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AVALIACAO DAS ATIVIDADES
ANTIOXIDANTE E LEISHMANICIDA DE
ZANTHOXYLUM SYNCARPUM TULL.
(RUTACEAE)

EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT AND
LEISHMANICIDAL ACTIVITIES OF
ZANTHOXYLUM SYNCARPUM TULL.
(RUTACEAE)

RESUMO

O presente estudo traz como objetivo central a avaliagédo da atividade
antioxidante em extratos etandlicos de folhas e galhos de
Zanthoxylum syncarpum Tull. (Rutaceae), bem como a avaliagédo dos
efeitos toxicos desses extratos frente a trés espécies do género
Leishmania. Para tanto, além do extrato etanélico das folhas, obteve-
se a fragdo rica em alcaloides derivada do extrato etandlico dos
galhos do Z. syncarpum (EEGZS - FA), cujo composto majoritario, o
acido 4-(N-metilamino) benzoico, foi isolado e identificado por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C. Como resultado,
o0 extrato etanolico das folhas de Z. syncarpum (EEFZS) apresentou
os melhores desempenhos na atividade antioxidante, possivelmente
relacionado a presenca de compostos polifendlicos. A atividade
leishmanicida para o0 mesmo extrato apresentou CL50 com valores de
14,99 + 3,35; 13,88 + 2,62 e 15,25 + 3,44 pg/mL contra L. infantum
chagasi, L. amazonenses e L. brasiliensis respectivamente. Destarte,
a partir dos resultados obtidos, conclui-se que extratos de folhas de
Z. syncarpum Tull. apresentam-se de forma eficaz como alternativa
para o desenvolvimento de novas drogas com efeito leishmanicida.

PALAVRAS-CHAVE: atividades biolégicas; lim&ozinho;
antioxidante; leishmania.
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ABSTRACT

The present study has as its main objective the evaluation of the antioxidant activity in
ethanolic extracts of leaves and branches of Zanthoxylum syncarpum Tull. (Rutaceae),
as well as the evaluation of the toxic effects of these extracts against three species of
the genus Leishmania. Therefore, in addition to the ethanolic extract of the leaves, the
fraction rich in alkaloids derived from the ethanolic extract of the branches of Z.
syncarpum (EEGZS - FA) was obtained, whose major compound, 4-(N-methylamino)
benzoic acid, was isolated and identified by 1H and 13C nuclear magnetic resonance
(NMR). As a result, the ethanolic extract of Z. syncarpum leaves (EEFZS) showed the
best performances in antioxidant activity, possibly related to the presence of
polyphenolic compounds. The leishmanicidal activity for the same extract showed LC50
with values of 14.99 + 3.35; 13.88 + 2.62 and 15.25 + 3.44 pg/mL against L. infantum
chagasi, L. amazonenses and L. brasiliensis respectively. Thus, from the results
obtained, it is concluded that extracts of leaves of Z. syncarpum Tull. are presented
effectively as an alternative for the development of new drugs with leishmanicidal effect.

KEYWORDS: biological activities; limdozinho; antioxidant; leishmania.

INTRODUCAO

A familia Rutaceae possui 156 géneros e 1.800 espécies distribuidas por todo o mundo,
especialmente em regibes tropicais e temperadas. No Brasil, a familia esta
representada por cerca de 29 géneros e 182 espécies (MOUGA et al., 2016). Para
Mutinda et al., (2023), os membros desta familia séo fortemente aromaticos devido a
presenca de 6leos essenciais e possuem importancia consideravel como fonte de frutas
citricas, sendo algumas ornamentais.

Dentre as espécies de Rutaceae catalogadas, algumas apresentam aplicacdo na
medicina popular, por exemplo, as do género Zanthoxylum, que, de acordo com
Fabiano e Cavalcante (2017), podem atuar como diaforéticas, antireumaticas,
sialagogas, e usadas no tratamento de caimbras e sindrome de Raynaud, assim como
para reumatismo, dor localizada, mancha na pele e espinha. Islam et al., (2018) e De
Diep et al., (2023) apontam atividade citotdxica e antimicrobiana dos 6leos essenciais
das folhas e galhos do Zanthoxylum acanthopodium DC. Panida et al., (2023),
investigaram que as Nanoemulsfes de extrato dos frutos Zanthoxylum rhetsa DC
combinadas com 6leo de eucalipto apresentam efeitos significativos relacionados a
atividade oxidante, inibicdo de éxido nitrico e baixa toxicidade em fibroblastos normais
da pele, apresentando-se como promissores ingredientes para uso topico. Supabphol
et al., (2014), divulgaram um estudo que enfatiza o efeito significativo do 6leo essencial
e extrato de folhas de Zanthoxylum limonella frente a atividade antioxidante, indicando
gue a espécie atua na manutencdo da circulacdo sanguinea e trato gastrointestinal,
sendo amplamente utilizada por populacdes de diferentes partes da Tailandia.

Dentre essas, a espécie Z. syncarpum Tull., conhecida popularmente por limaozinho,
apresenta ocorréncia principalmente na regido nordeste do Brasil, em especial nos
estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco (FERREIRA-JR et al.,
2016). Nesse sentido, Silva et al.,, (2014) analisaram atividades biologicas do
limaozinho, inferindo sobre resultados significativos frente a testes leishmanicidas e
larvicidas. Vale-se ressaltar que sdo poucos os trabalhos direcionados ao estudo das
atividades bioldgicas desta espécie.

Nas Américas, segundo OPAS/OMS (2019), o Brasil é o pais com o maior registro de
casos de leishmanioses, tanto da forma cutédnea como visceral (LV), sendo esta ultima,
a forma mais grave, potencialmente fatal para o homem e para o cdo. No Brasil, a LV é
causada pela L. infantum chagasi (BADIRZADEH et al., 2020), que atinge as células do
sistema fagocitario mononuclear, principalmente 6rgdos como o baco, o figado, os
linfonodos, a medula 6ssea e a pele. Outros 6rgaos e tecidos também podem ser
acometidos, a exemplo o intestino e os pulmdes.
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A quimioterapia de leishmaniose é baseada na utilizacdo de compostos a base de
metais pesados de elevada toxicidade, antimoniais pentavalentes, representados pelo
0 antimoniato de meglumine (Glucantime®) e pelo estibogluconato de sddio
(Pentostan®). Contudo, estes compostos devem ser administrados por prolongados
periodos e sdo frequentemente associados a sérios efeitos, incluindo cardiotoxicidade,
pancreatite e problemas musculoesqueléticos, quando usados em doses terapéuticas.
Outras opc¢des de tratamentos para a leishmaniose, como anfotericina B e pentamidina,
estdo associados a multiplos efeitos secundarios adversos, tais como supressao da
medula 0ssea, toxicidade renal e alteracdes no metabolismo da glicose (HASSAN,
2022).

Novas drogas como miltefosine tém demonstrado ser efetivas para o tratamento de LV,
muito embora também apresentem razoavel toxicidade (ARAUJO; COSTA e RISSO,
2018).

Substancias antioxidantes sdo aquelas que, presentes em baixas concentragdes,
porém em concentracdes superiores as oxidaveis, retardam ou inibem a acdo destas,
prevenindo ou reduzindo a extensdo do dano oxidativo (KHAN, 2017). Doencas
degenerativas como a de Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla, além de diversos
tipos de doencgas pulmonares e do sistema imune diabetes, cardiopatias, aterosclerose
e também canceres, sdo enfermidades que podem surgir em decorréncia de danos
causados por estresse oxidativo (KHAN, 2017).

Dado o exposto, o presente estudo tem como objetivo central a avaliacdo das atividades
leishmanicida e antioxidante de extratos de Z. syncarpum Tull. frente a trés espécies de
Leishmania (L. infantum, L. amazonensis e L. brasiliensis), a fim de se evidenciar novas
potencialidades farmacoldgicas.

MATERIAL E METODO

Preparacéo do extrato etandlico das folhas de Z. syncarpum

As Folhas e galhos do lim&ozinho (Zanthoxylum syncarpum Tull.) foram coletados no
horto medicinal da Universidade Estadual do Ceard, Campus do Itaperi, Fortaleza,
Ceara. Para isso, foram elaboradas exsicatas, atualmente depositadas no Herbario
Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, sob o numero 51.937.

Apos, coletou-se material vegetal suficiente para a obtencdo dos extratos. Na
sequéncia, esses foram triturados, desidratados em estufa a 40°C e armazenados sob
maceracao em etanol 96°GL por sete dias. Por fim, a solugéo foi filtrada e o solvente
removido a partir de um evaporador rotativo, obtendo-se o extrato etandlico das folhas
de Z. syncarpum (EEFZS) e o extrato etandlico dos galhos de Z. syncarpum (EEGZS).

Obtencéo da fracdo rica em alcaloides

O extrato obtido dos galhos de Z. syncarpum foi submetido a uma extragdo acido-base
sugerida por Wagner et al., (2001). Os resultados foram interpretados com utilizacéo de
cromatografia de camada delgada (CCD), sendo o reagente de Dragendorff o revelador
para alcaloides. Apés, o extrato alcaloidico foi submetido a cromatografia em coluna,
com fase estacionaria composta por silica gel e carbonato de calcio 5% (Na2CO3). Para
tanto, foram utilizados os seguintes eluentes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, em diferentes propor¢cdes e seguindo-se um gradiente de polarizagédo
crescente (SILVA, 2014). As fracBes obtidas nessa etapa foram submetidas a CCD,
com uso de uma fase moével especifica para alcaloide: Acetato de etila, metil etil cetona,
acido férmico e agua, na propor¢éo de 50:30:10:10 (WAGNER, 2001). Na sequéncia, a
fracdo rica em alcaloides foi purificada em uma coluna cromatografica com fase
estacionaria composta por Sephadex®. Nessa etapa, utilizou-se acetato de etila como
eluente e reagente de Dragendorff como revelador de alcaloides. Apds sucessivas
purificacdes, obteve-se a identificacdo de uma substéncia com uso de espectroscopia
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de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H1 e C13. Ao final de todas as etapas
descritas, uma fragdo rica em alcaloides do extrato etanélico de galhos de Z. syncarpum
(EEZSB - AF) foi obtida.

Testes fitoquimicos

Os testes fitoquimicos qualitativos de fenois, esteroides, triterpenos, alcaloides e
flavonoides foram realizados com base em Matos (2009). Esses testes foram baseados
em observacgdes visuais das mudangas de cor ou formagdo de precipitado apds a
adicdo dos reagentes especificos.

Determinacdo da atividade antioxidante através do método de sequestro de
radicais livres (DPPH)

Uma solucdo metandlica de 3,9 mL de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), a 6,5 x 10-5 M
e 0,1 ml de extrato metandlico de Z. syncarpum (1000 ppm) foram misturados e a
absorbancia da reacao foi lida a 515 nm em espectrofotdémetro. A substancia utilizada
como padréo foi a quercetina. (OLIVEIRA et al., 2022).

O decaimento da absorbancia das amostras (Aam) correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle (Ac) resulta na porcentagem de sequestro de radicais livres (%
SRL), que pode ser expressa atraves da Equacgéo 1:

%SRL = =" X 100 (1)

Uma curva de calibracéo foi preparada com 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 mg/mL de
quercetina e os resultados foram comparados aqueles obtidos a partir dos extratos de
Z. syncarpum analisados nas mesmas concentragdes para se obter o resultado em
termos de CEso.

Determinagcdo da atividade antioxidante através do método B-caroteno/acido
linoléico.

A avaliagéo antioxidante pelo método [ - caroteno foi realizada de acordo com o método
descrito por Mattos et al., (2009). Assim, inicialmente, pesou-se 10 mg de B - caroteno,
os quais foram dissolvidos em 100 mL de cloroférmio. Aliquotas de 3 mL da emulséo
cloroférmio / B - caroteno foram adicionadas a 40 mg de acido linoleico e 400 mg de
Tween®40. Em seguida, o cloroférmio foi removido e o residuo obtido foi redissolvido
em 100 mL de agua aerada por 30 minutos. Apds, aliquotas de 3 mL da emulsado obtida
foram misturadas em 50 pL dos extratos dos vegetais e incubadas em banho maria a
50°C. A oxidag&o da emulsé&o foi monitorada em espectrofotdmetro a 470 nm, no tempo
inicial e em intervalos de 20 minutos durante 2 horas. Para a amostra controle foi
utilizado Metanol P.A. e a quercetina foi utilizada como padréo. Deste modo, a atividade
antioxidante foi expressa como percentual de inibicdo em relagdo ao grupo controle,
apo6s 120 minutos de reacdo. Para isso, utilizou-se a equagao 2.

Ac_Aa.m
Ac

%I = (2)
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Em que %l é a porcentagem de inibicdo; Ac € a Absorbancia controle e Aam a
absorbancia da amostra. Vale-se destacar que Ac e Aam foram obtidos a partir da
diferenca de suas absorbancias no momento inicial e ao término de 120 minutos. Apos,
uma curva de calibragdo da quercetina € obtida e, a partir dessa, obtém-se os valores
de CEso.

Testes in vitro contra promastigota de Leishmania spp.

A metodologia utilizada para avaliar a atividade leishmanicida dos EEL frente a
promastigotas de Leishmania spp. teve como base em Sousa et al., (2020). Para isso,
as leishmanias foram acondicionadas em meio Shneider (Sigma®) suplementado e 10%
de PBS (tampé&o fosfato-salino) com diferentes concentra¢des 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®). Os experimentos foram
realizados em placas de 96 po¢os com extratos nas concentragfes de 100; 50; 25; 12,5
e 6,25 pg/mL. Os inéculos constituiram-se de 10° parasitas por pogo 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 24 horas. Posteriormente, analisou-
se a viabilidade celular baseada na converséo do sal de terazo6lio MTT (Sigma®) sollvel,
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-brometo de 2,5-difeniltetrazdlio) a partir do formazan insoltvel
por enzimas mitocondriais. Para tanto, vinte pl de MTT [5 mg/mL] por poco foram
adicionados a cultura, sendo mantida durante 4 horas a 26°C. Posteriormente, foi
adicionado 100 pL de uma solugéo de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%: alcool
isopropilico (1:1). Apds 15 minutos sob agitacéo, foi feito a leitura da densidade Optica
no espectrofotdmetro a 570 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

Determinacéo da atividade hemolitica

Com base na metodologia proposta por Costa-Lotufo et al., (2002) foram coletadas
amostras sanguineas de trés camundongos Swiss (Mus musculus) por via orbital, sendo
diluidas em 150 mL de solucéo salina (NaCl 0,85 % + CaCl210 mM). Os eritrocitos foram
lavados trés vezes em solugdo salina por centrifugacao (1500 rpm/3 min) para reducao
da contaminacao plasmatica a fim de se obter uma suspensao de eritrocitos a 2%. Os
ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. Apds, 100 pl da suspenséo de
eritrocitos foram plagueados em todos os pogos, sendo estes mantidos por uma hora,
sob agitagdo constante a temperatura ambiente (26 + 2°C). Na sequéncia, as amostras
foram centrifugadas (5000 rpm/3 min) e o sobrenadante submetido a leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro de placas a 540 nm. Deste modo, a partir da
metodologia utilizada, € possivel se avaliar o potencial das substancias em causar
les6es na membrana plasmatica da célula, seja pela formacéo de poros ou pela ruptura
total.

Analises estatisticas

Para a atividade leishmanicida, os valores da CLso (concentracdo Letal do composto
capaz de matar 50% do parasita), com um intervalo de confianca de 95%, foram
calculados usando uma curva de regressao ndo-linear com o auxilio do software de
estatistica Graph Pad Prism 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Prospeccéo fitoquimica

Os testes fitoquimicos revelaram que as folhas de Z. syncarpum apresentaram
metabdlitos secundarios polifenélicos como taninos, xantonas, compostos aminados,
como alcaloides e substancias lipidicas, os esteroides. Nos galhos, uma concentragdo
maior de substancias aminadas foi identificada. Segundo Aratikatla et al., (2017), Z.
syncarpum apresenta-se como uma boa fonte de alcaloides, corroborando com os
dados fitoquimicos obtidos no presente estudo.

Elucidagéo estrutural do composto isolado do EEGZS - FA.

Os sinais dos espectros de ressonancia nuclear magnética de 'H e 13C do composto
isolado s&o mostrados na Tabela 01.

Tabela 01: Dados obtidos a partir de andlise de 'H e 13C RMN do alcaloide isolado de

EEGZS - FA
CARBONOS 5 15C 5'H
Ci 127,42 -
Cz, Ce 131,18 7,12 (d, J=8,43 Hz)
Cs, Cs 116,92 6,77 (d, J=8,43 Hz)
Ce 157,96 -
Cr 169,89 8,49 (s)
Cs 29,60 3,20 (s)

Fonte: Autores, 2023

A estrutura do acido 4 - (N-metilamino) benzéico foi elucidada inicialmente analisando-
se o espectro 'H RMN, que apresentou dois dubletos na regido aromatica (7,74 e 6,86
ppm, sendo J = 8,43 Hz), sugerindo um sistema AA'BB’. Deste modo, tem-se um
singleto em 3,2 ppm caracteristico de uma ligagdo N-CHz e um singleto em 8,49 ppm,
possivelmente relacionado & um hidrogénio de um acido carboxilico.

No espectro **C-RMN, um grupo carboxila foi confirmado a partir da absorgdo a 169,89
ppm, enquanto o sistema para-substituido foi determinado a partir dos dois picos mais
intensos em 131,18 ppm (2C) e 116,92 ppm. A ligacdo N-CHs foi definida pelo pico em
29,60 ppm (BANFI,2008).
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Figura 1: Representacao da estrutura molecular do composto
aminado encontrado em EEGZS - FA.
Fonte: Autores, 2023

De acordo com Silva et al., 2014a, amidas, alcaloides e cumarinas tém sido isoladas
desta espécie, porém, ndo ha registros referentes ao acido 4-(N-metilamino) benzoico.

Atividade Antioxidante para o Z. syncarpum

Os valores de concentragdo efetiva de amostra capaz de sequestrar 50% dos radicais
DPPH ou de inibir a auto-oxidagao do 3 -caroteno, a partir dos radicais livres gerados
durante a peroxidacdo do acido linoleico, foram determinados para extratos de folhas e
galhos do limaozinho e representados em termos de CEso. Para o controle positivo,
utilizou-se a quercetina (tabela 1).

Tabela 2: Atividade Antioxidante das folhas e galhos do Z. syncarpum.

Extrato DPPH Ll - Caroteno
CEso (Hg/mL)2 CEso (pug/mL)2
Quercetina 4,77 £ 0,050 439 +0,120
EEGZS 140,29 £ 0,281 101,41 £ 0,651
EEGZS -FA 56,17 £ 0,203 52,67 +0,080
EEFZS 30,96 + 0,020 29,03 £0,110

2CEso: Minima concentracao efetiva capaz de inibir 50% da concentracdao de DPPH e
a auto-oxidacdo do § -Caroteno .

Fonte: Autores, 2023

Com base nos resultados apresentados, verifica-se que, dentre os produtos analisados,
o extrato de folhas exibiu a melhor atividade antiradicalar para ambos os padrdes
(quercetina e B-caroteno), apontando o valor de CE50 = 30,96 ug/mL + 0,020 (DPPH) e
CEso = 29,03 pug/mL £ 0,110 (B-caroteno). De modo geral, infere-se que 0s extratos
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apresentaram atividade antiradicalar moderada nos demais extratos. A relevante
atividade antiradicalar do extrato de folhas pode ser justificada devido a presenca de
compostos com propriedades polares, como é o caso dos acidos fendlicos e
flavonoides, que possuem atividade antioxidante comprovada.

Avaliacdo da atividade leishmanicida

O tratamento da leishmaniose, além de dispendioso e doloroso, tem se tornado cada
vez mais ineficaz, o que evidencia a urgente necessidade de novas drogas
leishmanicidas (MILAGRES et al., 2022; SILVA, et al., 2014b).

Nesse sentido, substancias quimicas diversas, oriundas de extratos vegetais, tem
apresentado eficiente atividade leishmanicida em diferentes formas de Leishmania a
partir de ensaios in vitro. Assim, viu-se relatada a acao leishmanicida de terpenoides
por Albuguerque et al. (2020), e naftoquinonas por Peixoto et al., (2023). Cancino et al.
(2021), indicaram efeitos eficazes de chalconas, enquanto Araujo et al. (2019),
apontaram efeito positivo de flavonoides sobre leishmania. Veiga et al. (2022)
destacaram eficacia quanto a atividade leishmanicida em alcaloides.

Nesse sentido, o EEFZS apresentou atividade leishmanicida préxima ao valor da
Anfotericina (Tabela 2), indicando uma potencial fonte de compostos eficientes na
elaboragéo de novos farmacos.

Tabela 3: Atividade leishmanicida dos extratos etandlicos de Z. syncarpum frente a
trés espécies de Leishmania.

Extrato / droga CEs5o(IC95%) * Desvio Padrao

L. amazonenses L. brasiliensis L. infantum
EEFZS 13,88+ 2,62 Aa 15,25 + 3,44 Aa 14,99 + 3,35 Aa
EEGZS -FA 2442 +0,16 Ab 17,68 £ 0,03 Ba 12,09 + 0,30 Cha
EEGZS 17,61 +0,11 Aa 26,88 + 1,87 Bb 11,55 + 1,96 Cba
Anfotericina B 7,38 + 1,26Ac 2,5+0,54 Bc 539+1,14b

CEso: Concentracao efetiva que mata 50% da cepa ou linhagem (ug/mL).

IC 95%: Intervalo de confianga de 95%.

Letras mailsculas distintas representam diferencas significativas entre colunas. Letras
minusculas distintas representam diferencas significativas entre linhas.

Outra forma de estudar a toxicidade de drogas e viabilizar os testes in vivo é 0 ensaio
de hemolise. Esta técnica permite avaliar o potencial das substancias em causar lesdes
na membrana plasmatica da célula, seja pela formacédo de poros ou pela ruptura total
(COSTA-LOTUFO et al., 2002). Deste modo, os extratos de Z. syncarpum nao
apresentaram atividade hemolitica nas concentracdes testadas.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, o EEFZS apresentou atividade leishmanicida significativa contra L.
infantum e L. amazonenses, estando semelhante ao valor da Anfotericina. Isso aponta
para a espécie Z. syncarpum como fonte de compostos com potencial para o
desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.

Complementar aos resultados obtidos, estudos futuros devem ser tomados no sentido
de investigar as referidas atividades em infecg¢des, in vivo, assim como o fracionamento
na busca das substancias responsaveis pela agéo leishmanicida encontrada.

Outros resultados obtidos a partir deste estudo indicam que os extratos analisados
possuem compostos quimicos capazes de capturar radicais livres. Estas substancias
podem ser consideradas promissoras na busca de farmacos antioxidantes que
previnam doencas decorrentes do estresse oxidativo.
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