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Resumo
A tripanosomíase ou Doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e afeta de 7 a 8 milhões de pessoas na América Latina, o que torna essa doença um sério problema de saúde pública. A pesquisa por novas drogas tripanosomicidas é muito importante, pois existem somente duas drogas para tratamento e ambas apresentam eficácia limitada na fase crônica da doença, além de produzirem efeitos colaterias intensos. Considerando a biodiversidade de espécies vegetais brasileiras, como fonte de desenvolvimento de novos fármacos e a presença de flavonódes com atividade antiprotozoária no gênero Lonchocarpus, o presente trabalho tem como objetivo investigar a atividade tripanosomicida do extrato de raízes de Lonchocarpus cultratos, caracterizando o extrato obtido, através de isolamento e identificação de seus constituintes. Os extratos hexânico (LCH), diclorometânico (LCD) e extrato metanólico (LCM) foram obtidos, através de macerações exaustivas e sucessivas em hexano, diclorometano e metanol. Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas frente a diferentes concentrações dos extratos, para avaliar a atividade tripanosomicida. Valores de CI50 mostraram que o extrato LCH foi ativo, LCD muito ativo e LCM inativo. O extrato LCH foi submetidos a colunas cromatográficas (CC) e resultou no isolamento da substância codificada como LC-1. Os dados dos espectros de RMN de 1H e 13C de LC-1 foram comparados com os da literatura e mostraram que é a substância é um tipo de chalcona inseticida, identificada como Lonchocarpina. 
Introdução
A tripanosomíase americana ou Doença de Chagas foi descoberta pelo médico Carlos Chagas, que descreveu o parasita Trypanosoma cruzi como o agente causador da doença, o vetor, a transmissão e vários aspectos epidemiológicos (Zingales, 2011).

O Mal de Chagas é uma enfermidade que afeta cerca de 7 a 8 milhões de pessoas na América Latina. A transmissão pode ocorrer através de vetores, de forma congênita ou por transfusão de sangue contaminado, tornando esta doença um problema sério de saúde pública.
A terapia da tripanosomíase é problemática. Além dos sintomas decorrentes do comprometimento de orgãos vitais, existem somente duas drogas disponibilizadas para o tratamento: benzonidazol e nifurtimox. Ambas apresentam eficácia limitada na fase crônica e produzem efeitos colaterais intensos (Rassi, 2012).


O gênero Lonchocarpus da família Leguminosae se caracteriza por apresentar metabólitos secundários bioativos como por exemplo, flavonóides do tipo chalconas. Um levantamento bibliográfico sobre a planta Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo e H.C. Lima mostrou que existem poucos estudos sobre esta espécie vegetal, entretanto há registros de atividade antineoplásica e antimicrobiana relacionadas a chalconas isoladas das raízes desta espécie (Mello,1974 & Pires, 2011).
Assim, a biodiversidade da flora brasileira como fonte para o desenvolvimento de novos fármacos, o potencial dos flavonóides como agentes bioativos, o pouco conhecimento sobre a espécie L. cultratus, além da escassez de medicamentos para o tratamento da Doença de Chagas, motivaram a realização deste projeto, cujo objetivo principal é investigar a atividade tripanosomicida do extrato das raízes desta planta, caracterizando o extrato obtido, através de isolamento e identificação de seus constituintes.
Materiais e Métodos

Foram coletados 2,60Kg de amostras de raízes de L. cultratus. Uma exicata foi separada para a identificação botânica e depositada no Herbáreo da Unioeste sob no. UNOP 20. O restante do material vegetal foi seco em estufa de ar circulante e moído. 
Os extratos foram obtidos após 850g do material vegetal triturado ter sido submetido à maceração exaustiva e sucessiva em hexano, CH2Cl2 e MeOH, produzindo 10,05g dos extratos hexânico (LCH), 6,24g diclorometânico (LCD) e 85,28g metanólico (LCM).
Os bioensaios de atividade tripanosomicida foram realizados em triplicatas, com formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Triptose) frente a diferentes concentrações dos extratos LCH, LCD e LCM (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 µg.mL-1). No bioensaio também foram usados o controle branco (T. cruzi e meio de cultura), controle positivo (T. cruzi, meio de cultura e DMSO) e controle negativo (T. cruzi, meio de cultura e benznidazol nas mesmas concentrações dos extratos). A atividade tripanosomicida foi verificada, após 72 horas em estufa à 27°C, através de contagem do número de parasitas em câmara de Neubauer.
Os extratos LCH e LCD foram submetidos à colunas cromatográficas (CC), para o isolamento de constituintes. O perfil cromatográfico das frações obtidas foram caracterizados por cromatográfia em camada delgada (ccd). O extrato LCM não foi submetido à CC, porque não apresentou atividade tripanosomicida Os extratos LCH, LCD, LCM e a substância isolada foram analisados por RMN 1H e 13C, em espectrômetro Bruker (500 MHz), do Departamento de Química da Universidade Estadual de Maringá (UEM). 
Resultados e Discussão
A atividade tripanosomicida foi estudada, através da obtênção de CI50, que é a concentração miníma necessária para inibir 50% do crescimento de T. cruzi. Os resultados de CI50 são apresentados na Tabela 1.
Tabela 1. Resultados de CI50 dos extratos hexânico (LCH), diclorometânico (LCD), metanólico (LCM) e controle positivo benznidazol (BZN).

	Amostra
	CI50 (µg. mL-1)

	LCH
	13,94

	LCD
	9,14

	LCM
	1965

	

BZN
	2,97





Osorio et al. (2007)

 classificaram os extratos vegetais quanto a atividade tripanosomicida em: muito ativos (CI50 <10 µg. mL-1), ativos (CI50 >10 <50 µg. mL-1), moderadamente ativos (CI50 >50 <100 µg. mL-1) e inativos (CI50 >100 µg. mL-1). Os resultados da Tabela 1, considerando esta classificação, mostraram que o extrato LCH é ativo, o LCD é muito ativo e o LCM é inativo.

O extrato LCH (500 mg), após ser submetido à CC produziu 12 frações. As frações que mostraram perfis cromatográficos semelhantes foram reunidas e submetidas a outra CC em sílica gel, eluída em hexano:diclorometano e resultou no isolamento de 9 mg de um sólido amorfo de coloração amarelo-alaranjado codificado como LC-1. Os dados dos espectros de RMN de 1H e 13C de LC-1 foram comparados com os da literatura e mostraram que a substância isolada é um tipo de chalcona, identificada como Lonchocarpina (Fig 1). 
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Figura 1. Representação da estrutura da Lonchocarpina
Conclusão


Pode-se concluir que os extratos LCH e LCD apresentam atividade tripanosomicida e possuem potencial para um possível tratamento tripanocida. 


Além disso, foi possível a identificação da substância lonchocarpina, obtida do extrato hexânico, uma chalcona conhecida por apresentar atividade inseticida.

Futuros estudos devem ser realizados para avaliar a toxicidade do extrato.
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