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Introducao

A familia botanica Amaryllidaceae é conhecida desde a Antiguidade, devido a utilizacao de

suas espécies na medicina tradicional. As diversificadas atividades terapéuticas destas
espécies sao atribuidas especialmente aos seus alcaloides, pertencentes a classe dos
isoquinolinicos (presentes principalmente na familia Amaryllidaceae), em concentracdes e
variedades estruturais muito interessantes . Até o momento cerca de 500 alcaloides
estruturalmente distintos ja foram isolados, sendo que das 110 espécies existentes ainda
restam muitas por serem investigadas 2. Alcaloides desta familia tem demonstrado atividades
bioldgicas importantes, incluindo antiviral, citotéxica, antitumoral e proé-apoptdtica 3. O
género Hippeastrum, tem grande ocorréncia na América do Sul, sendo que no Estado do Rio
Grande do Sul ja foram relatadas 8 espécies, tornando este fato um atrativo para o
desenvolvimento de novas investigacdoes quimicas. Estudos prévios do conteudo alcaloidico
em Hippeastrum revelam a ocorréncia principal dos seguintes nucleos: licorina e tazetina,
seguido por montanina e crinina 4. Trichomonas vaginalis é o parasito causador da
tricomonose, reside no trato urogenital do homem e da mulher causando vaginite, uretrites e
prostatites >. Diversas consequéncias na saude de pacientes com tricomonose estdo relatadas,
incluindo complicacdes na gestacao, infeccoes associadas a doenca inflamatodria pélvica,
predisposicdo ao cancer cervical, aumento dos riscos de infertilidade e infeccdes pelo HIV®. E
por ndo possuir mitocondrias, utiliza os hidrogenossomos para produzir energia’.

Materiais e Métodos

Bulbos secos de Hippeastrum morelianum e Hippeastrum santacatarina foram
triturados em moinho de facas , sendo cada um submetido a maceracao em
etanol 96 % por 24 horas e posterior eliminacao do solvente em evaporador
rotatdorio. O marco vegetal foi recolocado em maceracao, repetindo-se o
processo descrito anteriormente até reacao negativa frente aos reativos de
precipitacao de alcaloides, obtendo-se, assim, um extrato bruto, que foi
submetido a extracdo acido-basica de alcaloides (Fig. 1 ).

Para a realizacao da avaliacao farmacologica, o isolado clinico TV-VP60 e o
isolado padrao 30236 de Trichomonas vaginalis foram cultivados em meio
Tripticase- Extrato de Levedo- Maltose (TYM) pH 6,0 suplementado com 10%
(v/v) de soro bovino inativado, a 37°C. Foram realizados andlise por CLAE-PDA
e ensaio de citotoxicidade (experimentos com cinética de crescimento).
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Resultados e Discussao

A partir do extrato B de Hippeastrum morelianum Lem. (vide figura 1) foi realizada
cromatografia liquida a vacuo em silica gel com diferentes eluentes, sendo que a fracao eluida
com n-butanol foi purificada em cromatografia em coluna isolando-se o alcaloide candimina. A
partir do extrato B de Hippeastrum santacatarina, isolou-se o alcaldide licorina através de
cromatografia em coluna.

A integridade estrutural dos alcaloides foi avaliada apds incubacao com T. vaginalis durante
24h. A licorina mostrou-se intacta apods recuperacao a partir do meio de cultura e avaliacao do
perfil cromatografico em CLAE-PDA em comparacao ao padrao de referéncia. Por outro lado,
de acordo com a mesma analise cromatografica a candimina recuperada do meio de cultura
apresentou variacoes no tempo de retencao em relacao ao padrao de referéncia. A partir
desses dados e considerando a possivel instabilidade do anel lactona presente na candimina
sugere-se que durante o metabolismo do parasito possa ocorrer uma hidrolise e consequente
abertura do anel. Esses resultados preliminares indicam que alguma modificacao estrutural
poderia ocorrer na molécula da candimina durante a incubacao com T. vaginalis enquanto a
licorina permanece intacta (Fig. 2 ).

Para o ensaio de citotoxicidade dos alcaloides frente ao parasito T. vaginalis , uma curva de
crescimento foi desenvolvida, com o isolado clinico TV-VP60, onde a cinética de crescimento
dos parasitos foi avaliada na presenca e na auséncia de alcaloides. Considerando os
resultados da licorina verifica-se que o numero maximo de parasitos tratados é similar ao
controle com um atraso de 12h, considerando ambos os inéculos iniciais (Fig. 3A). Quando os
trofozoitos tratados foram centrifugados apds 12h e inoculados em meio novo, sem licorina,
desenvolveram uma curva de crescimento idéntica ao controle (Fig. 3B). Os resultados para
candimina verifica-se que apods 60h de incubacao a curva de parasitos tratados atingiu os
mesmos valores do controle (Fig. 4A). Quando os trofozoitos foram centrifugados apds 12h e
inoculados em meio novo, sem candimina, desenvolveram uma curva de crescimento idéntica
ao controle (Fig. 4B), assim como observado para licorina no mesmo experimento.Uma
possibilidade para entendimento desses resultados é que uma parcela dos trofozoitos nao
afetados pelos alcaloides seriam os responsaveis pelo aumento do numero total de trofozoitos
observados na curva de crescimento. E a reversao do efeito citotoxico sugere que o efeito
dos alcaloides nao é persistente, ou seja, na auséncia recupera a cultura.
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Fig.1. Obtencao dos extratos de alcaloides.
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Fig.2. Cromatograma demonstrando o perfil dos alcaloides apds incubagcao com T. vaginalis.

A multidisciplinaridade deste trabalho, assim como os intrigantes aspectos envolvidos nas
guestoes de morte celular de amitocondriados abrem algumas perspectivas como a
continuidade da investigacao quimica da familia Amaryllidaceae, especialmente de seus
alcaloides; continuacao da investigacao antiparasitaria e nanoencapsulacao destes alcaloides
visando direcionar a substancia ativa.
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Fig.3A: NUmero maximo de parasitos tratados
é similar ao controle com um atraso de 12

Fig.3B: Quando centrifugados apds 12 horas
e inoculados em meio novo (sem licorina),
curva de crescimento idéntica ao controle.
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Fig.4A: Nimero maximo de parasitos tratados Fig.4B: Quando centrifugados apds 12 horas
é similar ao controle com um atraso de 12 e inoculados em meio novo (sem candimina),

horas.

curva de crescimento idéntica ao controle.



