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Resumo: Algumas doencas consideradas negligenciadas, como o dengue e a
leishmaniose, ainda ndo tém medicamentos e/ou formas de controle eficazes. O género
Zanthoxylum apresenta varios metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
cumarinas, lignanas e terpenos, e tem sido amplamente utilizado na medicina popular para
diversos fins. O objetivo deste estudo foi identificar os principais compostos do extrato
etanolico das folhas do limdozinho (EEFL), Zanthoxylum syncarpum Tull. e avaliar sua
atividade contra Artemia salina, Aedes aegypti e Leishmania infantum chagasi e inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE). O teste de toxicidade frente a A. salina foi realizado nas
concentragdes de 1.000, 100, 10 e 1 pg/mL com 10 larvas por tubo. A atividade contra A.
aegypti foi testada nas concentragbes de 1000, 500, 250, 100 e 50 pg/mL com 25 larvas por
tubo. O ensaio leishmanicida foi realizado em placa de 96 pocos, com 10° parasitos por poco
com EEFL nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pug/mL. Para determinar a atividade
de inibicdo da AChE foram usadas solu¢des de acido 5,5’-ditiobis-2nitrobenzoico e iodeto de
acetilcolina em tampédo em cromatoplaca. A inibicdo foi verificada com base na medicdo da
espessura dos halos brancos em torno das amostras. Dicromato de potassio, pentamidina e
fisostigmina foram usados como droga padrdo para os testes artemicida, leishmanicida e
anticolinesterasico respectivamente. Todos 0s ensaios foram realizados em triplicatas. O
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EEFL apresentou CLsy com valores de 17,73 e 49,39 pg/mL para A. salina e A. aegypti
respectivamente e contra L. infantum chagasi, apresentou CEsy, semelhante a droga padréo,
com valores de 16,03 e 23,71 pg/mL respectivamente. A partir destes resultados, conclui-se
que o EEFL, Z. syncarpum Tull. apresenta alternativa para o desenvolvimento de drogas
leishmanicidas e larvicidas.

Palavra-chave: Atividade leishmanicida, Larvicida, Zanthoxylum syncarpum Tull.

Abstract: Some considered neglected diseases such as dengue and leishmaniasis, still
do not have drugs or forms of effective control. The genus Zanthoxylum presents various
secondary metabolites such as alkaloids, flavonoids, coumarins, lignans and terpenes, and has
been widely used in folk medicine for various purposes. The aim of this study was to identify
the main compounds of the ethanol extract of the leaves of the limédozinho (EEFL),
Zanthoxylum syncarpum Tull. and assess their activity against Artemia salina, Aedes aegypti
and Leishmania infantum chagasi and inhibition of acethylcholinesterase (AChE). The
toxicity test in A. Saline was performed at concentrations of 1000, 100, 10 and 1 pg/mL with
10 larvae per tube. The activity against A. aegypti were tested at concentrations of 1000, 500,
250, 100 and 50 pg/mL with 25 larvae per tube. The antileishmanial assay was performed in a
96 well plate with 10° parasites per well EEFL with concentrations of 100, 50, 25, 12.5 and
6.25 pg/mL. To determine the activity of AChE solutions were used 5,5'-dithiobis
2nitrobenzoico and acetylcholine iodide in buffer cromatoplaca. The inhibition was observed
based on the measurement of the thickness of the white halos around the samples. Potassium
dichromate, pentamidine and physostigmine were used as standard drug for artemicida tests,
leishmanicidal and anticholinesterase respectively. All assays were performed in triplicate.
The EEFL presented LCs with values of 17.73 and 49.39 pug/mL for A. salina and A. aegypti
and respectively against L. infantum chagasi, showed a similar pattern to the drug, with values
of ECsp 16.03 and 23.71 pg/mL, respectively. From these results, it is concluded that the
EEFL, Z. syncarpum Tull . shows an alternative for the development of antileishmanial drugs
and larvicides.
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propriedades terapéuticas tém obtido
grandes avan¢os nos ultimos anos. A
utilizacdo de plantas medicinais sempre foi
um recurso terapéutico alternativo de
grande aceitacdo pela populacdo e
ultimamente vem crescendo junto a
comunidade médica, desde que sejam
utilizadas  plantas cujas  atividades
biolégicas tenham sido investigadas
cientificamente, comprovando sua eficacia
e seguranca (CECHINEL FILHO, 1998).
As plantas medicinais
constituem a melhor fonte para obtencao
de uma grande variedade de drogas
(BERTINI et al., 2005). Portanto, o estudo
de principios biologicamente ativos de
plantas, € urgentemente necessario.
Gebhardt et al. (2000), reforcam que a
elucidacdo destes compostos, bem como
seus mecanismos de acdo, vem sendo um
dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e a farmacologia.
@) género Zanthoxylum
(Rutaceae) compreende cerca de 200

espécies de arvores, arbustos e lianas

distribuidas em todo o mundo. No Brasil

sdo descritas 25 espécies de Zanthoxylum,
dentre estas, a espécie Z. syncarpum Tull.
conhecida popularmente por “limaozinho”,
tém sua ocorréncia principalmente na
regido nordeste, em especial nos estados do
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e
Pernambuco (ROSS et al., 2004; VIEIRA
et al., 2009). As plantas deste género
apresentam uma grande variedade de
metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides, cumarinas, lignanas e
terpenos, e tem sido objeto de estudo
devido principalmente as suas
propriedades febrifugas, sudoriferas e
diuréticas, além de serem amplamente
utilizadas pela medicina popular no
tratamento de doencas cardiovasculares,
tuberculose, malaria, dor de dente e contra
alguns tipos de mordidas de cobra
(FACUNDO et al., 2005).

InGmeras doencas consideradas
negligenciadas, como o0 dengue e a
leishmaniose, ndo tém ainda medicamentos
e/ou vacinas eficazes. Portanto, as plantas

podem fornecer compostos bioativos para

o0 desenvolvimento de farmacos para o
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tratamento destas doengas.

O dengue é uma infeccdo
reemergente que desperta preocupagao nas
autoridades sanitarias de todo o mundo,
por ser uma arbovirose com circulagéo nos
cinco continentes e elevado potencial para
assumir  formas graves e letais
(HALSTEAD, 1997). Considerada um dos
principais problemas de satde publica no
mundo, a OMS estima que 2,5 bilhdes de
pessoas estdo sob risco de contrair dengue
e que ocorram anualmente cerca de 50
milhdes de casos. Desse total, cerca de 550
mil necessitam de hospitalizacdo e pelo
menos 20 mil morrem em consequéncia da
doenca (BRASIL, 2009).

Nesse contexto, 0 dengue
tornou-se um problema contemporaneo e
urgente para o sistema sanitario mundial
(GARCEZ et al., 2013) e até o presente
momento, ndo foi desenvolvido nenhum
tratamento preventivo ou curativo do
Dengue. A principal estratégia adotada
para diminuir sua incidéncia consiste em
controlar a populagdo de larvas de Aedes

aegypti, vetor do arbovirus causador do

dengue. O controle do A. aegypti € feito
utilizando inseticidas organofosforados
como temephos, malathion e fenitrothion,
constituindo a principal medida adotada
pelos Programas de Salde Publica
(MACORIS et al., 2003). No entanto, o
uso continuo de inseticidas sintéticos tem
elevado a resisténcia de muitas populagdes
de mosquito, além de causar poluicdo
ambiental e toxicidade a organismo nao
alvo. Estes fatores tém estimulado a
procura por métodos alternativos para o
controle do mosquito (GARCEZ et al,,
2013).

Outro grupo de doencas
consideradas negligenciadas é o das
leishmanioses, zoonoses causadas por
protozoarios Leishmania spp., endémicas
em 98 paises, com uma estimativa de dois
milhdes de novos casos por ano, sendo que
500 mil séo de leishmaniose visceral (LV),
potencialmente fatal (WHO, 2010). No
Brasil, a LV é causada pela L. infantum
chagasi (SILVA et al., 2007).

Atualmente, 0 arsenal

terapéutico disponivel para tratamento da
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leishmaniose é considerado precério, sendo
restrito a duas classes de medicamentos: 0s
antimoniais e 0s ndo antimoniais (GIL et
al., 2008), ambos apresentam alta
toxicidade e resisténcia (TEMPONE et al,
2005). Outros fatores inconvenientes ao
tratamento convencional séo as vias de
aplicagdo, que geralmente séo dolorosas e
desconfortaveis e o farmaco precisa ser
administrado  diariamente por longos
periodos, 0 que muitas vezes requer
hospitalizacdo acarretando em desconforto
ao paciente e alto custo aos cofres publicos
(BRAGA et al, 2007).

Portanto, novos e melhores
medicamentos sdo urgentemente
necessarios (OPPERDOES; MICHEL,
2008). Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi qualificar os principais
constituintes quimicos e avaliar o potencial
de atividade leishmanicida contra a L.
infantum chagasi, larvicida contra Aedes
aegypti e inibicio da  enzima
acetilcolinesterase do limdozinho (Z.

syncarpum Tull.).

2. Material e métodos
2.1 Planta utilizada

Foi utilizada neste estudo, a
espécie Zanthoxylum syncarpum Tull.,
popularmente conhecida como limé&ozinho.
As folhas do limdozinho foram coletadas
no horto medicinal da Universidade
Estadual do Ceard, Campus do Itaperi, em
Fortaleza, Ceara, em janeiro de 2013. A
exsicata foi confeccionada e depositada no
Herbario Prisco Bezerra da Universidade
Federal do Ceara, sob o niUmero 51937.

2.2 Preparacao do extrato etandlico
das folhas do limdozinho (EEFL)

O extrato etandlico das folhas
do limaozinho (EEFL) foi preparado com
base na metodologia proposta por
PIZZOLATTI et al. (2003). As folhas do
limdozinho foram coletadas, picadas e
colocadas para secar a 40 °C por uma
semana. Subsequentemente, este material
foi moido e colocado em etanol comercial
(70%) por mais sete dias. Em seguida, a

solucdo foi filtrada e o solvente etanol foi
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removido num evaporador rotativo,
2.3 Testes fitoquimicos
Os testes fitoquimicos
qualitativos de  fenois,  esteroides,
triterpenos, alcaldides e flavonoides foram
realizados com base em MATOS (2009).
Esses testes foram baseados na observacao
visual das mudancas de cor ou a formagao
de precipitado apds a adicdo dos reagentes
especificos.
2.4 Toxicidade frente a Artemia salina
O teste de letalidade contra A.
salina foi realizado de acordo com o
método proposto por MEYER et al
(1982), com algumas modificagdes. Ovos
de A. salina foram incubados em agua do
mar artificial a temperatura ambiente por
48 horas em um pequeno aquario. Com a
ajuda de uma fonte de luz, as larvas foram
atraidas para o claro e coletadas com pipeta
de Pasteur e transferidas para um becher
com agua salina. O EEFL foi dissolvido
em DMSO e 4gua do mar nas
concentracbes de 1.000, 100, 10 e 1

pg/mL. 10 metanauplios foram transferidos

para tubos de ensaio contendo 5 mL de

obtendo-se 0 EEFL.
cada concentracdo testadas. Um grupo
controle foi preparado contendo apenas o
DMSO, é&gua salina e as larvas. O controle
positivo usado foi o dicromato de potassio.
Os ensaios foram realizados em triplicata.
A contagem do nimero de larvas mortas
foi realizada apds 24 horas e esse nimero,
usado para o calculo da CLsg utilizando o
programa Microcal Origin verséo 4.1.
2.5 Testes larvicida contra Aedes
aegypti

Os bioensaios para determinar
a atividade larvicida frente ao vetor da
dengue e da febre amarela, o A. aegypti,
foram realizados no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Estadual do Ceara. As larvas
de A. aegypti foram gentilmente cedidas
pelo Ndcleo de Controle de Vetores
(Nuvet). O teste foi realizado de acordo
com SILVA e SILVA (1999). Os ovos
foram eclodidos em agua isenta de cloro.
Em condicGes normais, 0s ovos maduros
eclodem apo6s alguns minutos quando

submersos em meio liquido e apresentam
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quatro  estagios larvarios. Foram

selecionadas as larvas no estdgio 3. Para

tanto, o EEFL foi dissolvido em 0,3 mL de

DMSO e posteriormente diluido em 19,7

mL de &gua para a preparacdo das

concentragdes do EEFL em recipientes de

vidro  transparentes. Posteriormente,
colocou-se 25 larvas em cada frasco. Apés

24 horas realizou-se a contagem das larvas

vivas, para determinar a concentragdo letal

média (CLsp), com o auxilio do programa

estatistico Statplus 2009.

2.6 Testes in vitro contra a forma
promastigota de Leishmania
infantum chagasi

A metodologia utilizada para
avaliar a atividade leishmanicida do EEFL

sobre as formas promastigotas de L.

infantum chagasi teve como base

TEMPONE et al. (2001). Para isso, as

leishmanias foram acondicionadas em

meio Shneider (Sigma®) suplementado e

10% de PBS (tampédo fosfato-salino) com

diferentes concentracdes do extrato e com

indculo do parasito na auséncia dos

compostos (controle). Os extratos foram

dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e
diluidos em meio Shneider (Sigma®). A
concentracdo final de DMSO néo
ultrapassou 1%. Os experimentos foram
realizados em placas de 96 pogos com
extratos nas concentragfes de 100; 50; 25;
125 e 6,25 pg/mL. Os indéculos
constitufram-se de 10° parasitas por poco
em fase logaritmica. O medicamento de
referéncia usado foi a pentamidina. Os
controles negativos foram realizados com
10° parasitas em meio Shneider (Sigma®) e
10% de PBS. As promastigotas foram
incubadas a 26°C por 48 horas.
Posteriormente foi analisada a viabilidade
celular baseada na conversdo do sal de
terazolio MTT soluvel (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-brometo de 2,5-
difeniltetrazolio (Sigma®) para dentro do
formazan insoluvel por  enzimas
mitocondriais. Vinte mL de MTT [5
mg/mL] por poco foram adicionados a
cultura, mantida durante 4 horas a 26 °C.
Posteriormente foi adicionado 100 pL de

uma solucdo de dodecil sulfato de sodio

(SDS) a 10%: alcool isopropilico (1:1).
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Apods 15 minutos sob agitagdo, foi feito a

leitura da  densidade dptica no

espectrofotometro a 570 nm. Os ensaios

foram realizados em triplicatas.

2.7 Inibigédo da enzima
acetilcolinesterase (AChE)

Esse ensaio foi realizado com
base em RHEE et al, (2001), com
pequenas modificacbes. Foram usadas
solugdes de acido 5,5’-  ditiobis-
2nitrobenzoico (DTNB) e iodeto de
acetilcolina  (ATCI) em tampdo. As
amostras foram aplicadas na cromatoplaca.
Apos evaporacdo do solvente, pulverizou-
se 0 substrato (ATCI, ImM em tampdo) e
0 reagente de Ellman (DTNB, 1 mM em
tampao). Apos 3 a 5 minutos borrifou-se a
enzima (3U/mL) e em 10 minutos a placa
desenvolveu cor amarela. Halos brancos
apareceram em torno das amostras
indicando a inibicdo. Os halos foram
medidos e comparados com o padrdo, 0
alcaloide fisostigmina.

2.8 Anélises estatisticas

Para a atividade leishmanicida,

os valores da CEsy (concentragdo do

composto capaz de inibir 50% do parasita),
com um intervalo de confianca de 95%
foram calculados usando uma curva de
regressdo ndo-linear com o auxilio do
software de estatistica GraphPad Prism 5.0.
A CLsp contra A. salina e A. aegypti, foi
determinada através da analise do Probit,
utilizando o programa SPSS.
3 Resultados e discusséo

Na busca por novos compostos
com atividade leishmanicida e larvicida, as
plantas tem sido a principal fonte de
pesquisas, uma vez que apresentam grande
diversidade de compostos quimicos. Neste
realizados teste

estudo, foram

fitoquimicos, artemicida, larvicida,
leishmanicida e atividade de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) do
EEFL. Nos testes prévios para verificar a
presenca fendis e taninos, obteve-se uma
mudanca na tonalidade do composto inicial
para um verde profundo, indicando a
presenca de taninos condensados. O teste
de antocianinas,  antocianidinas e

flavonoides, ao ser regulada com pH 11,

apresentou uma coloracdo amarela,
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sinalizando a presenga de Flavonas,
Flavonois e Xantonas, que pertencem ao
grupo dos flavonoides. As antocianinas e
antocianidinas ndo foram identificadas
neste procedimento. A presenca de
flavondis foi confirmada através da
metodologia de Barbosa (2004), ocorrendo
0 aparecimento e intensificacdo da cor
vermelha, que é indicativo da presenca de
flavonoides. No teste de esteroides e
triterpenoides, surgiu  coloracdo azul
evanescente, passando posteriormente para
o verde profundo, indica a presenca de
esteroides livre em solucdo. Enquanto que,
no teste para identificacdo de saponinas,
ndo houve aparecimento de espuma
consistente, indicando que ndo ha
saponinas na amostra estudada (Tabela 1).

Tabela 1 — Prospeccéo fitoquimica do EEFL

Na literatura ha relatos de que
0 limdozinho é boa fonte de alcaloides
(OLIVEIRA JUNIOR et al, 2009).
Confirmando esses achados, foi detectada
a presenca destes compostos (Tabela 1).

Observou-se  claramente a
formacdo de precipitado na presenca de
reagentes de Mayer e Dragendorff. Os
alcaloides, nas plantas e na pele de alguns
anfibios funcionam como mecanismo de
defesa contra seus predadores, sistema de
armazenamento de energia e protecao
contra a intensidade dos raios UV.

Eles também correspondem aos
principais terapéuticos naturais com agéo:
anestésica, analgesica, psicoestimulantes,

neu rodepresso res etc.

Componentes Presente Componentes Presente
Taninos Condensados X Xantonas X
Antocianinas - Esteroides X

Antocianidinas -

Flavonas X

Flavondis X

Triterpenoides -
Saponinas -

Alcaloides X
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Na Determinacdo do Teor de
Fenois Totais, onde o resultado expresso
por mg de &cido galico (EAG)/g de extrato
bruto foi de 166,74 mg EAGI/qg,
demonstrando alto teor de fendis totais,
sendo uma fonte natural de compostos
fendlicos e possiveis alternativas para
atividades bioldgicas. A. salina
(Artemiidae), também conhecida como a
larva do camardo salmoura, é um
microcrustaceo invertebrado, normalmente
usada em ensaios biologicos para
determinar a atividade e/ou toxicidade de
compostos naturais. O uso de A. salina
para este fim € justificado por ser um teste
seguro, pratico e econdmico e estudos tém
demonstrado que esses ensaios sao eficazes
na pesquisa de substancias leishmanicidas
(BARBOSA et al., 2009). Quanto a
toxicidade de compostos, Meyer et al.
(1982) consideram uma substancia bioativa

com CLso até 1.000 pg/mL. O ensaio de

toxicidade contra A. salina mostrou alta
atividade do EEFL, o que demonstra que
este extrato é rico em metabolitos com
atividades bioldgicas (Tabela 2). A
atividade larvicida contra A. aegypti do
EEFL foi testada em cinco concentragdes
diferentes: 1000, 500, 250, 100 e 50 pg/mL
(Tabela 2). Foram usadas 25 larvas por
tubo. Os testes foram realizados em
triplicata para cada concentracdo. No
Brasil, o controle das larvas de A. aegypti €
feito  principalmente a base de
organofosforados como o temefos, que é
aplicado & uma concentragdo de 100
ug/mL nos locais que servem de criadouros
para larvas do mosquito (BRASIL, 2009).
O temefos utilizado como droga
padrdo frente a larvas de A. aegypti em
concentracdo Unica de 100 pg/mL obteve-
se taxa de mortalidade de 100% (TELES,
2009). O EEFL apresentou CLsy com valor

de 49,39 pg/mL (Tabela 2).
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Tabela 2: Toxicidade contra A. salina e atividade larvicida frente ao A. aegypti do EEFL

Composto

CLso pg/mL (intervalo de confianga)

EEFL 17,73 (10,33 — 30,63)*

Dicromato de potassio

Temefos

A. salina

A. aegypti

49,39 (41,70 — 53,02)

11,01 (7,09 — 17,59) -

- 100%

“percentagem de morte & 100 pg/mL (Teles, 2009).

A procura por larvicidas
naturais para combater o A. aegypti, tem
despertado pesquisadores do mundo inteiro
a realizar diversos trabalhos voltados para
este fim. Uma das principais vantagens
desta linha de pesquisa € que os larvicidas
de origem natural reduzem de forma
significante o impacto que atualmente os
inseticidas sintéticos causam a saude da
populacdo e ao ambiente (TELES, 2009).
No entanto, além dos riscos a salde e ao
meio ambiente, larvicidas
organofosforados como o  temefos
apresenta-se de forma ineficaz e envolve
enormes investimentos financeiros
(AUGUSTO; FREITAS, 1998). Portanto o

EEFL constitui-se uma potencial fonte de

compostos com atividade larvicida.

Quanto aos mecanismos de
acdo de larvicidas naturais, existem
trabalhos na literatura que fazem uma
correlacdo desta acdo com a atividade de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(SILVA, 2006; TELES, 2009). O EEFL
apresentou moderada atividade inibitoria
da AChE (tabela 3) o que sugere que ha
outros mecanismos de acdo envolvidos na
atividade larvicida.

O tratamento da leishmaniose,
além de caro e doloroso, tem se tornado
cada vez mais ineficaz, o que evidencia a
urgente necessidade de novas drogas
leishmanicidas (RATH et al., 2013). Neste
estudo, o EEFL apresentou atividade
contra L. infantum chagasi semelhante a

pentamidina (tabela 3), mostrando que a
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espécie Z. syncarpum Tull. compde fonte

de compostos com potencial para o

desenvolvimento de farmacos

leishmanicidas.

Tabela 3: Atividade leishmanicida frente a L. infantum chagasi e inibicdo da

acetilcolinesterase do EEFL

Extrato / droga CEsp L. infantum chagasi  Inibigdo da acetilcolinesterase (cm)
EEFL 16,03 (13,21 — 19,44)° 0,6
Pentamidina 23,71 (18,44 - 30,50)* -
Fisostigmina - 0,9
CEsp = pg/mL

De acordo com VILA-NOVA
et al. (2013), um possivel mecanismo de
acdo de compostos leishmanicidas poderia
ser a inibicdo da enzima AChE, com
reducdo do substrato colina, essencial para
a formacdo de lipideos de membrana de
Leishmania spp. Como o EEFL apresentou
baixa atividade de inibicdo da AChE, ¢
provavel que a atividade leishmanicida
deste extrato apresente outro mecanismo
de acdo. A excelente atividade do EEFL
frente a L. infantum chagasi, pode ser
justificada pela presenca de taninos,

flavonoides, esteroides e alcaldides.

Conclusoes

O EEFL apresenta metabdlitos
secundarios de grande relevancia na
farmacologia de plantas medicinais, como
alcaloides, triterpenos, flavonoides,
xantonas e taninos condensados. Este
extrato apresentou atividade larvicida,
artemicida e leishmanicida. Portanto, a
espécie Zanthoxylum syncarpum Tull.
apresenta fonte alternativa para o

desenvolvimento de drogas leishmanicidas

e larvicidas.
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