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RESUMO

Os principais medicamentos recomendados para o tratamento das leishmanioses
cutaneas e viscerais sao os derivados dos antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato
de sédio (Pentostan®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®), entretanto, estio longe
de serem as drogas ideais, pois ndo sdo ativos quando administrados oralmente e necessitam
de um longo periodo de tratamento. Além disso, os efeitos toxicos podem revelar a
intolerancia destes medicamentos por muitos pacientes. Considerando que a leishmaniose ¢
endémica em varias regides do Brasil, a busca de produtos naturais que sejam efetivos no
tratamento da leishmaniose ¢ muito importante, pois a disponibilidade de tais produtos podera
contribuir para o controle da doenca. O presente trabalho teve como objetivo investigar a
atividade do eupomatenodide-5, substancia isolada das folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC.
var. pallescens (C. DC.) Yunck., (Piperaceae), sobre formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis cepa MHOM/BR/75/Josefa. Foi avaliada também a toxicidade da
substancia sobre cultura de macrofagos J774G8 e o efeito na interagdo parasita-hospedeiro. O
processo de extracdo e fracionamento das folhas de Piper regnellii var. pallescens foi
realizado através de métodos cromatograficos de adsor¢do chegando ao isolamento da
neolignana dihidrobenzofurdnica: o eupomatenoide-5. Esta substancia foi identificada por
analise espectral de RMN H, B¢, comparada com dados da literatura. Na concentragdao de
9ug/ml, apresentou 50% de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis apds 72 h de incubagdo a 28°C. Nessas condigdes, significativas alteragdes
ultraestruturais do protozodario foram visualizadas através da microscopia eletronica de
transmissdo. A toxicidade do eupomatendide-5 sobre cultura de macrofagos so6 foi observada

em concentracdo acima da necessaria para inibir o crescimento do protozodrio. O efeito do



eupomatendide-5 na interagdo leishmania-macrofago € maior quando os parasitas sdo tratados

antes da interagao.

Palavras chave: Leishmania amazonensis, Piper regnellii, atividade antileishmania, plantas

medicinais, eupomatenoide-5, neolignanas, citotoxicidade, ultraestrutura.



ABSTRACT

The main remedies recommended to the treatment of cutaneus and viceral
leishmaniasis are derived from the pentavalents antimonials such as sodium estibogluconate
(Pentostan®) and meglumine antimonial (Glucantime®), however they are far to be ideal drugs
because they are not active when administered orally and need a long period for the treatment.
Besides, the side effects can reveal the patients intolerance for this medicaments. Considering
that leishmaniasis is endemic in various regions of Brazil, the quest for herbal remedies that
are effective for the treatment of this illness is very important, thus the availability of this
products could contribute to the its control. The aim of the present work was to invetigate the
activity of eupomatenoid-5, isolated from leaves of Piper regnelli (Miq.) C. DC. var.
pallescens (C. DC.) Yunck (Piperaceae), over promastigote and amastigote forms of
Leishmania amazonensis strain MHOM/BR/75/Josefa. Toxicity of eupomatenoid-5 on
J774G8 macrophages and its effect on host-parasite interaction was also evaluated The
extraction process and fractionation of Piper regnellii var. pallescens leaves was realized by
adsorption chromatography and the compound dihidrobenzofuranic neolignan (eupomatenoid-
5) was isolated and characterized by RMN "H, "*C spectroscopy, comparing to literature data.
At 9ug/ml eupomatenoid-5 presented an inhibitory growth concentration of 50% against
promastigotes after 72 h at 28°C. Under these conditions, significative ultrastructural
alterations of the protozoa were visualized through transmission electron microscopy. The
toxicity of eupomatenoid-5 against macrophages cell cultures was observed at concentrations
higher than the necessary to inhibit the protozoa growth. The effect of eupomatenoid-5 in the
leishmania-macrophage interaction is higher when the parasites are treated before the

interaction.
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1 INTRODUGAO

1.1 IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais tém sido utilizadas desde tempos antigos como medicamentos para
o tratamento de varias doencas (SCHENKEL et al., 2003).

Ap6s séculos de uso empirico de preparacdes a base de ervas, o primeiro isolamento
de principios ativos, no comeco do século XIX, marcou a nova era da pesquisa moderna
envolvendo plantas medicinais (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). A descoberta da
atividade biologica dessas substincias deu origem a uma nova possibilidade de intervengéo
terapéutica (SCHENKEL et al., 2003).

Com a chegada do século XX, o interesse por drogas derivadas de plantas aumentou
expressivamente apesar de toda tecnologia dos medicamentos sintéticos. A busca por novos
principios ativos isolados de plantas e o interesse nos estudos de compostos naturais ativos
como modelo para sintese de substincias andlogas mais potentes e seletivas, que podem ser
obtidas relativamente com maior facilidade e talvez a custos menores, motiva as companhias
farmacéuticas a investigarem plantas como fontes de novas estruturas e também para o
desenvolvimento de fitoterapicos padronizados que mostrem eficacia, seguranca e qualidade
(BREVOORT, 1995; DE SMET, 1997; BLUMENTHAL, 1999).

Cerca de 25% das drogas prescritas em todo o mundo tem origem de plantas. Das 252
drogas consideradas como basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
11% possuem origem exclusivamente de plantas e um numero significativo de drogas

sintéticas ¢ obtido de precursores naturais (RATES, 2001). De acordo com a Organizagdo
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Mundial da Satide (OMS), devido a pobreza e dificuldade ao acesso a medicina moderna, 65-
80% da populagdo mundial que vive em paises em desenvolvimento depende essencialmente
de plantas para os cuidados primarios com a saude (AKERELE, 1993).

Apesar da grande utilizacdo de plantas na medicina popular, para a grande maioria dos
fitoterapicos comercializados faltam evidéncias laboratoriais comprobatorias de eficacia e
seguranga, sendo que seus supostos méritos terapéuticos devem-se principalmente a
informagdes empiricas e subjetivas da medicina folclorica (BRAGANCA, 1996). Sendo
promovidos como naturais e, portanto, inofensivos, estes produtos ndo sao absolutamente
livres de efeitos adversos (EDZARD, 1998). E importante apontar que 11,1% das plantas
estudadas tém sido relatadas como tendo efeitos toxicos. Esta consideracdo aumenta a
preocupacao sobre o uso popular e o abuso no emprego de plantas no tratamento de diversas
doencas (BRITO; BRITO, 1993).

Uma avaliagdo cientifica das plantas medicinais utilizadas tradicionalmente forneceu
para a medicina moderna, drogas efetivas para o tratamento de doengas parasitarias. Trés das
maiores classes de drogas anti-protozodrias possuem origem de plantas. Dentre elas estdo a
quinina, isolada da Cinchona succirubra, que foi a primeira droga antimalérica descoberta; a
emetina, uma droga amebicida obtida da Cephaelis ipecacuanha e o endoperoxido
sesquiterpeno artemisim, isolado da Artemisia annua, com atividade anti-maléarica (IWU et
al., 1994).

Outro aspecto a ser ressaltado ¢ a quantidade de plantas existentes no planeta, sendo a
maioria desconhecida sob o ponto de vista cientifico. Menos de 10%, das aproximadamente
250 mil espécies existentes, tém sido investigadas cientificamente por suas propriedades
farmacologicas (ANTHONY et al, 2005).

As plantas medicinais estdo distribuidas mundialmente, mas existe em maior

abundéncia nos paises tropicais. A floresta Amazonica ¢ um extenso e heterogéneo territorio
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que contém um grande nimero de espécies ainda ndo descritas (SCHULTES, 1979;
GENTRY, 1982) e varias tribos indigenas com ampla experiéncia com plantas medicinais.

A procura por agentes antimicrobianos ¢ ainda um desafio enfrentado por muitos
laboratérios de fitoquimica. Contudo, prioridades tém de ser dadas para infeccdes tropicais e
doencas cronicas, onde as medicagdes atuais provocam sérias inconveniéncias e o estudo dos
remédios a base de ervas pode levar ao desenvolvimento de drogas mais seguras, de menor
custo e menos toxicas do que os medicamentos existentes (EDITORIAL, 1994).

Espécies da familia Compositae (Asteraceae) e Leguminosae sdo as mais estudadas no
Brasil. Algumas vezes a investigacdo biologica ¢ realizada somente com a planta no seu
estado bruto, sem pesquisas adicionais na atividade de diferentes extratos ou mesmo na
tentativa do isolamento dos compostos ativos. A cada dia, um numero cada vez maior de
grupos de pesquisadores brasileiros estd se conscientizando e se interessando em pesquisas
com plantas medicinais. Além disso, em muitos estados brasileiros, alguns projetos
governamentais estdo introduzindo o uso de fitoterapicos nos servigos de saude publica, o que
mostra o valor da medicina popular (BRITO; BRITO, 1993).

O panorama da fitoquimica ¢ muito importante e decisivo para o Brasil, num futuro
proximo, ao considerar sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo e as possibilidades que se
observam para o desenvolvimento de novos medicamentos. Analisando todas as fases do
desenvolvimento da quimica de plantas medicinais, pode-se evidenciar sua importancia, nao
s6 como embasamento cientifico de uma medicina alternativa, mas como fonte de novos e

potentes farmacos (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001).
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1.2 LEISHMANIOSES

Atualmente, as leishmanioses sdo prevalentes em quatro continentes (americano,
africano, asiatico e europeu), sendo que 88 paises sdo considerados zonas endémicas e destes,
72 s@o paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001 a). Dos
casos de leishmaniose cutanea, 90% ocorrem em 7 paises: Afeganistdo, Paquistdo, Argélia,
Ira, Peru, Arabia Saudita, Siria e Brasil. A maioria dos casos de leishmaniose visceral (90%)
ocorrem em areas rurais e suburbanas de 5 paises: Bangladesh, India, Nepal, Brasil e Sudio.
Estima-se que a incidéncia de leishmaniose cutinea seja de 1 a 1,5 milhdes de casos por ano.
Para leishmaniose visceral, o nimero estimado ¢ de 500 mil casos ano, sendo que as
leishmanioses estdo associadas com aproximadamente 70.000 mortes por ano (MURRAY et
al., 2005)

Segundo Desjeux (2004) ha uma grande diferenca entre o numero de casos ocorrentes
e o numero de casos registrados. Como a declaragdo € obrigatoria somente em 32 dos 88
paises afetados por leishmanioses, um numero significativo de casos nunca ¢ registrado
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001 b).

A leishmaniose tegumentar ¢ uma doenca endémica em varios Estados do Brasil com
numero crescente de notificagdes, atingindo 490.606 casos confirmados no periodo de 1980 e
2001. As regides norte e nordeste sdo as que apresentam o maior niumero de casos, com
73,6% desta totalidade. Neste mesmo periodo, o Estado do Parana confirmou 10.345 casos da
doenga, cerca de 2,1% da incidéncia brasileira (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,

2001).



25

A doenga pode manifestar-se de varias maneiras dependendo da espécie do parasita
que esta causando a infeccdo e do sistema imunologico do hospedeiro. As formas clinicas da
doencga podem ser divididas em dois grupos principais: a forma tegumentar ¢ a forma visceral.

A forma tegumentar pode ser subdividida em leishmaniose cutinea localizada, cutanea
difusa e cutaneomucosa. A leishmaniose cutanea localizada afeta principalmente locais mais
propicios para a picada do inseto como o rosto, nariz, bragos e pernas. E causada por parasitas
dos complexos L. mexicana ¢ L. braziliensis. No local da picada, forma-se uma papula que
evolui para a formacdo de um nodulo. As lesdes ulcerosas indolores podem ser rasas ou
profundas com bordos elevados, e podem progredir espontaneamente para a cura apos 6 a 12
meses (GREVELINK; LERNER, 1996).

A leishmaniose cutanea difusa ocorre em individuos imunodeprimidos infectados por
espécies como L. amazonensis, L. mexicana ¢ L. pifanoi (DESJEUX, 2004). A doenga tem
inicio com uma lesdo primaria no local da picada e se dissemina pelo corpo por via
hematogénica ou linfatica, levando ao aparecimento de nodulos nao ulcerativos espalhados
por todo o corpo. Nesta forma da doenca, as lesdes sdo ricas em parasitas (GREVELINK;
LERNER, 1996).

A leishmaniose cutaneomucosa é comumente causada pela espécie L. braziliensis. Os
pacientes podem apresentar as lesdes cutancomucosas dentro de 2 a 10 anos apds o
aparecimento da lesdo cutanea. As lesdes ocorrem devido a disseminacdo por via
hematogénica ou linfatica que afetam regides nasofaringeas. Pode ocorrer mutilagdo do septo
nasal, palato, faringe, gengivas e labios. A invasdo do trato respiratério pode resultar em
comprometimento da respiragdo ¢ da degluticdo, que pode levar o paciente ao Obito
(GREVELINK; LERNER, 1996).

A leishmaniose visceral ¢ uma doenca sist€émica causada pela disseminagdo do

protozoario por todo sistema fagocitico mononuclear e ¢ caracterizada por febre,



26

hepatoesplenomegalia, pancitopenia, linfadenopatia, emagrecimento e estado de debilidade
progressivo, levando o paciente ao dbito se ndo for submetido ao tratamento especifico. Pode
ser causada por L. donovani, L. infantum ou L. chagasi (BERMAN, 1997, HERWALDT,

1999).

1.2.1 Ciclo de vida de Leishmania

O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios unicelulares, heteroxénicos,
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Foram descritas cerca de 30
espécies de Leishmania podendo ser agrupadas em dois subgéneros: Viannia, que compreende
apenas o complexo Leishmania braziliensis; Leishmania, constituido pelos complexos
Leishmania donovani e Leishmania mexicana (CUPOLILLO et al., 2000).

A espécie L. amazomensis, pertence ao subgénero Leishmania e ao complexo
Leishmania mexicana e ¢ responsavel principalmente pela forma tegumentar da doenga
(GENARO, 1995) podendo também causar a leishmaniose visceral (HERWALDT, 1999). Os
hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos (roedores, marsupiais,
canideos e primatas) e os invertebrados sdo os insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, género Lutzomya (GENARO, 1995).

No trato digestivo dos hospedeiros invertebrados ¢ encontrada a forma flagelada
promastigota ¢ no sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados, a forma
amastigota que apresenta um curto flagelo (MICHALICK, 1995).

A doenca pode ser transmitida por insetos dos géneros Lutzomya, Phlebotomus e

Psychodopygus de acordo com a espécie do protozoario (GREVELINK; LERNER, 1996). Os
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hospedeiros vertebrados, que incluem uma grande variedade de mamiferos, sdo infectados
quando as formas promastigotas infectantes sdo inoculadas pelas fémeas dos vetores, durante
o repasto sangiiineo, onde a saliva do inseto parece exercer um papel importante por conter
substancias vasodilatadoras que aumentam o fluxo de células sangiiineas para o local da
picada. As formas promastigotas sdo entdo fagocitadas pelos macrofagos teciduais e se
transformam rapidamente em formas arredondadas sem flagelo aparente, amastigotas. Os
protozoarios estabelecem-se no fagolisossomo dos macréfagos e resistindo a a¢ao destruidora
das enzimas lisossomais, multiplicam-se por divisdo binaria ocupando um compartimento
denominado de vactiolo parasitoforo. A membrana do macrofago rompe-se liberando as
formas amastigotas no tecido que sdo novamente fagocitadas por outros macrofagos. A
infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre no momento do repasto sangiiineo em individuo
ou animal infectado, onde o inseto adquire as formas amastigotas que se transformam em
promastigotas no intestino do inseto, completando o ciclo biologico (MICHALICK, 1995;

GREVELINK; LERNER, 1996).

1.2.2 Interacao parasita-hospedeiro

As leishmanias estabelecem com o hospedeiro vertebrado uma interacdo parasita-
hospedeiro complexa. A resposta imune antileishmania parece ser um processo dependente do
genotipo do hospedeiro, pois estudos comprovaram que algumas espécies de camundongos
sdo susceptiveis a doenga enquanto outras sdo resistentes (ROBERTS et al., 1997). Sabe-se
que formas promastigotas de Leishmania ligam-se a algumas moléculas presentes na

superficie dos macréfagos, como receptores de complemento, facilitando sua internalizagdo,
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além disso, glicoproteinas presentes na superficie do parasita aumentam sua viruléncia.
Lipofosfoglicana (LPG) ¢ uma das moléculas presentes em abundancia na superficie de
formas promastigotas de Leishmania importante na fase de estabelecimento do parasita no
interior do macréfago. A LPG inibe o estresse oxidativo, um processo natural que ocorre apds
a fagocitose e também a atividade hidrolitica das enzimas lisossomais (AWASTHI et al.,
2004).

Os macréfagos, quando ativados por produtos microbianos e virais (proteinas,
lipideos, polissacarideos), imuno-complexos e varios antibioticos, produzem entre outras
moléculas o 6xido nitrico (NO), molécula derivada a partir do aminoacido L-arginina com
fungdes antitumoral ¢ antimicrobiana in vitro e in vivo (NATHAN, 1992). A via do 6xido
nitrico ¢ regulada enzimaticamente pela 6xido nitrico sintase induzida (iNOS).

A via de produgdo do NO pode estar envolvida na morte de determinados parasitas.
Muitos patdégenos dependem da arginina exdgena para sua proliferacdo, portanto, a deplegao
da arginina pela ativagdo da iNOS em macrofagos pode levar a morte do mesmo (OLDS et
al.,, 1980; PIACENZA et al., 2001). Outro possivel mecanismo sugere que N®-hidroxi-L
arginina, produto intermedidrio da via L-arginina-iNOS-NO, contribui para a morte da forma

intracelular da leishméania de modo NO-independente (INIESTA et al., 2001).

1.2.3 Tratamento das leishmanioses

Os principais medicamentos recomendados para o tratamento das leishmanioses
cutaneas e viscerais sao os derivados dos antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato
de sodio (Pentostan®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®), que foram introduzidos

na terapéutica ha mais de meio século (CROFT; COOMBS, 2003). Entretanto, os antimoniais
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estdo longe de serem as drogas ideais, pois ndo sdo ativos quando administrados oralmente ¢
necessitam de um longo periodo de tratamento (CROFT, 1988). Além disso, os efeitos
toxicos, incluindo mialgias, pancreatite, anemia e leucopenia podem revelar a intolerancia
desses medicamentos por muitos pacientes. Os antimoniais pentavalentes interferem na
producdo de energia em amastigotas de Leishmania, comprometendo toda a atividade da
célula (BERMAN, 1988).

Uma segunda linha de compostos usados no tratamento dos casos que ndo respondem
a terapia convencional incluem pentamidinas (GENARO, 1995; GREVELINK; LERNER,
1996) e anfotericina B (SERENO et al.,, 2000). As pentamidinas se ligam ao DNA do
cinetoplasto do parasita causando danos ao protozodrio (CROFT; COOMBS, 2003). Esta
droga também ¢é responsavel por diversos efeitos colaterais. O principal sitio de agdo da
anfotericina B em promastigotas de Leishmania parece ser os esterois de membrana, de modo
que esta ligacdo resulta na perda da permeabilidade celular (SAHA et al., 1986; COHEN,
1998).

As drogas de administragdo oral tém sido estudadas para o tratamento das
leishmanioses. Antifingicos derivados do imidazol e triazol, como o cetoconazol e
itraconazol, que bloqueiam a sintese do ergosterol, também tém se mostrado efetivos contra
algumas espécies de Leishmania (BERMAN et al., 1984; VANNIER-SANTOS et al., 1995).
Analogos lisofosfolipidicos como a eldefosina, ilmofosina e miltefosina tém sido estudados
como agentes quimioterapicos no tratamento de doencas causadas por tripanossomatideos
(DE CASTRO et al; 2004). Resultados clinicos sugerem que a miltefosina ¢ a primeira droga
de via oral efetiva e segura em casos de leishmaniose cutdnea e visceral (FISCHER et al;
2001). Os principais efeitos colaterais observados nesses resultados foram relacionados ao

trato gastrointestinal.
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Devido ao aumento da incidéncia de casos de leishmanioses, existe uma grande
procura por novas terapias que substituam as atuais, ou seja, com menor duracdo de

tratamento, drogas nao parenterais, menos toxicas ¢ mais efetivas (BERMAN, 1997).

1.3 PRODUTOS NATURALIS E ATIVIDADE ANTILEISHMANIA

Os produtos naturais apresentam um grande potencial para a descoberta de novos
agentes seletivos para o tratamento de doengas tropicais importantes causadas por
protozoarios. Alcaldides, terpenos, flavondides e quinonas sio exemplos que ilustram a
diversidade de compostos encontrados em plantas que podem apresentar atividade seletiva em
relagdo ao parasita. Portanto, podem ser objetos de estudo para a identificacdio de novas
drogas e para modifica¢des semi-sintéticas para melhorar a atividade terapéutica e diminuir os
efeitos toxicos do composto (WRIGHT; PHILLIPSON, 1990).

Fournet et al., em 1992, realizaram um estudo com a planta boliviana Pera benensis
utilizada na medicina popular para o tratamento de leishmanioses cutaneas. Trés substancias
conhecidas como naftoquinonas foram isoladas e identificadas como 3,3’-biplumbagina, 8,8’-
biplumbagina e plumbagina e que apresentaram efeito contra Leishmania brasiliensis, L.
amazonensis e L. donovani.

Em 1998, Aragjo et al. isolaram um isoflavonoide (7,3’-diidroxi-4’-metoxi-isoflavona)
e dois diarileptanoides (2[B-(p-hidroxifenil)-etil]-6-(p-hidroxifenil) tetrahidropirano e 3-
hidréxi-1,7-bis-(4’,4”-dihidroxifenil)-heptano das cascas de Centrolobium sclerophyllum que
apresentaram ICsy de 140 nM, 77 nM e 86 nM, respectivamente, contra formas promastigotas

de L. amazonensis.
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Modificacdo estrutural a partir de moléculas isoladas de plantas também tem sido
utilizada para avaliar a atividade antileishmania. Aragjo et al. (1999) evidenciaram este fato,
realizando modificagdes estruturais na molécula de curcumina, derivado de Curcuma longa.
O composto com maior atividade contra formas promastigotas de L. amazonensis foi o
derivado metilcurcumina com ICo=35uM. Este composto também reduziu em 65,5% o
tamanho da lesdo in vivo.

O ¢leo essencial das folhas de Croton cajucara apresentou excelente atividade na
inibicdo do crescimento de promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Alteracdes
morfoldgicas como destruicdo da cromatina nuclear e do cinetoplasto foram observadas
quando formas promastigotas foram tratadas com 15 ng/ml do 6leo. O linalol, um alcool
terpénico, ¢ o constituinte principal do 6leo, tendo maior atividade leishmanicida do que o
oleo essencial (ROSA et al., 2003).

Tiuman et al. (2005) isolaram de partes aéreas de Tanacetum parthenium uma lactona
sesquiterpénica denominada partenolideo. Esta substincia quando aplicada sobre formas
promastigotas de L. amazonensis in vitro apresentou ICso de 0,37 pg/ml e DLog de 1 pg/ml.
Intensa atividade exocitica na regido da bolsa flagelar foi observada através de microscopia
eletronica de transmissao.

Com os estudos citados acima, pode-se afirmar que plantas medicinais possuem
caracteristicas que as tornam possiveis fontes de moléculas quimicas e protdtipos para o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos contra as leishmanioses.
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1.4 Piper regnellii

A familia Piperaceae pertence a classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae,
subordem Nymphaeiflorae e ordem Piperales (MAcCRAE; TOWERS, 1984; SANTOS et al.,
2001), sendo pantropical com espécies distribuidas pelas Américas (FIGUEIREDO;
SAZIMA, 2000). O género Piper inclui um grande numero de espécies popularmente
conhecidas como caapeba, capeba ou pariparoba (PARIPAROBA, 1984). Algumas espécies
sdo utilizadas na medicina popular como antiblenorragicas, desobstruentes, diuréticas,
emolientes e em casos de pleurite (BALBACH, 1974). Sdo também utilizadas na producado de
oleos essenciais de interesse nas industrias farmacéuticas e de inseticidas (MAIA et al., 1987).

Varias substancias fisiologicamente ativas tém sido isoladas de espécies de Piperaceae
podendo ser destacadas as amidas, os alcaldides, as lignanas, as neolignanas, os terpenos, os
esteroides, as chalconas, ¢ os flavonoides (SENGUPTA et al., 1987; PARMAR et al., 1997,
SANTOS et al., 2001). Piper regnellii var. pallescens ¢ uma planta arbustiforme de 1m de
altura com folhas alternadas, grandes, com limbo cordiforme, 18cm de comprimento; peciolo
de 2,5 — 5,5 cm de comprimento, nervuras pubescentes; inflorescéncia em amentos opostos
aos peciolos, solitarios, menores que as folhas, com pedinculo pubescente, de cerca de 2 cm

de comprimento. Floresce em agosto (PARIPAROBA, 1984).

Figura 1: Aspecto das folhas da espécie vegetal P. regnellii var. pallescens
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Estudos fitoquimicos da raiz de P. regnellii mostraram um actmulo de vérios
fenilpropandides e neolignanas dihidrobenzofuranicas incluindo conocarpano como o
composto majoritdrio (BENEVIDES et al.,, 1999). O o6leo essencial da P. regnellii foi
analisado por Costantin et al. (2001). Os constituintes majoritarios encontrados foram a
mircena (52,60%) e o linalol (15,89%) e apresentaram atividade inibitoria do crescimento de
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Holetz et al. (2002) monstraram que a P. regnellii
var. pallescens apresenta atividade contra as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus
e Bacillus subtilis, gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e E. coli e contra os fungos
Candida krusei e Candida tropicalis.

Pessini (2003) isolou pela primeira vez, a partir da var. pallescens, quatro neolignanas
dihidrobenzofuranicas: conocarpano, eupomatendide-3, eupomatenodide-5 e eupomatendide-6,
jé descritas na literatura para a espécie vegetal P. regnellii var. regnellii.

O resultado de uma triagem envolvendo 19 extratos de plantas medicinais na
concentragdo de 100 pg/ml indicou que apds 72 h de incubagdo, 5 extratos, entre eles o da
Piper regnellii, promoveram uma inibicdo superior a 90% no crescimento de formas
promastigotas de L. amazonensis (LUIZE et al., 2005). Outro estudo realizado por Luize
(2004) demonstrou que a substancia isolada desta planta, o eupomatendide-5, possui atividade
tripanocida.

Considerando que as plantas medicinais constituem uma fonte de compostos organicos
com propriedades bioldgicas e que substancias isoladas de Piper regnellii estdo associadas a
varias atividades bioldgicas, a substidncia eupomatenoide-5 foi selecionada neste trabalho para

avaliar a atividade contra Leishmania amazonensis.
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2 OBJETIVOS

b)

d)

Avaliar o efeito do eupomatenoide-5, isolado das folhas de P. regnellii var. pallescens,
no crescimento de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis in

vitro.

Realizar ensaios de citotoxicidade, utilizando o eupomatendide-5 em macrofagos

J774G8, através do método colorimétrico da sulforodamina B.

Analisar o efeito do eupomatendide-5 na interagdo de L. amazonensis com macrofagos

J774G8.

Analisar as alteracdes morfologicas e estruturais das formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com eupomatendide-5 utilizando técnica de microscopia

fotdnica comum e eletronica de transmissao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DA PLANTA

As folhas de Piper regnellii var. pallescens foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais Prof* Irenice Silva do campus da Universidade Estadual de Maringa (UEM). A
espécie vegetal foi identificada por MSc. Marilia Borgo, do Departamento de Boténica da
Universidade Federal do Parana (UFPR), e uma exsicata foi depositada como documento

taxonomico no Herbério da UEM, sob niimero de registro HUM 8392.

3.2 SECAGEM DA PLANTA

O material coletado foi seco em estufa de ar circulante (QUIMIS®, modelo Q-31) a
temperatura de 40°C, durante 72 horas ¢ moido em moinho de facas TECNAL MARCONI

(Modelo TE 048), acondicionado e armazenado em local seco e ao abrigo da luz.
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3.3 DADOS ESPECTROMETRICOS

As analises por ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais de 'H e "°C
foram realizadas em espectrometro VARIAN, modelo GEMINI 2000 BB, 300 MHz para 'H e
75,45 MHz para 3C. Foi utilizado o solvente cloroférmio deuterado, e como referéncia

interna o TMS (6=0,0 ppm).

3.4 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Na preparagdo por coluna cromatografica (CC) de adsorcao, foi utilizada coluna de
vidro com 3,0 cm de didmetro e 35,0 cm de comprimento acoplada a Kitassato e este
conectado a uma bomba de vacuo.

Como fase estacionaria, foi utilizada silica gel 60 (70-230 mesh ASTM MERCK®) e
como fase movel foram desenvolvidos varios sistemas eluentes p. a. (Synth), com solventes
puros ou misturas de dois solventes, variando a propor¢ao entre os mesmos. As fragdes foram
eluidas em CC pelos solventes em ordem crescente de polaridade. Em seguida foram
concentradas em aparelho evaporador rotatorio (modelo: R-114 — BUCHI) a pressdo reduzida
com temperatura de 40 °C até completa eliminacdo do solvente. As sub-fracdes foram
coletadas em tubos de ensaio e os solventes foram secos a temperatura ambiente.

Para a realizagdo de cromatografia em camada delgada (CCD), foram utilizadas placas

de vidro de 5 x 10 cm preparadas com uma espessura de 0,5 mm de silica gel GFjs4, ativadas
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a 105-110 °C por 30 minutos. Como fase mével foram utilizados solventes puros ou misturas
binarias de polaridades diferentes.
A visualizacdo das substancias nas placas de CCD foi feita pela revelacdo em vanilina

sulfurica (2%).

3.5 ISOLAMENTO DO EUPOMATENOIDE-5

3.5.1 Preparacio dos extratos brutos

As folhas secas e moidas (273,13 g) foram submetidas a extracdo, na propor¢ao 1:10
(material vegetal:solvente) pelo processo de maceragdo durante 5 dias a temperatura ambiente
(PRISTA, et al., 1975) com solug¢des hidroetanolicas preparadas a 90% (v/v).

Os extratos foram filtrados e concentrados a pressdo reduzida em evaporador
rotatorio, a temperatura de 40°C. Apds a eliminacgao do solvente foi adicionada agua destilada,
sendo a parte solivel em agua denominado de extrato bruto fase aquosa, que foi
posteriormente congelado em nitrogénio liquido e liofilizado (liofilizador — modelo: 1-2
CHRIST ALPHA). O liofilizado foi acondicionado em frasco pléastico hermeticamente
fechado e mantido em freezer.

A parte do extrato insolivel em 4gua (residuo) foi solubilizada em acetato de etila e
denominado de extrato bruto fase acetato, evaporado a temperatura ambiente, armazenado em
frascos de vidro e mantido em freezer (Fluxograma 1). O processo de maceracao foi repetido

por 5 vezes até completa extracao.
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O extrato bruto fase acetato 90% foi analisado por CCD, eluida na fase mével hexano:

acetato de etila (7:3, v/v) e reveladas com solucdo de vanilina sulfurica (2%).



Material Vegetal (273,13g)

Processo de maceragdo

Extrato hidroetanolico 90%

(2000 mL)

Liofilizacdo

Filtragdo e Concentracao

(22,34 g)

Fase aquosa 90%

Residuo

Fase acetato 90%
(27,11 g)

Fluxograma 1: Procedimento para obtencdo do extrato hidroetanodlico 90% (fase aquosa e
fase acetato) das folhas de P. regnellii var. pallescens.

39
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3.5.2 Fracionamento do extrato bruto fase acetato 90%

A fase acetato 90% foi fracionada por Cromatografia em Coluna (CC) de adsorcao a

pressdo reduzida (Fluxograma 2). Foram triturados 25g do extrato bruto fase acetato 90% em

almofariz, com silica gel 60 (70-230 mesh), sendo esta mistura empacotada em coluna de 3,0

x 35,0 cm, com hexano. A coluna foi eluida como apresentado na Tabela 1. As fragdes foram

concentradas em evaporador rotatorio, sendo as soliiveis em agua liofilizadas e as insoluveis

evaporadas a temperatura ambiente, pesadas e mantidas a —20°C. As 9 fra¢des obtidas foram

analisadas por CCD ap6s revelagdo com solugdo de vanilina sulfurica (2%) (Figura 2).

Tabela 1: Sistemas eluentes para coluna de fracionamento a vacuo do extrato bruto fase
acetato 90% e suas respectivas fragdes obtidas.

Sistema Eluente Proporciao Quantidade Fracao
utilizada (ml)
Hexano 1.470 F1 =Hexano
Cloroférmio 1.000 F2 = Cloroférmio
Cloroférmio: Acetato F3 = Cloroférmio: Acetato de Etila
de Etila (95:5) 500 (95:5)
Cloroférmio: Acetato F4 = Cloroformio: Acetato de Etila
de Etila (90:10) 500 (90:10)
Cloroférmio: Acetato F5 = Cloroférmio: Acetato de Etila
de Etila (50:50) 500 (50:50)
Acetato de Etila 500 F6 = Acetato de Etila
Acetona 500 F7 = Acetona
Metanol 500 F8 = Metanol
Metanol: Agua (90:10) 500 F9 = Metanol: Agua (90:10)




Fase acetato 90% (25,0g)

CC (Silica gel 60) sobre
pressdo reduzida

FM1 FM2 FM3 FM4 FM5 FM6 FM7 FMS FM9
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
(2,83 g) (11,08 g) (1,06 g) (0,39 g) (0,90 g) (0,34 g) (0,52 g) (1,73 g) (0,18 g)

Fase Movel da CC: FM1 = Hexano; FM2 = Cloroférmio; FM3 = Cloroformio:Acetato de etila (95:5); FM4 =
Cloroformio:Acetato de etila (90:10); FMS5 = Cloroférmio:Acetato de etila (50:50); FM6 = Acetato de etila; FM7 = Acetona;
FMS8 = Metanol; FM9 = Metanol:Agua (90:10).

Fluxograma 2: Procedimento para isolamento e purificacdo dos constituintes do extrato bruto fase acetato
90%
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Figura 2: Cromatografia em camada delgada das fragdes F1 (hexano), F2 (cloroférmio),
F3 (cloroformio:acetato de etila 95:5), F4 (cloroformio:acetato de etila 90:10) e F5
(cloroformio:acetato de etila 50:50). A seta indica a posigao relativa ao eupomatendide-5.
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3.5.3 Fracionamento da fra¢ao cloroférmio
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Ap6s realizagdo da CCD, pode-se confirmar a presenga de uma banda relativa ao

eupomatendide-5 em determinadas fracdes. A fracdo cloroférmio foi escolhida (9,0g) para a

realizacdo da cromatografia por apresentar um bom rendimento (Figura 2). A cromatografia

foi realizada a pressao reduzida, em silica gel 60 (70-230 mesh) em coluna de 3,0 x 35,0 cm,

empacotada com hexano. A coluna foi eluida como apresentado na Tabela 2.

Foram obtidas 108 fracdes, analisadas em CCD e visualizadas apos revelacdo com

vanilina sulfurica (2%). As fracdes que apresentaram semelhangas cromatograficas foram

reunidas, novamente cromatografadas e em seguida evaporadas a temperatura ambiente. As

fragdes denominadas FC-1 a FC-108 foram mantidas a —20°C.

Tabela 2: Sistemas eluentes para CC da fragdo cloroférmio e suas fragdes obtidas.

Sistema Eluente

Quantidade

Proporgio Utilizada (ml) Fracao

Hexano
Hexano:Diclorometano
Hexano:Diclorometano
Hexano:Diclorometano
Hexano:Diclorometano
Hexano:Diclorometano
Diclorometano

Acetato de Etila

Metanol

(98:2)
(95:5)
(90:10)
(80:20)
(50:50)

300
300
300
300
300
300
300
300
300

FC-01

FC-02 a FC-7
FC-08 a FC-21
FC-22 aFC-36
FC-37 a FC-50
FC-51 a FC-64
FC-65 a FC-78
FC-79 a FC-93
FC-94 a FC-108
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As fragoes de interesse foram FC-58, FC-59, FC-60, FC-61 e FC-62 reunidas e
denominada FC-58-62 que foi posteriormente identificada pelas andlises espectrométricas
descritas na secao 3.3.

Todas as etapas de fracionamento, isolamento e identificacdo da substancia foram

realizadas no laboratério de Farmacognosia do DFF/UEM.

3.6 MANUTENCAO DO PARASITA

Para o estudo foi utilizada a cepa de L. (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/75/Josefa), originalmente isolada pelo Dr. César A. C. Cuba (Universidade
Federal de Brasilia, Distrito Federal, DF, Brasil) de paciente com leishmaniose cutinea
difusa.

As formas promastigotas foram cultivadas e mantidas em frascos estéreis e
descartaveis para cultura de células de 25 cm® contendo meio Warren (infusdo de cérebro e
coragdo “Difco®” acrescido de hemina e 4cido folico) pH 7,0 e esterilizado por autoclavagio a
121°C por 15 minutos. O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®),
inativado a 56°C por 30 minutos, e as culturas mantidas em estufa BOD (FANEM modelo
347F) a 28°C. Os protozoarios foram submetidos a repiques semanais. Para os experimentos,
foram utilizadas culturas na fase logaritmica de crescimento, ou seja, apds 72 horas de
incubagao do subcultivo.

Formas amastigotas axénicas foram obtidas através da transformacdo de formas
promastigotas. A diferenciagdo in vitro foi realizada através do aumento gradativo de

temperatura e diminuicdo de pH. Formas promastigotas na fase logaritmica de crescimento



45

foram semeadas (5 x10° células/ml) em meio de Warren pH 7,0 suplementado com 20% de
SFB. Posteriormente os parasitas foram incubados durante 7 dias aumentando-se
gradativamente a temperatura a cada 24 h (28 'C, 30 C, 32 “C) e apos transformacao,
mantidas através de subcultivos em meio de Schneider (Sigma®) contendo 20% de SFB, a

32°C em estufa BOD (UEDA-NAKAMURA et al., 2001).

3.7 CULTURA DE MACROFAGOS J774G8

Os macrofagos da linhagem continua J774G8 foram mantidos em frascos de cultura de
células de 25 cm” em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco®) pH 7,2, o qual previamente foi
esterilizado por processo de filtragdo em membrana com porosidade de 0,22 um. O meio foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por 30 minutos a 56 °C e as culturas
foram mantidas em estufa (FISHER SCIENTIFIC) a temperatura de 37 °C e tensdo de 5% de
CO,. O meio de cultura adicionado de soro fetal bovino foi substituido diariamente nas

culturas de células.

3.8 SOLUCOES ESTOQUE DA DROGA

Foram preparadas solugdes estoque do eupomatendide-5 nas concentragdes de 50
png/ml, 500 pg/ml e 5.000 pg/ml. Para a obtencdo da concentragdo de 5.000 pg/ml, foram

pesados 2,5 mg da substancia em tubo de microcentrifuga e neste foi adicionado 50 pl de
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DMSO (dimetilsulféxido — Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA®). Esta solucdo foi
agitada vigorosamente em agitador Vortex® até dissolugio completa da substincia.
Completou-se o volume de 500 pl com 450 pl de meio de cultura, obtendo-se assim uma
solucdo da substancia.

Para obter a concentracdo de 500 pg/ml, foi feita uma diluicdo do estoque de 5.000
pg/ml em meio de cultura na proporgao 1:10, em tubo de microcentrifuga, atingindo volume
final de 1.000 ul. A concentracdo de 50 wg/ml foi obtida através da diluicdo do estoque de

500 ug/ml em meio Warren na proporg¢do 1:10, atingindo volume final de 1.000 pl.

3.9 AVALIACAO DO EFEITO DO EUPOMATENOIDE-5 NO CRESCIMENTO DE

FORMAS PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS DE L. amazonensis

Para avaliar o efeito do eupomatendide-5 sobre o crescimento de formas promastigotas
e amastigotas de L. amazonensis, varias concentragdes (1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 ug/ml, 25 pg/ml
e 50 ug/ml) desta substancia foram adicionadas ao meio de cultura (Warren para promastigota
e Shneider para amastigota) contendo 1,0 x 10° protozoarios/ml na fase exponencial de
crescimento.

Para estabelecer um parametro de comparacdo foi utilizado como controle a cultura
dos protozoarios sem adicdo da substancia e um outro controle com a adi¢do de DMSO cuja
concentra¢cdo ndo ultrapassou 0,5% (v/v). As culturas foram suplementadas com 10% e 20%
de soro fetal bovino e incubadas a 28 °C e 32°C (para promastigotas e amastigotas
respectivamente). Estes experimentos foram realizados em placa de 24 pogos (TPP) e a

mesma foi incubada por um periodo de até 96 horas. O crescimento foi avaliado diariamente,
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através da diluicdo da cultura de protozoarios em formalina 5% e contagem das células em
hemocitometro (caAmara de Neubauer).

Estes experimentos foram realizados em triplicata em momentos diferentes.

3.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS J774G8

Para verificar a toxicidade do eupomatendide-5, foram utilizados macrofagos de
linhagem continua J774GS8. O experimento foi realizado em placa de 96 pogos, onde foram
adicionadas 5 x 10* células/pogo e entdo incubadas com RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Foram mantidas a 37 °C com tensdo de 5% de CO, até a formacdo de
uma monocamada confluente de células (aproximadamente 24 horas).

O meio de cultura foi retirado e em seguida foram adicionados 100ul/pogo da solugéo
de eupomatendide-5 em diferentes concentracdes. Para estabelecer um pardmetro de
comparagdo, foi utilizado como controle células tratadas com diferentes concentragdes de
Anfotericina B (Cristalia®) e células acrescidas somente com RPMI-1640. A microplaca foi
novamente incubada a 37°C com tensao de CO, por 48 horas. Apos este periodo as células
foram fixadas com 4cido tricloroacético 10% a 4 °C por 1 hora. Em seguida foram lavadas
com cuidado em 4gua corrente. Apos a secagem da placa foram adicionados 50 pl/pogo do
corante sulforrodamina B (0,4% p/v em acido acético aquoso 1%). A cultura foi mantida a 4
°C por 30 minutos. Posteriormente, a placa foi lavada 4 vezes com acido acético 1% e apos
foram adicionados 150 pl/pogo de Tris base 10mM. A placa foi agitada por 15 minutos e em

seguida foi feita a leitura em leitor de microplaca (BIO-TEK Power Wave XS) em 530nm.
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3.11 AVALIACAO DO EFEITO DO EUPOMATENOIDE-5 SOBRE INTERACAO

PARASITA-MACROFAGO

Para avaliar o efeito do eupomatendide-5 na multiplicagdo dos protozoarios em cultura
de macrofagos J774G8, foram utilizadas as técnicas descritas por Vieira et al. (2002). Deste
modo, 5,0 x 10° células J774G8 foram dispensadas sobre laminulas de vidro redondas
dispostas em cada poco da placa de 24 pogos e deixadas por um periodo de 30 minutos em
estufa com 5% de CO; a 37 °C. Apos este periodo, as células foram lavadas uma vez com
RPMI-1640 estéril e incubadas durante 24 horas com RPMI-1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino.

As formas promastigotas de L. amazonensis e/ou os macrofagos foram tratados ou ndo
com 1 pg/ml, 10 pg/ml e 25 wg/ml da substancia, 20 minutos antes da interacdo. A cultura
aderida de macrofagos e os parasitos livres foram lavados com meio de cultura estéril. A
interacdo ocorreu a 37°C na presenca de 5% de CO; por 90 minutos. Macrofagos ja infectados
(24 horas de interagdo) também foram tratados com as concentragdes citadas anteriormente.
Uma proporg¢do de 10 promastigotas para 1 macrofago foi utilizada para este experimento. Os
controles consistiam somente de macréfagos, infectados ou ndo pelos parasitas, acrescidos de
meio de cultura.

Apo6s 90 minutos de interagdo, as laminulas foram lavadas com RPMI-1640 estéril
para retirar os parasitas que ndo penetraram nas células e fixadas com solu¢do de Bouin por
aproximadamente 12 horas. Posteriormente o excesso de fixador foi retirado, lavando-se as
laminulas com solu¢do de etanol 70%, coradas com solucdo de Giemsa (1:20) durante 45

minutos e descoradas em seqiiéncia de solugdes contendo acetona pura, acetona:xilol (7:3),
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acetona:xilol (5:5), acetona:xilol (3:7) e xilol (10 segundos cada) e montadas sobre lamina de
vidro com Entellan (MERCK®).

A observagdo de pelo menos 600 células foi realizada em microscopio fotonico
comum. O indice de internalizacdo foi estabelecido, multiplicando-se o percentual de células

infectadas e o nimero médio de parasitas por célula.

3.12 ANALISE DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS DE FORMAS

PROMASTIGOTAS TRATADAS COM EUPOMATENOIDE-5

A concentragdo inibitoria 50% (ICsp) e concentragdo inibitoria 90% (ICqp) do
eupomatendide-5, foram adicionadas ao meio de cultura suplementado com soro fetal bovino
e 1,0 x 10° protozoarios/ml. Para este estudo, parasitas ndo tratados foram utilizados como
controle. Apdés o periodo de 24, 48, 72 e 96 horas, as células foram coletadas por
centrifugacdo, ressuspensas com pequena quantidade de meio de cultura e colocadas na forma
de esfregaco em laminas de vidro. Em seguida, os esfregacos foram fixados com metanol por
5 minutos e hidrolizados com solucao de acido cloridrico SN por 5 minutos. Posteriormente,
foram corados com a metodologia de Panético Rapido (LABORCLIN) e visualizados em
microscopio fotonico comum. Foram observadas pelo menos 200 células. As imagens foram

processadas no Programa Motic Images Plus, versdo 2.0 acoplado ao microscopio fotonico.
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3.13 ANALISE DAS ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS DE FORMAS

PROMASTIGOTAS TRATADAS COM EUPOMATENOIDE-5

Os parasitas controle e tratados com a ICsy e ICop do eupomatendide-5 foram
processados para a microscopia eletrénica de transmissdo. Cerca de 1,0 x 10° protozoarios/ml
tratados ou ndo com ICsy e ICqy foram cultivados durante 72 horas e entdo fixados a
temperatura ambiente em solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1M (pH
7,2). Apos a fixacdo, os protozoarios foram pos-fixados por 30 minutos em uma solugdo com
1% de tetroxido de 6smio e 0,8% de ferrocianeto de potdssio em tampdo cacodilato 0,1M.
Posteriormente foram lavados com tampao cacodilato, desidratados em concentragdes
crescentes de acetona e embebido em resina Epon. Cortes ultrafinos foram obtidos em
ultramicrétomo (REICHTER) coletados em grade de niquel (300 mesh) e entdo contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados ao microscopio eletronico de
transmissdo Zeiss 900 (SOUZA, 1998). A microscopia eletronica de transmissdo foi realizada

na Divisdo de Biologia Celular do Instituto Nacional do Céncer, Rio de Janeiro.



51

RESULTADOS

3.14 ESTUDO QUIMICO

7.1.1 Determinacio estrutural da substincia isolada Eupomatenoide-5

A substancia FC-58-62 (0,78 g) foi isolada da fracdo cloroformio (Fluxograma 2).

As anilises espectrais de RMN 'H e '*C comparadas com amostras auténticas do
laboratério de Farmacognosia da Universidade Estadual de Maringd, auxiliaram na
determinagdo da formula molecular C;oH;30; para a substdncia FC-58-62 demonstrada

abaixo.

No espectro de RMN 'H (300MHz, CDCl3) (Tabela 3, Figura 3) da FC-58-62 foram

observados dois sinais de metila, uma em 8y 2,4 (3H, s), outra em Oy 1,89 (3H; dd; 6,6; 1,5
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Hz) ¢ uma metoxila em &y 3,94 (3H, s). Um sinal caracteristico da hidroxila fenolica foi
visualizado em &y 5,77 (1H, s). Foi observado o sinal de hidrogénios olefinicos em 8y 6,5
(1H; dd; 13,2; 1,8 Hz) e outro em oy 6,21 (1H; dg; 15,8; 6,6 Hz) atribuidos aos hidrogénios
H-8 e H-9, respectivamente. A configuracdo E para o grupo propenil foi evidenciada pela
presenga de um sistema AMX3 [dy 6,5 (1H; dd; 13,2; 1,8 Hz), oy 6,21 (1H; dg; 15,8; 6,6 Hz),
oy 1,89 (3H; dd; 6,6; 1,5 Hz)]. Os deslocamentos dos hidrogénios aromaticos foram
observados em dy 7,26 (1H; dd; 8,1; 1,8 Hz); oy 7,00 (1H; d; 8,4 Hz); oy 7,41 (1H; d; 1,5
Hz); &y 7,27 (1H; dd; 8,6; 1,8 Hz); &y 7,30 (1H; d; 1,8 Hz); &y 7,35 (1H; d; 8,4 Hz),
atribuidos aos H-2’, H-3’, H-4, H-6, H-6° e H-7, respectivamente. Os valores de
deslocamentos quimicos de RMN 'H obtidos para a substincia FC-58-62 foram comparados

com os valores de deslocamentos quimicos encontrados na literatura para o eupomatenoide-5

(CHAURET et al., 1996), apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Dados de RMN 'H (300 MHz) em CDCl; da FC-58-62, comparados com os
valores de deslocamentos quimicos de hidrogénio para o eupomatenodide-5 (300 MHz) em

CDCls, descritos na literatura (CHAURET et al., 1996)*.

H FC-58-62 oy Eupomatendide-5 oy
2! 7,26 (dd; 8,2; 1,8) 727 (dd; 8,2; 1,9)
3 7,00 (d; 8,4) 7,00 (d; 8,2)
4 7,41 (d; 1,5) 7,42 (d; 1,8)
6 7,27 (dd; 8,6; 1,8) 7,26 (dd: 8,6; 1,8)
0" 7,30 (d; 1,8) 7,31 (d; 1,9)
7 7,35 (d; 8,4) 7,36 (d; 8,6)
8 6,50 (dd; 13,2; 1,8) 6,50 (dd; 15,7; 1,7)
9 6,21 (dg; 15.8; 6,6) 6,22 (dg; 15,7; 6,5)
CH3-3 2,40; s 2,41;s
CH3-10 1,89 (dd; 6,6; 1,7) 1,89 (dd; 6,5; 1,7)
CH;0-5' 3,94; s 397;s
OH 5,77; s

*Deslocamentos quimicos em ppm (8y) € constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em

Hz.
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Figura 3: Espectro de RMN 'H da substancia FC-58-62 (300 MHz; CDCl).
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O espectro de RMN "°C (Tabela 4, Figura 4) apresentou 19 sinais que foram atribuidos
a estrutura, com o auxilio do DEPT (Tabela 4, Figura 4) e do modelo apresentado na literatura
para o eupomatendide-5 (CHAURET et al., 1996). Na regido dos aromaticos foram
observados 6 sinais de carbonos metinico. Os sinais em &¢ 151,44 e 153,07 foram atribuidos
aos carbonos ndo hidrogenados C-7 e C-2, respectivamente, que encontravam-se vizinhos ao
oxigénio do sistema furanico.

O sinal em dc 146,86 foi atribuido ao C-4’ ligado a hidroxila fendlica. O C-6
apresentou um deslocamento quimico em dc 109,37 devido a presenga de metoxila em
posicao orfo, enquanto que o C-2’ na posi¢do para a metoxila encontra-se em campo baixo
(desblindado) com deslocamento quimico de 8¢ 120,57. O sinal presente em dc 56,20 foi
atribuido ao carbono da metoxila. O sinal em dc 9,63 foi atribuido a metila ligada ao C-3 do

anel furano e o sinal em &¢ 18,70 a metila C-10.
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Tabela 4: Dados de RMN "°C ¢ DEPT (75,5 MHz) em CDCl; da FC-58-62, comparados com
os valores do eupomatendide-5 (75,5 MHz) em CDCls, descritos na literatura (CHAURET et

al., 1996)*.
C FC-58-62 dc Eupomatendide-5 d¢
1' 124,05 123,49
2 153,07 152,5
3 110,02 109,45
3a 131,76 131,18
4' 146,86 146,28
5 132,86 132,3
5 145,88 145,31
7a 151,44 150,88
CH
2! 120,57 120,03
3 114,76 114,17
4 116,31 115,73
6 122,39 121,82
6' 109,37 108,83
7 110,79 110,22
8 131,47 130,9
9 124,39 123,83
CH;

10 18,7 18,11

CHs-3 9,63 9,06

CH;0 56,2 55,66

*Deslocamentos quimicos em ppm (8c¢).
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Figura 4: Espectro de RMN "°C ¢ DEPT 90° e 135° da substéncia FC-58-62 (75,5 MHz; CDCls).
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A interpretacdo dos espectros de RMN lH, RMN 13C, DEPT comparadas com os
dados encontrados na literatura (CHAURET et al.,, 1996) e com espectros de amostras
auténticas do laboratorio de Farmacognosia da Universidade Estadual de Maringa, permitiram
sugerir a estrutura da neolignana diidrobenzofurdnica denominada 2-(4’-hidroxi-5’-

metoxifenil)-3-metil-5-(E)-propenilbenzofurano ou eupomatenoide-5, para a substiancia FC-

58-62.

7.1.2 Dados fisicos e espectrométricos

e FEupomatenoide-5

Cristais brancos (780 mg)

Ponto de Fusdo: 113-115 °C [literatura: 114,7-115,0 °C (CHAURET et al., 1996) e 113-115

°C (MAXWELL et al., 1999)].

UV Amax em CHCl3, nm (log €): 235 (9,60), 258 (9,70), 314 (9,62) (PESSINI, 2003).

IV Vi ez 3473, 2970, 2925, 2872, 2845, 1580, 1516, 1459, 1430, 1262 (PESSINI, 2003).
IE/EM m/z (int. rel. %): [M]294 (100), 293 (5,8), 279 (8,2), 251 (6,7), 147 (5,6), 55 (4,0)
(PESSINI, 2003).

ES/EM m/z (int. rel. %): 293 (100) [M-H] (PESSINI, 2003).

RMN 'H (CDCl; 300 MHz): Tabela 3.

RMN C (CDCls, 75,5 MHz): Tabela 4.
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3.15 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.2.1 Estudo do efeito dos extratos brutos, fracdes e substincia pura no crescimento de

L. amazonensis

Primeiramente, as formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com 10,
100, 500 e 1.000 pg/ml do extrato bruto fase aquosa 90% e fase acetato 90% (Figura 5). O
extrato bruto fase acetato de etila (EBACcEt) apresentou maior atividade sobre L. amazonensis
com uma concentracdo inibitoria 50% (ICsp) de 30 pg/ml, quando comparado com o extrato

bruto fase aquosa (EBA) (ICs5o de 167 pg/ml) (NAKAMURA et al., 2006).

120

100

Hi
Hi

80 -

60 - T

40 -

Porcentagem de Inibicao

20 +

EBA EBACEt

Extratos

Figura 5: Porcentagem de inibigdo de formas promastigotas de Leishmania amazonensis
tratadas com extrato bruto fase aquosa (EBA) e fase acetato de etila (EBAcEt) em 72 horas de
cultivo. B 10 pug/ml, m 100 pg/ml, =500 wg/ml,  1.000 pg/ml.
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Apos verificar que o extrato bruto fase acetato de etila apresentava maior atividade
contra as formas promastigotas de L. amazonensis, o0 mesmo foi submetido ao processo de
fracionamento. As fragdes obtidas foram avaliadas quanto ao efeito antiproliferativo que
exerciam sobre os protozoarios nas concentragdes de 10, 100, 500 e 1.000 pg/ml (Figura 6).
As fragdes hexano (Fhex) e cloroformio (Fclo) foram as que apresentaram melhor atividade
com um ICsy de 21,5 e 32,0 pg/ml, respectivamente. Por outro lado as fragdes de polaridade
crescente como a cloroformio acetato 95:5, 90:10, 50:50, (FCAS, FCA10, FCAS50), a fragdo
acetato de etila (Faac), acetona (Face), metanol (Fmet) ¢ metanol dgua (FMea) apresentaram
uma atividade inibitéria inferior a do EBAcEt com um ICsy de 176,5, 188,2, 133,3, 123,5,

>1.000,>1.000 e >1.000 pg/ml, respectivamente (NAKAMURA et al., 2006).
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Figura 6: Porcentagem de inibi¢do de formas promastigotas de Leishmania amazonensis

tratadas com fragdes do extrato bruto fase acetato de etila em 72 horas de cultivo. m10 pg/ml,
m 100 pg/ml, =500 pg/ml, 1000 pg/ml.

A substancia purificada eupomatenoide-5 foi testada nas concentragdes de 1, 5, 10, 25
e 50 ug/ml. Na Figura 7 estdo plotados os valores das porcentagens de inibicao de formas

promastigotas de L. amazonensis. Nas concentracdes de 25 e 50 pug/ml, a substincia afetou o
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crescimento das formas promastigotas e apresentou porcentagem de inibi¢do acima de 90% a
partir de 48 horas de tratamento. Na concentragdo de 10 pg/ml apresentou 65,6 e 66,1% de
inibi¢do respectivamente em 48 e 72 horas de incubag@o. Os parasitas quando submetidos a
esta mesma concentracdo da substincia, mas por 96 horas de tratamento, a porcentagem de

inibi¢do teve um significativo aumento, 87,5%.
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Figura 7: Porcentagem de inibi¢do de formas promastigotas de Leishmania amazonensis
tratadas com eupomatenoide-5 durante 96 h de cultivo. Os valores representam a média de
trés experimentos independentes realizados em duplicata. ®1 pg/ml, m 5 pg/ml, =10 pg/ml, 25
ue/ml, m 50 pg/ml.

Na Figura 8 estdo plotados os valores das porcentagens de inibigdo de formas
amastigotas de L. amazonensis. Nas concentragdes de 25 ¢ 50 pug/ml, a substancia afetou o

crescimento dos parasitas e apresentou porcentagem de inibi¢do acima de 85% a partir de 72

horas de tratamento.
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Figura 8: Porcentagem de inibicdo de formas amastigotas de Leishmania amazonensis tratadas
com eupomatenoide-5 durante 96 h de cultivo. Os valores representam a média de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. ®1 pg/ml, m 5 pg/ml, = 10 pug/ml, 25
pg/ml, m 50 pg/ml.

O crescimento do controle de protozoarios tratados com no maximo 0,5% de DMSO
foi idéntico ao controle sem qualquer tratamento em todos os experimentos, constatando que

este solvente ndo influenciou na agdo da substancia testada.

4.2.2 Ensaio de citotoxicidade

Macrofagos da linhagem J774G8 foram tratados com diferentes concentragdes dos
extratos brutos e das fracdes (Tabela 5). Concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ¢ 500
ptg/ml do eupomatendide-5 também foram testadas. A droga de referéncia anfotericina B foi

testada nas mesmas concentragdes. Apos 48 h de incubagdo, a toxicidade foi avaliada pelo
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método da sulforrodamina B. Os resultados dos ensaios de citotoxicidade da substancia
purificada e da AMPB esto apresentados na Figura 9.

A citotoxicidade para macrofagos J774G8 e para protozodrios foi comparada
utilizando o indice de seletividade (IS), que consiste na razao entre a Concentragdo Citotoxica
50% (CCsp) para células J774G8 e 1Csy para protozoarios. Os resultados de IS apresentados na
Tabela 5 mostram que o EBAcEt e a FHex sdo 9,1 e 6,4 vezes menos toxicos para as células
J774G8 do que para os protozoarios. Resultado interessante também foi obtido com a fragéo
FClo que apresentou atividade leishmanicida semelhante ao do EBACET, porém com IS de

aproximadamente 3,4 vezes maior.

Tabela 5: Comparagdo dos valores de CCsy para macréfagos J774G8 e ICsy para formas

promastigota de Leishmania amazonensis e seus respectivos indices de seletividade (IS).

J774G8 Promastigota
CCso ICso IS
Lg/ml

EBA >1.000 167 >5,9
EBACEt 272 30 91
FHex 138 21,5 6,4
FClo 1.000 32 31,2
FCAS 1.000 176,5 5,7
FCA10 300 188,2 1,6
FCA5S0 300 133,3 2,3
FAac 300 123,5 24
Face >1.000 >1.000 Nd
FMet 940 >1.000 Nd
FMea >1.000 >1.000 Nd

IS= CCs( J774G8 / ICs¢ promastigota

Nd = nao determinado
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O valor do IS para o eupomatenodide-5 neste caso foi de 6,6, evidenciando que a
substancia purificada ¢ 6,6 vezes menos toxica para os macrofagos do que para os

protozoarios (Tabela 6).

Tabela 6: Valor da CCs, (iLg/ml) para macrofagos J774GS, 1Csy (Lg/ml) para promastigotas

de L. amazonensis e o valor do indice de seletividade (IS).

CCsp J774G8 ICso Promastigotas IS

Eupomatendide-5 60 9 6,6

Nas concentragdes de 1, 5 e 10 pg/ml, a porcentagem de células viaveis foi maior que
90% quando tratadas com o eupomatenoide-5, enquanto que a AMPB, nas mesmas
concentragdes, ndo atingiu esta porcentagem. Na concentragdo de 25 pg/ml, o
eupomatendide-5 manteve resultado satisfatorio (80,1% de células viaveis) quando
comparado a AMPB (43,1 % de células viaveis).

Em concentracdoes elevadas, ambos se mostraram toxicos. Ainda assim, o
eupomatendide-5 manteve porcentagem de células viaveis maior quando comparado com a

AMPB.



65

120
100
80
60
40

20

Porcentagem de céls. viaveis

0 - \ \
1 10 100 1000

Concentragédo (ng/ml)

Figura 9: Porcentagem de macrofagos J774G8 viaveis apds 48 horas de tratamento com

eupomatendide-5 ¢ e AMPB v nas concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 ¢ 500
wg/ml.

O controle das células tratadas com DMSO mostrou valores iguais aos dos macrofagos
sem tratamento algum constatando que este solvente ndo influenciou na viabilidade das
células.

A visualizagdo dos macrofagos ao microscopio invertido (Zeiss - Axiovert 25)
possibilitou a verificagdo de mudangas no aspecto das células tratadas com altas

concentragdes das drogas (Figuras 10 e 11).



Figura 10: Microscopia fotonica de macrofagos J774GS8. Controle (A) e
tratados com 250 pg/ml (B), 50 pg/ml (C), 25 pg/ml (D), 10 pug/ml (E) e 5
pg/ml (F) do eupomatendide-5 apos 48 h de incubacdo. Barras = 30 um
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Figura 11: Microscopia fotonica de macrofagos J774G8. Controle (A) e
tratados com 250 pg/ml (B), 50 pg/ml (C), 25 pg/ml (D), 10 pg/ml (E) e 5
png/ml (F) de AMPB apos 48 h de incubago. Barras = 30 um

67
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4.2.3 Efeito do eupomatendide-5 sobre interacao parasita-macréfago

As formas promastigotas de L. amazonensis e/ou os macrofagos foram tratados ou ndo
com 1 pg/ml, 10 pg/ml e 25 pg/ml da substancia, 20 minutos antes da interagdo. Este ensaio
foi realizado em duplicata em dois experimentos independentes e os resultados estdo
ilustrados na Figura 12.

As concentracdes testadas ndo interferem, como demonstrado no ensaio de
citotoxicidade, na viabilidade dos macr6fagos J774GS.

Analisando os dados verificamos que a atividade da substancia foi dose dependente
(Figuras 12 A e B). Pode-se ainda dizer que o eupomatenoide-5 foi mais efetivo quando os
parasitas foram tratados antes da interacdo com as células (Figura 12 B).

A concentragdo de 25ug/ml, considerando a variavel parasita pré-tratado, teve um
indice de internalizagdo aproximadamente 5 vezes menor em relagdo ao controle. Na mesma
concentragdo, quando os macrofagos foram pré-tratados, o indice de internalizagcdo foi 2,9
vezes menor que o controle.

No tratamento pos-interagdo (durante 20 min.) ndo houve diferenca significativa no

indice de internalizacdo do parasita quando comparado ao controle. (Figura 12 C).
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Figura 12: Ensaio de interagdo de formas promastigotas de L. amazonensis com macrofagos
J774G8. Os graficos mostram o indice de internalizagdo em concentragdes diferentes do
eupomatendide-5. (A) Macrofagos pré-tratados, (B) parasitas pré-tratados e (C) tratamento pos-
interagdo. * p<0,01. Resultados expressos pelo valor médio de dois experimentos



70

4.2.4 Alteracdes morfologicas de formas promastigotas tratadas com eupomatendéide-5

Foram confeccionados esfregacos da cultura de promastigotas de L. amazonensis
tratada com 9 e 25 ug/ml do eupomatendide-5 nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas de
incubagao.

Realizou-se a contagem de 200 protozoarios e¢ a porcentagem daqueles que
apresentavam morfologia alterada esta descrita na Tabela 7. Foram observadas células
disformes, arredondadas, sem nucleo e cinetoplasto, com mais de um flagelo e parasitas com

tamanho reduzido (Figura 13).

Tabela 7: Porcentagem de promastigotas de L. amazonensis com morfologia alterada apods

tratamento com eupomatenéide-5

Porcentagem de
protozoarios alterados

Tempo de exposi¢ao a

substéncia (horas) Controle ICs0 9 pg/ml ICoo 25 pg/ml
24 26 76 100
48 30 79 100
72 34 83 100
% 34 87 100

Esta primeira visualizacdo ao microscopio fotdnico ja possibilitou a verificagdo de

mudangas na estrutura dos protozoarios induzida pela substancia isolada eupomatenoéide-5.
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Figura 13: Microscopia fotonica de formas promastigotas de Leishmania amazonensis.
(A) Controle, (B) e (C) cultivadas na presenca de 9 pg/ml e 25 pg/ml do eupomatendide-5
respectivamente. As seqiiéncias de namero 1, 2, 3 ¢ 4 correspondem a 24, 48, 72 ¢ 96
horas de incubacdo. Barras= 5,5 um.
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4.2.5 Alteracdes ultraestruturais de formas promastigotas tratadas com

eupomatenoide-5

As alteracdes ultraestruturais induzidas pelo tratamento das promastigotas com 9 e
25ug/ml do eupomatendide-5 foram visualizadas utilizando a técnica de microscopia
eletronica de transmissao.

O controle incubado na presenca de 0,5% de DMSO e o controle sem tratamento
algum ndo mostraram diferencas estruturais. Os parasitas incubados na preseng¢a da substancia
purificada mostraram altera¢des morfologicas.

Uma intensa atividade exocitica e protrusdes em direcdo a bolsa flagelar foi verificada
em células tratadas com eupomatenoide-5 (Figuras 14 D e E). Outro efeito ultraestrutural
observado foi a presenca de figuras de mielina (Figura 14 F), caracteristico de processos
autofagicos. Foram visualizados vactiolos no corpo celular das promastigotas tratadas com a
substancia (Figuras 14 B e C). Foi observado o aparecimento de vacuolos mitocondriais nas
promastigotas tratadas com o eupomatenoide-5 (Figuras 15 A e B).

Ocorreram casos de binucleagdo nas promastigotas tratadas com eupomatendide-5
(Figura 15 F). Considerando que a multiplicacdo se da por divisao binaria simples, cuja
duplicacdo ¢ iniciada pelo cinetoplasto e posteriormente reproduz-se a estrutura flagelar e
finalmente o nicleo (MICHALICK, 1995), infelizmente ndo se pode afirmar que se trata de
alteracdo provocada pela substincia, uma vez que ndo foi possivel a visualizacdo do
cinetoplasto no mesmo corte.

As células tratadas com 25 pg/ml do eupomatendide-5 apresentaram grandes

estruturas nao visualizadas nas células ndo tratadas, aparentando ser uma extensao do reticulo
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endoplasmatico (Figuras 15 C, D e E). Esta possibilidade podera ser avaliada através de

analise citoquimica que comprove a natureza destas estruturas.
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Figura 14: Microscopia eletronica de transmissdo de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis. (A) Controle e (B-F) cultivadas na presenca de 9 pg/ml de eupomatendide-5
apos 72 h de incubagdo. As setas finas demonstram intensa exocitose do protozoario.
Vacuolizagdo citoplasmatica esta indicada por setas grossas. Asterisco indica figura de
mielina. n, nicleo; m, mitocondria; ¢, cinetoplasto; f, flagelo; bf, bolsa flagelar. Barras= 1

pm.



Figura 15: Microscopia eletronica de transmissdo de formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. (A-F) Cultivadas na presenca de 25 pg/ml de eupomatenoide-
5 ap6s 72 h de incubacdo. As setas finas demonstram vactolos mitocondriais. Setas
grossas apontam estrutura ndo visualizada no controle. n, nicleo; m, mitocondria; c,
cinetoplasto; f, flagelo; bf, bolsa flagelar. Barras= 1 um.
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5 DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana do extrato bruto, fracdes e substancias isoladas a partir de
folhas de P. regnellii var. pallescens tem sido demonstrada em diversos estudos do nosso
laboratorio (PESSINI, 2003; LUIZE, 2004; LUIZE et al., 2005). O processo de fracionamento
e obtencdo da substancia eupomatendide-5 descrito por Pessini (2003) foi realizado com
pequenas modificagdes, sendo que no processo realizado no presente estudo a fragdo
cloroformio foi a que apresentou melhor atividade antileishmania e menor toxicidade sobre os
macrofagos. Considerando que a analise cromatografica desta fragdo revelou a presenga de
quantidade substancial de eupomatenoide-5, realizou-se o sub-fracionamento da mesma,
resultando na obtengdo da substancia com alto grau de pureza, conforme resultados obtidos
através dos estudos quimicos. Assim, o procedimento realizado neste trabalho mostrou-se
mais eficiente que os descritos por Pessini (2003). Comparando os resultados obtidos no
estudo dos extratos brutos (aquoso e acetato de etila) e das 9 fragdes, nota-se que o
fracionamento do extrato bruto fase acetato de etila 90% aumentou em mais de 3 vezes o IS
sobre formas promastigotas de L. amazonensis (fragdo F2) (NAKAMURA et al., 2006),
justificando assim a importancia de uma investigacao mais detalhada sobre o modo de agdo
do eupomatenoide-5, um dos componentes mais abundantes nesta fragdo, sobre o parasita e
sobre a interag@o parasita-hospedeiro.

A atividade da substincia purificada obtida de folhas de Piper regnellii sobre L.
amazonensis, pode ser comparada aos resultados obtidos por Luize et al (2005) em um estudo
realizado com formas epimastigotas de 7. cruzi. Neste estudo verificou-se que o extrato bruto
fase acetato de etila assim como as fragdes menos polares do EBAcEt apresentaram maior

atividade tripanocida. As fracdes FHex e FClo, a uma concentragdo de 100 pg/ml, foram
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capazes de inibir o crescimento das formas epimastigotas em 92,2 e 86,9 %, respectivamente.
Com estes dados e com os dados obtidos no presente trabalho, pode-se considerar que a
espécie P. regnellii possui atividade contra estes protozodarios pertencentes a mesma familia.

Bastos et al. (1999), isolaram sete neolignanas das folhas de Zanthoxyllum naranjillo
(Rutaceae). Dessas, trés ndo tiveram atividade contra 7. cruzi, trés possuiam uma atividade
relativamente boa, mas somente uma foi altamente eficaz em testes in vitro contra o
protozoario. Outro trabalho que relatou atividade tripanocida de neolignana foi de Abe et al.
(2002). Eles isolaram a partir do extrato metanolico da raiz de Aristolochia taliscana quatro
neolignanas: eupomatenoide-7, licarina A, eupomatenoide-1 e licarina B. O eupomatenodide-7
imobilizou todas as formas epimastigotas em concentragdo de 25 pg/ml apods incubagdo por
48 horas.

A atividade do eupomatendide-5 sobre formas promastigotas em cultura axénica
mostrou-se mais efetiva do que sobre as formas amastigotas de L. amazonensis. Varios fatores
podem estar envolvidos nesse processo, entre eles as caracteristicas fisiologicas das diferentes
formas do parasita, assim como as condi¢cdes ambientais em que os parasitas se encontram.

O efeito do eupomatendide-5 sobre a interacdo parasita-hospedeiro pdde ser melhor
evidenciado quando os parasitas foram pré-tratados. O pré-tratamento dos protozoarios com a
substancia pode ter levado a uma alteragdo de sua superficie e dessa forma prejudicando a
interagdo do mesmo com a célula hospedeira.

Os macrofagos sdo células do sistema fagocitico monocitario responsaveis por
mecanismos de defesa do organismo quando em contato com um agente estranho. Essas
células podem ser parasitadas por Leishmania ¢ dessa forma, a droga ideal para o tratamento
das leishmanioses seria aquela que conseguisse eliminar o protozoario sem provocar danos

aos macrofagos, diminuindo assim a possibilidade de provocar efeitos colaterais.
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Comparando os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade, entre a fragdo F2 e a
substancia pura sobre macrofagos, verificamos que o processo de purificacdo aumentou a
atividade antileishmania, entretanto, houve também um aumento da citotoxicidade, uma vez
que o CCsg apresentado pelo eupomatendide-5 foi 20 vezes menor que o da fragdo F2. Ainda
assim, o eupomatenoide apresentou um bom IS. Um estudo realizado para avaliar o efeito
citotoxico do eupomatendide-5 em células da linhagem LLCMK?2 e em hemaécias de carneiro
demonstrou que a toxicidade foi observada em concentra¢des acima da necessaria para inibir
o crescimento de 7. cruzi (LUIZE, 2004).

E necessario ressaltar que os testes de toxicidade para produtos naturais sdo
importantes. A populacdo em geral acredita que medicamentos provenientes de plantas sdo
inofensivos. Porém, o uso indiscriminado ndo garante seguranca e, portanto ¢ necessario que
exista uma investigacdo da atividade tanto in vitro como in vivo para comprovar eficacia e
seguranca do produto.

Para investigar possiveis alvos de a¢ao da substancia purificada sobre L. amazonensis,
foi realizada a microscopia eletronica de transmissdo. As alteracdes ultraestruturais
encontradas em parasitas tratados com 1Csy mostram intensa atividade exocitica, revelada por
estruturas membranosas na bolsa flagelar, sugerindo que protrusdes foram formadas pela
membrana plasmatica e foram liberadas do corpo celular com uma por¢do do citoplasma.
Estudo realizado por Rodrigues et al. (2002) demonstrou que quando as promastigotas de L.
amazonensis foram tratadas com 22,26-azasterol (inibidor da sintese de ergosterol), uma
intensa atividade exocitica aconteceu, com o aparecimento de estruturas membranosas dentro
da bolsa flagelar, sugerindo a possibilidade de secrecao de lipideos anormais nesta regido que
foram acumulados em decorréncia da agdo da droga. Desta forma, o mecanismo de exocitose
visualizado nos parasitas tratados com eupomatendide-5 pode significar um processo de

defesa na tentativa de eliminar moléculas nocivas que estavam presentes no meio e que foram
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absorvidas pelo protozoario. Araujo-Santos et al. (2005) demonstrou que a superexpressdo de
um transportador intracelular (LtrABCA2) presente em Leishmania tropica aumentou a
atividade exocitica e diminuiu a infectividade dos parasitas em macrofagos.

Rodrigues et al. (2002) observaram, assim como no presente trabalho, a presenca de
figuras de mielina em promastigotas tratadas com 22,26-azasterol que estd associada ao
acumulo de lipideos aberrantes em decorréncia da nio incorporacdo dos mesmos a membrana
plasmatica ou a de outras organelas.

Em relacdo aos vacuolos citoplasmaticos, Bera et al. (2003) verificaram o
aparecimento desses em analise ultraestrutural de promastigotas de L. donovani tratadas com
peptideos  antimicrobianos. Os autores comprovaram através do ensaio com
monodensilcadaverina (marcador de autofagolisossomo) que se tratava de vacuolos
autofagicos, explicando um dos processos pelos quais os peptideos estariam promovendo
morte dos parasitas.

Outra alteragdo relevante foi o surgimento de vactiolos mitocondriais. Estudos
mostraram que alteracdes mitocondriais ocorreram em promastigotas de L. amazonensis apos
tratamento com agentes leishmanicidas como a licochalcona A (ZHALI et al., 1995), diidroxi-
methoxichalcona (TORRES-SANTOS, et al., 1999), coronaridina (DELORENZI et al., 2001)
e 22,26-azasterol (RODRIGUES et al., 2002).

A importancia dos produtos naturais na terap€utica ¢ marcante, visto que a diversidade
molecular que a natureza oferece ¢ incalculdvel. As plantas podem ser assim empregadas para
o isolamento de substincias com atividade antileishmanias. Além disso, a utilizagdo destas
moléculas como protdtipos para o desenvolvimento de novos farmacos pode representar o

surgimento de um novo grupo de substancias para a utiliza¢do na intervengao terapéutica.
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6 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos conclui-se que a substancia pura eupomatenoide-5, isolada
a partir das folhas de Piper regnellii var. pallescens, possui atividade anti-protozoario in vitro
sobre formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis.

O processo de extracdo dos compostos da planta e fracionamento até o isolamento da
substancia aumentou gradativamente a atividade anti-protozoario in vitro.

O teste de citotoxicidade em macréfagos J774G8 comprovou que a substincia pura
apresenta concentragdes toxicas superiores aquelas demonstradas sobre formas promastigotas
de L. amazonensis, apresentando, portanto um bom indice de seletividade.

Ensaios da atividade do eupomatendide-5 na interagdo parasita-macréfago mostraram
que a substancia inibe a internalizagdo de L. amazonensis, principalmente quando os
protozodrios foram tratados antes de entrar em contato com as células.

Alteracdes morfologicas e ultraestruturais das formas promastigotas tratadas com o
eupomatendide-5 reveladas através de microscopia Otica e eletronica de transmissdo,

necessitam ser melhor investigadas no intuito de elucidar possiveis mecanismos de acao.
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