 100,00 67,31 37,67 NA
83 0,01 65,57 NA 44,59 8,11
84 0,1 83,46 98,80 12,61 NA
85 0,01 11,11 83,62 44,99 12,86
86 0,01 0,00 16,45 49,53 NA
87 0,01 40,70 20,71 64,41 10,81

NA (não apresenta).
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N» l l ^ L l % Inib. NO % Inib. Linfo. % TrMBCWtda % Leishmanicida
88 0,01 5,50 53,95 5,22 14,31
89 0,001 24,22 28,11 50,90 11,97
90 0,01 41,67 60,32 62,61 9,65
91 0,1 80,85 99,88 NA 0,79
92 0,01 0,74 9,79 36,49 3,47
93 0,01 64,44 57,37 NA NA
94 0,001 NA NA NA NA
95 0,001 64,44 12,40 30,04 23,08
96 0,1 100,00 90,85 NA NA
97 0,001 7,45 8,13 76,58 13,51
98 0,1 68,55 60,10 61,71 10,04
99 0,001 47,48 31,69 61,88 NA
100 0,1 100,00 80,00 21,08 NA
101 0,01 NA NA NA 97,10
102 0,1 NA 96,03 NA NA
103 0,1 81,22 99,95 NA NA
104 0,1 33,60 38,17 NA NA
105 0,1 NA 96,57 NA NA
106 0,1 NA 95,40 NA NA
107 0,01 NA 40,41 NA NA
108 0,1 30,40 95,27 NA NA
109 0,01 NA 99,86 NA NA
110 0,01 2,43 NA NA NA
111 0,1 40,09 98,27 NA NA
112 0,01 NA 56,19 NA NA
113 0,005 89,67 99,87 NA NA
114 0,01 19,21 72,36 NA NA
115 0,01 70,49 NA NA NA
116 0,001 13,33 30,33 27,03 10,00
117 0,001 4,44 24,74 26,28 3,71
118 0,01 4,44 65,12 28,36 16,57
119 0,01 NA 81,28 28,17 11,71
120 0,001 22,22 29,64 26,65 4,00
121 0,01 4,44 31,73 29,87 10,86
122 0,001 NA 20,97 24,01 8,00
123 0,001 NA 14,00 9,64 NA
124 0,001 3,64 70,69 4,29 NA
125 0,01 2,78 58,22 NA NA
126 0,01 7,91 90,60 11,90 NA
127 0,01 2,35 47,91 NA NA
128 0,01 22,41 38,81 NA NA
129 0,005 NA 77,84 NA NA
130 0,01 NA NA NA NA
131 0,1 7,91 76,15 11,90 NA
132 0,01 1,97 32,94 NA 95,65

NA (não apresenta).
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N» IntfmLl %lnibrNO 1 % Inib. Linfo. % TrifMnocida % Leistimanicida
133 0,01 NA 49,29 NA NA
134 0,1 16.28 98,51 NA 92,75
135 0,01 53.33 8,87 15,69 7,71
136 0,01 37,78 70,50 3,59 NA
137 0,001 45,54 16,46 43,50 9,09
138 0,1 100,00 55,28 46,64 NA
139 0,001 NA 10,51 NA NA
140 0,01 NA 52,58 NA NA
141 0,01 51,98 14,19 NA NA
142 0,001 7,36 NA NA NA
143 0,1 10,90 78,42 12,38 NA
144 0,005 70,46 NA NA NA
145 0,01 57,32 17,22 NA NA
146 0,001 3,19 39,55 NA NA
147 0,005 NA NA NA NA
148 0,005 NA 61,47 NA NA
149 0,001 NA NA 29,49 NA
150 0,001 NA NA 20,35 NA
151 0,01 11,03 1,09 NA NA
152 0,001 15,11 NA NA NA
153 0,01 8,58 17,16 NA 11,32
154 0,001 16,39 31,21 62,61 23,94
155 0,01 24,22 19,89 31,08 17,76
156 0,001 10,66 32,30 48,65 9,27
157 0,01 2,22 29,49 54,06 NA
158 0,001 2,91 33,29 55,86 28,19
159 0,01 44,57 43,70 43,95 NA
160 0,01 0.00 70,41 16,26 NA
161 0,001 NA 0,59 28,54 NA
162 0,005 84,87 36,89 NA NA
163 0,005 NA 76,38 NA NA
164 0,01 66,22 69,72 NA NA
165 0,005 NA 51,07 NA NA
166 0,01 NA 99,97 5,31 NA
167 0,01 3,64 NA NA NA
168 0,01 40,36 99,18 34,52 NA
169 0,01 3,64 92,58 NA NA
170 0,1 12,19 98,41 NA NA
171 0,1 43,59 98,76 NA NA
172 0,01 33,27 28,08 NA NA
173 0.1 29,77 48,96 NA NA
174 0,01 30,67 97,78 NA NA

NA (não apresenta).



O presente trabalho é o primeiro estudo farmacológico da flora da região do semi- 

árido brasileiro realizado de forma sistematizada e direcionado para o potencial anti- 

parasitário e imunomodulador de um grande número de espécies endêmicas ou nativas. 

Destaca-se também o fato de que a equipe envolvida é composta por profissionais das áreas 

de botânica, química, imunologia e farmacologia, um grupo multidisciplinar, aspecto 

fundamental para o estudo farmacológico de vegetais.

Para o estudo, foram obtidos basicamente extratos clorofórmico e acetato de etila 

dos vegetais. Não foi possível observar predominância de atividades de extratos de um dos 

solventes, uma vez que estes apresentaram-se ativos em proporções semelhantes. Dos 

extratos ativos analisados, 45% foram extratos acetato de etila e 52% foram extratos 

clorofórmicos. Quanto aos extratos ativos, observou-se que 25% dos extratos apresentaram 

atividade imunomoduladora (inibição da produção de NO e da linfoproliferação). Dezesseis 

extratos (9%) apresentaram atividade inibidora da produção de óxido nítrico igual ou 

superior a 70% e 47 extratos (27%) apresentaram atividade inibidora da linfoproliferação 

igual ou superior a 80%.

Do total de amostras anaUsadas e em referência à imunomodulação, 55 

apresentaram elevados valores para pelo menos uma das atividades (inibição da produção 

de NO ou inibição da linfoproliferação) e 10 destes 55 apresentaram elevados valores para 

ambas as atividades (>70% para inibição da produção de NO e ^0% para inibição da 

linfoproliferação).

No caso específico da linfoproliferação, pode-se questionar o elevado número de 

extratos e firações ativas. Deve-se considerar que existe a possibilidade de uma ação

58

6 DISCUSSÃO



inespecífica de substâncias presentes no extrato ou fração, tendo em vista que algumas 

moléculas podem estar agindo de forma a impedir que o mitógeno utilizado (concanavalina 

A) ligue-se às moléculas que levariam à estimulação dos linfócitos, e não por um 

mecanismo direto de inibição de ativação linfocitária. Para confirmar o efeito supressor, as 

frações e os extratos serão submetidos a ensaios de linfoproliferação por estimulação com 

antígeno e de reações mistas linfocitárias, nos quais poderá ser observada a existência ou 

não da atividade em questão.

Quanto à atividade inibidora do crescimento dos parasitos Trypanosoma cruzi e 

Leishmania amazonensis, 10 extratos apresentaram-se ativos contra o T. cruzi e somente 3 

extratos mostraram-se ativos contra a L. amazonensis, em percentuais iguais ou superiores a 

60%. Pode-se associar a reduzida quantidade de extratos ativos à dificuldade existente na 

descoberta de moléculas que interferem especificamente no metabolismo desses parasitos 

de forma a induzi-los à morte. Os extratos ativos serão submetidos a ensaios com outras 

formas parasitárias (amastigotas de L. amazonensis e tripomastigota de T. cruzi) e também 

com outras espécies de Leishmania e cepas de T. cruzi, no intuito de se avaliar a amplitude 

de sua ação nesses parasitos. Os extratos ativos serão fracionados com o objetivo de 

identificar a(s) substância(s) ativa(s).

Considerando as quatro atividades analisadas (inibição da produção de NO, inibição 

da linfoproliferação, atividade anti-Z. cruzi e anti-Z. amazonensis), pode-se destacar 

algumas famílias das quais identificou-se espécies com exfratos ativos. Das famílias 

avaliadas, a Caesalpiniaceae e a Papilonoideae apresentaram espécies com exfratos ativos 

para as quatro atividades investigadas. Espécies das famílias Asteraceae, Fabaceae e 

Mimosaceae apresentam extratos ativos para três das atividades analisadas. É possível 

ainda verificar que extratos de espécies das famílias Acanthaceae, Euphorbiaceae,
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Malvaceae, Passifloraceae, Convolvulaceae, Lytraceae, Malvaceae, Portulacaceae e 

Sterculiaceae são ativos para pelo menos duas das atividades investigadas. No que consta 

na base de dados analisada (PUBMED-http://www.nlm.nih.gov), nenhuma das espécies 

estudadas são objeto de relatos na hteratura de utilização em medicina popular relacionada 

com as atividades analisadas no presente trabalho.
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Tabela 3: Apresentação dos resultados obtidos com as espécies estudadas neste 

trabalho e informações disponíveis na literatura acerca de atividade biológica para 

espécies da família.

Família Espécie Efeito observado
Asteraceae Lepidaploa cotoneaster

Vernonia cinerea

Vernonia kotschyana 
Solidago chilensis 
Solidago chilensis

Atividade inibidora da 
linfoproHferação'
Atividade analgésica, antipirética e 
antiinflamatória^
Atividade imunomoduladora  ̂
Atividade gastroprotetora"̂  
Atividade antiinflamatória, 
espasmolítica e diurética^

Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa

Mansoa hirsuta 
Tabebuia
Tabebuia avellanedae

Atividade inibidora da 
linfoproliferação  ̂e 
Atividade anti-r. cruzi' 
Atividade anti-r. cruzi.  ̂
Atividade anti-J! cruzi^ 
Atividade antinociceptiva e 
antiedematogênica^

Boraginaceae Cordia superba

Cordia rufescens

Cordia myxa 
Cordia curassavica 
Cordia verbenaceae 
Cordia francisci

Cordia serratifolia

Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade inibidora da 
linfoproliferação’
Atividade antiinflamatória* 
Atividade antiedematogênica  ̂
Atividade antiiflamatória*® 
Atividade analgésia e 
antiinflamatória’ ’
Atividade analgésia e 
antiinflamatória”

Caesalpiniaceae Hymenaea stigonocarpa

Chamaecrista brevicalyx

Senna obtusifolia

Senna cearensis 
Bauhinia pulchella

Bauhinia teratopotensis 
Bauhinia variegata 
Bauhinia racemosa

Atividade inibidora da 
linfoproliferação ’
Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade anti-£. amazonensis^ 
Atividade inibidora da 
linfoproliferação', 
inibidora da produção de NO'; 
Atividade anti L. amazonensis^ 
Atividade antiinflamatória''* 
Atividade antiinflamatória'  ̂
Atividade antiulcerogênica'^
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Euphorbiaceae Jatropha martiasii 

Jatropha ribifolia 

Pera leandri

Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade inibidora da 
linfoproliferação' e 
inibidora da produção de NO' 
Atividade inibidora da 
linfoproliferação'

Leg. Papilonoideae Camptosema coriaceum 

Cratylia mollis

Platymiscium zehntneri 

Dioclea grandiflora

Atividade anti-r. cruzi^ e inibidora 
da produção de NO'
Atividade anti-T. cruzi^, atividade 
inibidora da linfoproliferação e 
inibidora da produção de NO' 
Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade inibidora da produção de 
NO e inibidora da linfoproIiferacao'; 
Atividade anti-r. cruzi^

Mimosaceae Acacia riparia

Anadenanthera colubrina 
Mimosa invisa

Leucaena leucocephala

Atividade anti-r. cru zi\ atividade 
inibidora da produção de NO e 
inibidora da linfoproliferação' 
Atividade anti-r. cruzi^
Atividade inibidora da produção de 
NO e inibidora da linfoproliferação' 
Atividade antiinflamatória'^

Nymphaeaceae Nymphaea ampla 

Nuphar pumilum

Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade imunossupressora''*

Passifloraceae Passiflora cincinnata 

Passiflora incarnata

Atividade inibidora da 
linfoproliferação' e 
inibidora da produção de NO' 
Atividade anti-asmática'^

Rutaceae Galipea simplicifolia

Citrus limon

1 _______ _________________ __  -  ^  ^  ^

Atividade inibidora da 
linfoproliferação'
Atividade inibidora da produção de 
NO'^

_ ' " ■ - . "  ̂. T- ---------

HIRSCHMANN et a l ,  2002 ;̂ SANTOS et a l, 2001 -̂ CHIARI et a l ,  1991 ;̂ PINTO et a l,
2000 ̂  DE MIRANDA et al., 2 0 0 f; AL-AWADI et a l ,  2001*; BAYEUX et a l ,  2002 ;̂

SERTIÉ et a l,  1990'”; FICARRA et a l ,  1995"; OLIVA et a l , 2000'^; DHAWAN et 
a/.,2003' ;̂ SOSA et a l , 2002'^; YADAVA & REDDY, 2003'^; AKHTAR & AHMAD,

1995'®; MIYAKE e ta l ,  199917



Extratos acetato de etila e clorofórmico de folhas da espécie Lepidaploa cotoneaster 

(Asteraceae) apresentaram atividade inibidora da linfoproliferação de 99%. Extrato da 

espécie Lepidaploa cotoneaster (Asteraceae), antigamente denominada Vernonia 

condensata, foi também analisado. O extrato clorofórmico das partes aéreas demonstrou 

atividade inibidora da linfoproliferação, em valor muito próximo ao extrato clorofórmico de 

folhas, obtido de um outro indivíduo identificado como Lepidaploa cotoneaster. Estes 

resultados confirmam uma tendência já documentada à biossíntese de substâncias 

imunomoduladoras por espécies da referida família: na espécie Vernonia cinerea observou- 

se propriedades analgésica, antipirética e antiinflamatória (IWALEWA et al., 2003); na 

Vernonia condensata, verificou-se efeito analgésico e antiulcerogênico (FRUTUOSO et al.,

1994) e na Vernonia kotschyana, demonstrou-se atividade imunomoduladora (NERGARD 

et al., 2004). A solidagenona, diterpeno labdano extraído da Solidago chilensis Meyen, 

apresenta efeito gastroprotetor em modelo de lesão induzida em camundongos 

(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2002). O extrato da espécie Solidago gigantea 

apresenta elevada atividade antiinflamatória, espasmolítica e diurética (LEUSCHNER,

1995).

O extrato clorofórmico do caule da espécie Zeyheria tuberculosa, da família 

Bignoniaceae, apresentou 91% de atividade inibidora da linfoproliferação e 50% de 

atividade inibidora do crescimento do parasita T. cruzi. Analisou-se também o extrato 

clorofórmico e acetato de etila das folhas de outra espécie desta família, a Mansoa hirsuta, 

e verificou-se atividade inibidora do crescimento do T. cruzi em tomo de 65%. De acordo 

com a literatura, as naftoquinonas, substâncias produzidas por espécies do gênero 

Tabebuia, pertencente a esta mesma família, são ativas contra o T. cruzi (SANTOS et a l, 

2001; PINTO et a l, 2000; CHIARI et a l ,  1991). Extratos de cascas da espécie Tabebuia
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avellanedae apresentam atividade antinociceptiva e antiedematogênica (DE MIRANDA et 

a l, 2001). Em conjunto, estes resultados indicam que diferentes espécies da família 

possuem atividades imunomoduladora e antiparasitária.

Em referência à família Boraginaceae, verificou-se atividade inibidora da 

linfoproliferação para extratos das espécies Cordia superba e Cordia rufescens. Já foram 

anteriormente relatadas atividades imunomoduladoras para espécies do gênero e o extrato 

da espécie Cordia myxa apresentou atividade antiinflamatória em modelo de colite induzida 

em ratos (AL-AWADI et a l , 2001). A artemetina, substância extraída da Cordia 

curassavica, apresenta atividade antiedematogênica (BAYEUX et a l , 2002). Para a espécie 

Cordia verbenaceae, verificou-se atividade antiinflamatória oral e tópica (SERTIÉ et a l,  

1991). Também foram verificadas atividades analgésica e antiinflamatória para extratos das 

folhas das espécies Cordia francisci e Cordia serratifolia (FICARRA et a l ,  1995).

Da família Mimosaceae, a espécie Acacia riparia teve seus extratos de folhas e 

caule testados. O extrato clorofórmico das folhas apresentou atividade inibidora do 

crescimento de T. cruzi. Já o extrato acetato de etila apresentou elevada atividade 

imunomoduladora. O extrato clorofórmico e acetato de etila do caule apresentaram 

atividade inibidora da produção de NO e atividade inibidora do crescimento de T. cruzL Da 

espécie Anadenanthera colubrina, os extratos de caule e folha analisados apresentaram 

atividade inibidora do crescimento do T. cruzi. O extrato clorofórmico da espécie Mimosa 

invisa apresentou elevadas atividades inibidoras da produção de NO e da linfoproliferação. 

OLIVA et a l (2000) isolaram da Leucaena leucocephala, espécie da família Mimosaceae, 

uma substância que apresenta atividade antiinflamatória.

Um representante da família Leguminosae (Papilonoideae), a espécie Camptosema 

coriaceum apresentou extratos com atividade inibidora do crescimento do T. cruzi e
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também atividade inibidora da produção de NO. Outra espécie, a Cratylia mollis, teve 

extratos com atividade inibidora do crescimento do T. cruzi e atividade imunomoduladora. 

Os extratos da espécie Platymiscium zehntneri apresentaram elevadas atividades inibidoras 

da linfoproliferação. A análise do extrato de folhas da espécie Dioclea grandiflora 

demonstrou também atividades imunomoduladoras e antiparasitária contra o T. cruzi (100% 

de atividade inibidora da produção de NO e 90% de atividade inibidora da 

linfoproliferação). Em conjunto, estes resultados ressaltam o potencial bioativo de 

moléculas sintetizadas por espécies dessa família.

As espécies da família Euphorbiaceae investigadas, Jatropha martiasii, Jatropha 

ribifolia e Pera leandri, apresentaram acentuadas atividades imunomoduladoras. Apesar de 

terem sido descritas atividades antiparasitárias para espécies dessa família, esta atividade 

não foi detectada neste estudo. Em contrapartida, não há relatos na hteratura para atividade 

imunomoduladora de espécies deste táxon.

Da família Passifloraceae, a espécie Passiflora cincinnata apresentou extratos e 

frações com elevada atividade imunomoduladora. É bastante comum na literatura o relato 

de substâncias puras extraídas de espécies pertencentes a esta família (DHAWAN et a l,

2001 a,b,c). Um relato recente demonstrou atividade antiasmática do extrato de folhas da 

espécie Passiflora incarnata (DHAWAN et a l,  2003).

A família Nymphaeaceae, representada pela espécie Nymphaea ampla, teve o 

extrato clorofórmico de toda a planta e também frações desse extrato analisados. Tanto o 

extrato quanto fi-ações demonstraram atividade inibidora da linfoproliferação. Apesar de 

poucos estudos relacionados à atividade biológica, existe na literatura a referência de 

atividade imunossupressora para substâncias isoladas da espécie Nuphar pumilum, 

pertencente a esta família (YAMAHARA et al, 1996).
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Quanto à família Rutaceae, estudou-se a espécie Galipea simplicifolia, que 

apresentou atividade inibidora da linfoproliferação. Esta família é bastante estudada e 

relatada na literatura como sintetizadora de substâncias bioativas (WAGNER, 1977; ITO et 

al, 1999) existindo relato de atividade de cumarinas isoladas da espécie Citrus limon 

inibindo a produção de óxido nítrico (MIYAKE et al., 1999).

Quanto à família Caesalpiniaceae, avaliou-se o potencial bioativo das espécies 

Hymenaea stigonocarpa, Chamaecrista brevicalyx, Senna obtusifolia e Bauhinia pulchella, 

verificando-se atividade imunomoduladora para extratos das mesmas. Para o gênero 

Bauhinia, existe uma série de relatos de atividade farmacológica, podendo ser citada a 

atividade antiinflamatória do extrato da espécie Bauhinia terapotensis (SOSA et al., 2002) 

e também do flavonóide isolado das raízes da espécie B. variegata (YADAVA & REDDY, 

2003). Para o extrato metanólico da espécie Bauhinia racemosa, constatou-se a atividade 

antiulcerogênica (AKHTAR & AHMAD, 1995). Outras espécies desta família 

apresentaram atividades relacionadas à imunomodulação. As espécies Senna cearensis e a 

Bauhinia pulchella demonstraram atividade inibidora do crescimento do T. cruzi e da L. 

amazonensis.

Para realização dos ensaios, padronizou-se metodologias que oferecessem 

sensibilidade para avaliação das atividades e que fossem de fácil e rápida aplicação devido, 

sobretudo, à quantidade de amostras avaliadas.

O ensaio de citotoxicidade foi padronizado com base na viabilidade das células de 

baço após incubação com as drogas, estabelecida a partir da incorporação do nucleosídeo 

timidina tritiada e posterior contagem da radiação. Para a validação dessa técnica, 

comparou-se resultados obtidos por essa metodologia com resultados obtidos a partir das 

técnicas de contagem das células com azul de trypan e análise por citometria de fluxo
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(marcação com iodeto de propídio). Com a comparação dos resultados, verificou-se que a 

sensibilidade do método pela incorporação da timidina e do iodeto de propídio foram as 

mais elevadas. Pela facilidade de utilização (placas de 96 poços), optou-se pelo ensaio de 

incorporação da ^H-timidina.

Os ensaios de atividade antiparasitária foram realizados com base no metabolismo 

do MTT pelas enzimas mitocondriais dos parasitas para detecção de viabilidade. Esta 

metodologia, já descrita pela literatura (ABE & MATSUKI, 2000; MOSMANN, 1983), 

oferece rapidez na realização dos ensaios, sendo vantajoso dada a quantidade de amostras 

analisadas. As formas dos parasitas utilizadas inicialmente foram epimastigotas de T. cruzi 

e promastigotas de L. amazonensis, devido à facilidade de crescimento e obtenção das 

mesmas. Alguns extratos apresentavam coloração, fato que pode interferir na absorbância 

das amostras. A correção foi sempre feita analisando-se as placas ao microscópio com 

confirmação através de contagem, na tentativa de observar a viabilidade dos parasitas e 

comparar posteriormente com os resultados obtidos através do método de metabolismo do 

MTT.

As frações obtidas a partir dos extratos das espécies P. cincinnata e N. ampla foram 

avaliadas e pôde-se identificar frações ativas. Especificamente no caso da P. cincinnata, 

existem várias fi-ações que apresentaram atividade inibidora da linfoproliferação elevada, o 

que pode ser atribuído à existência de mais de uma molécula com atividade 

imunomoduladora e com polaridades químicas diferentes, estando, portanto, em frações 

diferentes. Estas fi-ações serão purificadas e as substâncias puras obtidas serão novamente 

avaliadas com o intuito de identificar a(s) molécula(s) responsável(eis) pela atividade.

As fi-ações ou substâncias puras com atividade serão reavaliadas em modelos 

experimentais in vitro mais específicos e sensíveis com o intuito de selecionar moléculas
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com atividades específicas. As moléculas com atividade antiparasitária devem ser 

reavaliadas sobre formas sanguíneas ou intracelulares dos parasitas. Em relação à atividade 

imunomoduladora, serão realizados adicionalmente experimentos de linfoproliferação 

estimulada com antígeno e de reação mista linfocitária. As moléculas então selecionadas 

serão submetidas a avaliações em modelos experimentais para imunopatologias ou 

parasitoses in vivo e também a avaliações toxicológicas.
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7 CONCLUSÕES

1. Os resultados obtidos demonstram um potencial farmacológico da flora do semi- 

árido brasileiro, sendo grande parte dos extratos analisados bastante promissores 

dentro da perspectiva de busca de novas moléculas bioativas, já que vários dos 

extratos e fi-ações ensaiados apresentam substâncias com atividade 

imunomoduladora (inibição da proliferação de linfócitos ativados e inibição da 

produção de óxido nítrico) e antiparasitária (contra T. cruzi e L. amazonensis).

2. A metodologia utilizada ofereceu rapidez na realização dos ensaios, sendo vantajosa 

dada a quantidade de extratos e firações avaliadas.
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