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Atividade leishmanicida do extrato bruto e fracdes obtidas das folhas de

Tetradenia riparia (Hochstetter) Codd

RESUMO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozoarios do género
Leishmania, de carater zoono6tico e endémica em 98 paises. A transmissdo ocorre atraves da
picada de flebotomineos do género Lutzomya. A leishmaniose tegumentar americana € uma
das afeccbes dermatoldgicas de grande importancia devido a sua capacidade de formar
deformacgdes e também pelo envolvimento psicologico e social. O parasito Leishmania
apresenta duas formas evolutivas: a forma promastigota, flagelada, que se encontra no tubo
digestorio dos insetos vetores e a forma amastigota, aflagelada que se desenvolve
intracelularmente nas células fagociticas mononucleares do hospedeiro vertebrado. O
tratamento da leishmaniose tem apresentado falhas terapéuticas e graves efeitos adversos, o
que tem levado a busca por novos agentes antiparasitarios com maior efetividade e menor
toxicidade. Assim, neste estudo foi avaliado o efeito do extrato bruto e fracbes isoladas de
Tetradenia riparia (Hochst.) Codd sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, citototoxicidade sobre eritrdcitos humanos e macrofagos J774.A1. Os resultados
obtidos sugerem que o extrato bruto e as fragOes isoladas de T. riparia possuem atividade
leishmanicida, apresentando auséncia de toxicidade para eritrocitos humanos, apesar da
toxicidade sobre macrofagos J774.Al, podendo ser uma alternativa promissora no tratamento

da leishmaniose.

Palavras-chave: Citotoxicidade, extrato bruto, fracOes, Lamiaceae, Leishmania, mirra.



Leishmanicidal activity of the crude extract and fractions obtained from the

leaves of Tetradenia riparia (Hochstetter) Codd

ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease, not contagious, caused by protozoa of the genus
Leishmania, zoonotic and endemic character in 98 countries. The transmission occurs through
sandfly bite Lutzomya genus. Leishmaniasis is one of the dermatologic diseases of great
importance due to their ability to form deformations and also the psychological and social
involvement. The Leishmania parasite has two evolutionary forms: the promastigote form,
flagellate, which is in the digestive tract of the insect vector, and the amastigote form,
aflagellate that develops intracellularly in mononuclear phagocytic cells of the vertebrate host.
Treatment of leishmaniasis has shown therapeutic failures and severe adverse effects, which
has led to the search for new antiparasitic agents with greater efficacy and lower toxicity. This
study evaluated the effect of the crude extract and isolated fractions of Tetradenia riparia
(Hochst.) Codd on promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis cytotoxicity
human erythrocytes and J774.A1 macrophages. The results suggest that the crude extract and
the fractions isolated T. riparia have leishmanicidal activity, with no toxicity to human
erythrocytes, despite the toxicity J774.A1 macrophages, may be a promising alternative in the

treatment of leishmaniasis.

Keywords: Cytotoxicity, crude extract, fractions, Lamiaceae, Leishmania, mirra.
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CAPITULO |

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca infecciosa, nao
contagiosa, causada por protozoarios do género Leishmania (REIS et al., 2012). Dependendo
da espécie, do parasito envolvido e a relacdo parasito-hospedeiro pode se manifestar em
diferentes formas clinicas (SARAVIA et al., 1989) (Figura 1). Apesar da ampla variedade de
formas clinicas encontradas, a LTA pode ser dividida em trés tipos: a leishmaniose cutanea
(LC), leishmaniose cutaneomucosa (LCM) e leishmaniose cutanea difusa (LCD) (LIMA et
al., 2012). A transmissao ocorre atraves da picada de fémeas de flebotomineos, insetos do
género Lutzomyia (BASANO E CAMARGO, 2004), infectadas por Leishmania (SILVA,
2012). O periodo de incubacéo da doenca no ser humano é, em média, de dois a trés meses,
podendo variar de duas semanas a dois anos (BRASIL, 2010). No Brasil a LTA é uma das
afeccbes dermatologicas mais importantes devido a sua magnitude, capacidade de produzir

deformidades e também pelo envolvimento psicoldgico e social (OLIVEIRA, 2014).

Figura 1. Formas clinicas de leishmaniose tegumentar: a) leishmaniose
cutanea; b) leishmaniose cutanea difusa; c) leishmaniose cutaneomucosa
Fonte: a) ARAUJO, 2014; b) ZERPA e CONVIT, 2009; c) SANTOS et
al., 2013.

O PARASITO

Os parasitas do género Leishmania pertencem & familia Trypanosomatidae (Figura 2)
(LEVINE et al., 1980) e nas Américas sdo reconhecidas onze espécies causadoras da doenca
humana e oito espécies em animais (BRASIL, 2010). Um grande nimero de espécies de

mamiferos sdo reservatorios naturais de Leishmania, como os cdes domésticos e selvagens, as
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raposas, 0s marsupiais, roedores, chacais, lobos, guaxinins e preguicas (MCGWIRE e
SATOSKAR, 2013; BRASIL, 2014).

Familia TRYPANOSOMATIDAE
Género Leishmania
Subgénero Leishmania Viannia
Complexo L.donovani  L.tropica L. mfjor L. aethiopica L. Texicana L. braziliensis L. guyanensis
L. chagasi* L. killicki L. major L. aethiopica L.amazonensis L. braziliensis L. guyanensis
L. donovani L. tropica L.gamhami L. mexicana L. peruviana L. panamensis
L.infantum L. pifanoi

L. venezuelensis

L. lainsoni
L. naiffi

Figura 2. Esquema de classificacdo taxondmica da Leishmania.
Fonte: Adaptado (WHO, 2010).
*Status da espécie esta em discussdo L. chagasi no novo mundo € a espécie L. infantum.

O parasito Leishmania apresenta duas formas evolutivas principais: a promastigota,
flagelada, que se encontra no tubo digestério dos insetos vetores (flebotomineos) e a
amastigota, aflagelada, que se desenvolve nas células fagociticas mononucleares (macréfagos
e mondcitos) do hospedeiro vertebrado, seja este um animal selvagem, domesticado ou o ser
humano (SELVAPANDIYAN, et al., 2012).

O ciclo biologico no hospedeiro vertebrado envolve formas promastigotas sao
inoculadas pelas fémeas dos insetos vetores, durante o repasto sanguineo (Figura 3).
Rapidamente, as formas promastigotas transformam-se em amastigota e na auséncia do
controle parasitario pela célula hospedeira, esta se rompe e as amastigotas liberadas sdo
internalizadas por outros macrofagos. Quando o inseto vetor ingere macrofagos infectados
durante o repasto sanguineo, inicia-se o ciclo no hospedeiro invertebrado. No estdmago do
inseto, o macréfago se rompe liberando amastigotas. Estas sofrem divisdo binaria e se
transformam rapidamente em promastigotas. Entre o terceiro e quarto dia, a membrana

peritrofica se rompe e as formas promastigotas ficam livres; colonizam o estbmago e faringe
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do flebotomineo, diferenciando-se, em promastigota metaciclica. Na necessidade de
alimentar-se, o flebotomineo faz novo repasto sanguineo, injetando assim, as formas
infectivas, reiniciando o ciclo (NEVES, 2005).

\Qo/—’
%/\/é

—_—<a
o -

90g i \ 2 A =
o e
(5]

Figura 3. Ciclo bioldgico Leishmania spp. Fonte: Centers for Disease Control
and Prevention, 2010 (adaptado). www. dpd.cdc.gov

OS VETORES

Os vetores das leishmanioses sdo insetos denominados flebotomineos (Ordem:
Diptera, Familia: Psychodidae, Subfamilia: Phlebotominae), dos géneros Lutzomyia no novo
mundo e Phlebotomus no velho mundo (BRASIL, 2006; REY, 2001).

Os flebotomineos séo insetos tipicamente de matas, porém, devido as alteracbes
ambientais, naturais ou resultantes de agdes antropicas, os habitats desses insetos estdo em
constante modificacdes (XIMENES et al. 2007). As espécies de alguma forma, resistem as
condigdes adversas, conseguem explorar novos ambientes e se aproximam cada vez mais dos
peridomicilios (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994).

EPIDEMILOGIA

As leishmanioses sdo consideradas endémicas em 98 paises, incluindo principalmente
paises das Américas do Sul e Central, Africa e Asia. Ndo existem estimativas precisas da sua
real incidéncia devido a varios fatores: subnotificacdo de dados, numerosos diagndsticos
diferenciais existentes, infec¢fes assintomaticas e variagcdes na resposta do hospedeiro e dos

agentes etioldgicos envolvidos (ALVAR et al., 2013).
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A estimativa da doenca é de 1,3 milhdes de novos casos, com letalidade entre 20.000 e
30.000 pessoas por ano. Deste total mundial, cerca de 0,2 a 0,4 milh&o dos novos casos sdo de
leishmaniose visceral e 0,7 a 1,3 milhdes sdo de leishmaniose tegumentar. De 70-75% dos
casos ocorrem principalmente em dez paises: Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Iran,
Siria, Etidpia, Suddo, Costa Rica e Peru (WHO, 2015). A LTA é amplamente distribuida no

territorio brasileiro, ocorrendo em todas as regides do pais (ARRUDA, 2009).

DIAGNOSTICO

O diagndstico da LTA € realizado com base em critérios epidemioldgicos, clinicos,
laboratoriais e, em muitas vezes uma combinacdo destes € necessario para chegar ao
diagnostico final (SKRABA et al., 2014).

A utilizagdo de métodos de diagndstico laboratorial constitui-se fundamentalmente de
trés grupos de exames: parasitolégico (histopatologia, pesquisa direta do parasito e cultura),
imunologicos (western blot, intradermorreacdo de Montenegro-IDRM, ensaio imuno
enzimatico-ELISA, imunofluorescéncia indireta-I1FI, citometria) e moleculares (reacdo em
cadeia de polimerase-PCR) (BRASIL, 2010).

TRATAMENTO

Para o tratamento convencional da LTA sdo utilizadas drogas que possuem limitacdes
importantes quanto a seguranca de uso, apresentando toxicidade relevante e uma alta
frequéncia de efeitos colaterais (OLIVEIRA et al., 2011). Os antimoniais pentavalentes séo as
drogas de primeira escolha para o tratamento da LTA, existindo sob duas formas: o
antimoniato de meglumine (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostam®). Este
ultimo ndo é comercializado no Brasil (ALMEIDA e SANTOS, 2011). S&o consideradas
drogas leishmanicidas, pois interferem na bioenergética das formas amastigotas de
Leishmania (BRASIL, 2014). Quando ndo se obtém resposta ao tratamento com antimonial
pentavalente ou na impossibilidade de seu uso, sdo utilizadas drogas de segunda escolha,
como as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) ou anfotericina B
(GONTIJO e CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007). Tanto as pentamidinas quanto a
anfotericina B apresentam alta toxicidade e custo elevado (OLIVEIRA et al., 2013).

Terapias alternativas tém sido pesquisadas, tais como a utilizacdo de imunoterapia e a
terapia fotodindmica (TFD) que estd emergindo como opc¢éo de tratamento local com excelentes

resultados (AMEEN, 2010). Diversos farmacos tem sido testados, como a pentoxifilina
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associada ao antimonial pentavalente para o tratamento de pacientes com leishmaniose mucosa
grave e refrataria ao tratamento convencional (ALMEIDA e SANTOS, 2011).

Vérias dificuldades sdo encontradas para o tratamento da leishmaniose como alto custo
do tratamento, dificuldade de administracdo (as drogas sdo usualmente injetaveis) e sua
toxicidade. Frequentemente sdo encontrados parasitos resistentes, e o longo periodo de
tratamento, tornam urgente a necessidade de drogas alternativas, esquemas terapéuticos mais
curtos, acessiveis e baratos (DE PAULA et al., 2003). Com essa necessidade, o uso de plantas
medicinais no tratamento da leishmaniose, vem oferecendo novas perspectivas para a descoberta

de novos compostos diferenciados e com propriedades terapéuticas (Meneguetti et al., 2015).

Tetradenia riparia

O género Tetradenia compreende 59 espécies de plantas, dentre elas a Tetradenia
riparia, encontrada na Africa do Sul, Eti6pia, Angola e Nanibia. A T. riparia (Hochst.) Codd
pertence a familia Lamiaceae, € um arbusto de 1-3 m de altura, de origem africana, que
prefere locais rochosos, mas se reproduz bem em locais umidos e de baixas altitudes
(PHILLIPSON e STEYN, 2008). E empregada na medicina popular em Rwanda (Africa
Central) onde é conhecida popularmente como umuravumba (MARTINS et al., 2008). Suas
folhas sdo utilizadas para doengcas como maldria, angina, doenca tropical de pele,
gastroenterites, gonorréia, diarréia, abscessos dentarios, dores de cabeca, bronquites, tosses,
Ulceras, esterilidade feminina, doencas renais, febres e outras (VAN PUYVELDE et al.1981;
VAN PUYVELDE et al.1986). No Brasil, essa espécie é denominada incenso, lavandula,
limonete, ou falsa mirra (Figura 4) (MARTINS et al., 2008). Esta planta esta bem aclimatada
no Brasil, onde € utilizada como uma planta ornamental.

Ha decadas a mirra € alvo de pesquisas com 0 objetivo de se isolar e identificar
constituintes quimicos presentes nos extratos e 6leo essencial obtidos das folhas desta planta.
Zelnik et al., (1978) isolaram o ibozol e o 7a-hidroxiroileanona; VVan Puyvelde et al., (1981),
isolaram o 1°, 2’ —Dideacetilboronolida. Estudos mostraram que tanto o extrato bruto como o
Oleo essencial extraido das folhas de T. riparia tem atividade antimicrobiana (VAN
PUYVELDE et al., 1986), antiespasmddica (VAN PUYVELD et al., 1987), larvicida
(WEAVER et al., 1992), inseticida (WEAVER et al., 1994), antimalarial (CAMPBELL et al.,
1997), acdo repelente comparado a um repelente sintético (OMOLO et al., 2004).

Compreender os efeitos bioldgicos dos extratos de plantas medicinais e seus

metabolitos € uma excelente estratégia na busca de novos medicamentos com atividade
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potencial e menor toxicidade para o tratamento de diversas doengas, incluindo leishmaniose
(CARRARA et al., 2013; MOREIRA et al., 2013).

Devido a necessidade de novos tratamentos com menor toxicidade, maior seletividade
e mais acessiveis muitos estudos buscam produtos naturais novos e ativos (SEN e
CHATTERJEE, 2011). Em vista desta necessidade, o presente estudo visa determinar a
atividade leishmanicida do extrato bruto e de fracdes isoladas das folhas de T. riparia

(Hoschst.) Codd. que possam contribuir para o tratamento da LTA.

JUSTIFICATIVA

A LTA é uma doenca endémica e sua importancia se da pela elevada incidéncia e
ampla distribuicdo, além das implicacbes econdmicas, transformando-se em um sério
problema sanitario e econdmico-social. Apesar disso, 0s dados publicados sobre o uso de
novas drogas para o tratamento em nosso meio ainda séo bastante limitados.

O tratamento convencional das leishmanioses € realizado com drogas de alta
toxicidade, de custo elevado, dificil administracdo e que podem causar resisténcia ao parasito
e 0 abandono ao tratamento (BLUM e HATZ, 2009). Considerando as dificuldades de
tratamento e a auséncia de vacinas, ha urgéncia na busca de novas opcdes terapéuticas dentre
as quais se incluem os fitoterapicos (DE CARVALHO e FERREIRA, 2001).

A industria farmacéutica tem pouco interesse quanto ao tratamento da LTA e assim, 0s
estudos com as plantas medicinais com remédios populares tém contribuido para a
formulacdo de novos compostos farmacéuticos. Os produtos com atividade anti-Leishmania e
que estimulam a resposta imune celular protetora e regulam a imunidade, podem ser uma
alternativa para os casos de resisténcia terapéutica, falhas ou efeitos adversos (SEN e
CHATTERJEE, 2011).

A T. riparia tem sido alvo de pesquisas no Brasil, demonstrando-se suas atividades
leishmanicida (CARDOSO et al., 2015; DEMARCHI et al., 2015a), imunomoduladora
(DEMARCHI, et al., 2015b), antimicrobiana (MELO et al., 2015; COSTA et al., 2015;
MARTINS et al., 2008), antifungica (ENDO et al., 2015), antioxidante (GAZIM et al., 2014),
antimicrobiana e analgésica (GAZIM et al., 2010), acaricida e larvicida sobre o carrapato
bovino (GAZIM et al., 2011) e sobre Schistosoma mansoni (DE MELO et al., 2015).

Até 0 momento este é o primeiro relato de um estudo sobre a atividade leishmanicida

do extrato bruto e fracdes de T. riparia (Hoschst.) Codd. Os resultados indicaram uma
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alternativa promissora, o que justifica estudos para substituir os produtos quimicos atualmente

empregados no tratamento da leishmaniose.

OBJETIVOS

GERAL
- Estudar a atividade leishmanicida do extrato bruto e de fracbes isoladas de
Tetradenia riparia para formas promastigotas do protozoério L. (L.) amazonensis.

ESPECIFICOS

- Preparar e padronizar o extrato bruto de T. riparia.

- Obter as fragOes do extrato de T. riparia.

- Estudar a atividade leishmanicida do extrato bruto e fracbes obtidas das folhas de T.
riparia para formas promastigotas.

- Avaliar o efeito citotoxico em hemacias humanas e em macrofagos da linhagem
J774.Al.
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Atividade leishmanicida do extrato bruto e fracbes obtidas das folhas de

Tetradenia riparia (Hochstetter) Codd.

RESUMO

As leishmanioses sdo doencas de carater zoonotico, causadas por protozoarios do género
Leishmania. Os antimoniais pentavalente atualmente usados tratamento produzem graves
efeitos adversos, o que estimula a busca por novos agentes antiparasitarios. Neste estudo foi
avaliado o efeito do extrato bruto e fracdes isoladas de Tetradenia riparia (Hochst.) Codd
sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, citotoxicidade para
eritrécitos humanos e macréfagos J774.Al. A dose letal (DLso) do extrato bruto foi de 296 g
mL? e das fragGes diclorometano: acetato de etila (1:1), diclorometano:acetato de etila (3:7),
acetato de etila: metanol (7:3) e metanol 100% foi de 218,0, 102,4, 227,8 e 499,7 ug mL™,
respectivamente. A concentragéo citotoxica (CCso) para macrofagos J774.Al foi de 296 ug
mL para o extrato bruto e variou de 21 a 88 pg mL™* para as fragoes. O indice de seletividade
terapéutico variou de 0,1 a 0,2 para as fracdes e foi igual a 1,4 para extrato bruto. Os
resultados obtidos sugerem que o extrato bruto e as fragdes isoladas de T. riparia possuem
atividade leishmanicida, apresentando auséncia de toxicidade para eritrécitos humanos, apesar
da toxicidade sobre macréfagos J774.Al, podendo ser uma alternativa promissora no

tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Citotoxicidade, extrato bruto, fracGes, Lamiaceae, Leishmania, mirra.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses séo infeccdes causadas por protozoarios do género Leishmania (Reis
et al. 2012) e sdo endémicas em 98 paises, incluindo 72 paises em desenvolvimento. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 12 milhdes de pessoas sao
afetadas e que dois milhGes de novos casos ocorrem anualmente (WHO 2013). A transmisséo
ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos, insetos do género Lutzomyia (Neves
2005), infectadas por Leishmania spp (Silva 2012). No ciclo de vida destes protozoarios,
existem duas formas evolutivas, as formas amastigotas que parasitam células do sistema
mononuclear fagocitario de vertebrados (homem, animais silvestres e domésticos) e as
promastigotas que sdo encontradas no aparelho digestorio de insetos invertebrados
(Selvapandiyan et al. 2012).

A doenca pode se manifestar em diferentes formas clinicas, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida e da relacdo do parasito com o hospedeiro (Saravia et al. 1989). A
leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma das afec¢des dermatolégicas mais
importantes devido a sua magnitude, capacidade de produzir deformidades e também pelo
envolvimento psicoldgico, social e econdmico (Oliveira et al. 2014).

Nas Américas sdo reconhecidas 11 espécies de Leishmania causadoras da doenca
humana e oito espécies em animais. No Brasil, ja foram identificadas como causadora da LTA
seis espécies do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. Em seres humanos ja
foram detectadas: Leishmania (V.) braziliensis; Leishmania (V.) guyanensis; Leishmania (L.)
amazonensis, e mais recentemente a Leishmania (V.) lainsoni; Leishmania (V.) naiffi e
Leishmania (V.) shawii. As trés principais espécies causadoras de LTA no Brasil sdo L. (V.)

braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis (Brasil 2007).



29

O controle da leishmaniose tem sido um problema, pois ndo existem vacinas com
comprovada eficacia disponiveis para humanos e a quimioterapia € realizada com os
antimoniais pentavalentes potencialmente toxicos e que requerem um tratamento a longo
prazo (Olliaro e Bryceson 1993). A eficacia dos antimoniais é baixa para criangcas quando
comparado a adultos (Layegh et al. 2011). Estes farmacos induzem efeitos colaterais devido a
alta toxicidade, incluindo mialgias, nalsea, vémitos, arritmia cardiaca, hepatites e pancreatite
(Almeida e Santos 2011).

Muitos pesquisadores investem no estudo de plantas medicinais para o tratamento e
prevencdo de diversas patologias. S&o importantes fontes de substancias farmacologicas,
muitos dos quais se constituem em matérias-primas ou prototipos para sintese de novos
farmacos (Rates 2001). Diante dos desafios para o tratamento da leishmaniose, o estudo dos
extratos de plantas medicinais e seus metabdlitos pode ser uma estratégia para a busca de
novos farmacos com atividade leishmanicida com menor toxicidade (Moreira et al. 2013).

A planta Tetradenia riparia (Hochst.) Codd., da familia Lamiaceae, € um arbusto de
originario do continente africano, sendo introduzida e bem aclimatada no Brasil. Conhecida
popularmente como incenso, lavandula, limonete, pluma-de-névoa ou falsa mirra € utilizada
principalmente como planta ornamental. A planta exala um aroma intenso muito agradavel.
(Martins et al. 2008). Estudos mostraram que tanto o extrato bruto como o 6leo essencial
extraido das folhas de T. riparia tém atividade antimicrobiana (Van Puyvelde et al. 1986),
antiespasmadica (Van Puyveld et al. 1987), larvicida (Weaver et al. 1992), inseticida (Weaver
et al. 1994), antimalarial (Campbell et al. 1997), acdo repelente contra Aedes Aegypti (Omolo
et al. 2004), antimicrobiana e analgésica (Gazim et al. 2010), acaricida e larvicida (Gazim et
al. 2011) e leismanicida (Demarchi et al. 2015a). No entanto, a atividade leishmanicida do
extrato bruto e suas fragdes ndo haviam sido investigadas. A busca de novos medicamentos

com menor toxicidade e maior seletividade levou ao estudo da T. riparia (Hoscht.) Codd, com
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0 objetivo de determinar a atividade leishmanicida do extrato bruto e das fragcdes isoladas de

suas folhas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

O material in natura foi coletado no Horto Medicinal da Universidade Paranaense-
UNIPAR, Umuarama-Parand, Brasil (23°45°59”S e 53°19°30”W, 391 m). A identificac¢ao
botanica da T. riparia foi realizada pela Prof® Dra. Ezilda Jacomassi do Departamento de
Farmacia da UNIPAR, e a exsicata esta a disposicdo no Herbario Educacional da
Universidade Paranaense — HEUP, identificado pelo n® 2502.

As folhas de T. riparia foram coletadas no periodo da manhd, secas em esteira,
pulverizadas a 850um (Frighetto et al. 2005), e submetidas ao processo de maceracdo
dindmica com esgotamento do solvente utilizando alcool etilico 70% (v/v), seguida por
filtracdo (Miranda et al. 2009). Em seguida, o filtrado foi concentrado sob pressao reduzida
em evaporador rotativo (Tecnal®, TE-211, Piracicaba-SP, Brasil) a 40° C, até a obtencdo do

extrato bruto (EB).

2.2 Obtencao das fragdes do extrato de T. riparia

A técnica utilizada para obtencdo das fracdes (FRs) foi a Cromatografia em Coluna
descrita por Gazim et al. (2014). Foi utilizada a silica gel 60 (Macherey-Nagel 0,01-0,02 mm)
como fase estacionéria (FE) na proporcdo de 25:1 (silica: extrato bruto), a qual foi ativada
anteriormente a 90°C por 45 minutos (Collins et al. 1997). O EB foi misturado com silica e
hexano a uma proporcao de (1:1:1), e levado em banho de areia até evaporacdo do solvente
obtencdo de um po6. Apds 0 empacotamento da coluna com a silica 0 EB previamente
preparado foi colocado sobre a silica e eluido com fases mdveis de polaridade crescente:
hexano 100%, hexano: diclorometano (9:1; 8:2; 7:3, 1:1, 3:7, 2:8 e 1:9), diclorometano 100%;

diclorometano: acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3, 1:1, 3:7, 2:8 e 1:9), acetato de etila 100%,
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acetato de etila: metanol (9:1; 8:2; 7:3, 1:1, 3.7, 2:8 e 1:9), metanol 100%, resultando em 25
fracdes. As FRs coletadas foram concentradas em evaporador rotativo a 45°C.

Por meio do fracionamento foram obtidas 25 fracGes, que foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como fase movel tolueno: éter etilico:
acido acetico 1,75 M (1:1:1) (Codd 1985). De acordo com a revelagéo fisica (luz ultravioleta
A 254 nm) e quimica (Vanilina Sulfurica) (Farmacopéia Brasileira 2010), as FRs que
apresentaram o mesmo perfil cromatografico foram reagrupadas, resultando em 10 fracdes.
Estas 10 FRs foram submetidas a analise preliminar anti-leishmania, e destas, quatro
apresentaram potencial leishmanicida, sendo denominadas: fracdo 1 (diclorometano: acetato
de etila 1:1), fracdo 2 (diclorometano: acetato de etila 3:7), fracdo 3 (acetato de etila: metanol

7:3) e fracdo 4 (metanol 100%).

2.3 Cultura de formas promastigotas de L. (L. amazonensis para 0S ensaios
leishmanicidas

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016)
criopreservadas foram descongeladas e mantidas em meio de cultura 199 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) suplementado com soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas,SP, Brasil)
10% (v/v), 1% de urina humana, 2 mM de L-glutamina e antibidticos (100 Ul mL™ de
penicilina e 0,1 pg mL™? de estreptomicina; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). As culturas
foram incubadas a 25°C, e os parasitos mantidos por repiques semanais em meio 199

suplementado, como descrito acima, em frascos de cultura de células de 25 cm?.

2.4 Atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
Formas promastigotas L. (L.) amazonensis foram cultivadas até a fase logaritmica de

crescimento em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
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suplementado com SFB 10% (v/v) e 2 mM de L-glutamina. Para os experimentos, as formas
promastigotas foram ressuspensas em sobrenadante de cultura e contadas em camara de
Neubauer, ajustando a concentragio de promastigotas para 4x10” mL* (Demarchi et al.
2015a).

A viabilidade de promastigotas foi determinada pelo ensaio colorimétrico de XTT
(2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) (Sigma-
Aldrich; St. Louis, MO, EUA). Para isso, foi adicionado o EB de T. riparia nas concentragdes
de 1000 a 1,95 pg mL? e suas FRs de 1000 a 1,56 pg mL?t e foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (1,6% v/v) e realizada uma
diluicdo em série na razdo 2, diretamente em uma microplaca de 96 pocos (TPP®, Suica). A
concentracdo de DMSO ndo ultrapassou 0,024% v/v no primeiro poco, ndao apresentando
toxicidade para Leishmania. Em seguida, foram adicionados 4x10°® 100 pL™ de formas
promastigotas em fase logaritmica em cada poco. Apés 24, 48 e 72 h de incubacdo a 25°C,
100 pL de XTT (0,2 mg mL™?) ativado com 200 uM de metossulfato de fenazina (PMS,
Sigma Co Chemical; St. Louis, USA) foram adicionados a cada poc¢o, seguido de incubacao
de 3h a 37°C. Os resultados foram determinados em leitor de microplacas (ASYS Expert Plus,
ASYS Hitech GMBH, Austria) a 450/620 nm (EI-On et al. 2009, Williams et al. 2003). Como
controle do ensaio foi utilizado a anfotericina B (AmB, Laboratério Cristalia, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a 125 pg mL™, controle de turbidez (meio de cultura), controle positivo (parasitos em
meio de cultura e na auséncia de drogas). A dose 50% letal (DL50/24, 48, 72 h) foi calculada
a partir da regressdo linear do percentual de morte usando um limite de erro estatistico de 5%.

Os testes foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos trés vezes.



34

2.5 Cultura de macrdfagos J774-Al

Macroéfagos J774.A1 mantidos em criopreservacdo, foram descongelados e mantidos
em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com
SFB 20% (v/v), antibi6ticos (100 Ul mL™ de penicilina e 0,1 pg mL™ de estreptomicina) e
Anfotericina B (25 pg mL™?). As culturas foram incubadas a 37°C com 5% de CO; e os
macrofagos foram mantidos por repiques semanais em frascos de cultura de células de 25 cm?

com o meio RPMI 1640 suplementado.

2.6 Citotoxicidade do extrato bruto e fragdes de T. riparia sobre macréfagos J774.A1
Uma suspensdo de 1x10° células mL* foi preparada e 100 pL foi distribuido em
microplaca de 96 pocos. A placa foi incubada por 48 h em estufa a 37°C e 5% de CO; para a
aderéncia dos macrdfagos. Apos este periodo, foi retirado o sobrenadante e adicionado o EB
nas concentragdes de 1000 a 1,95 pug mL™? e suas FRs de 1000 a 1,56 pg mL? diluidos em
DMSO e preparados previamente por diluicdo seriada. A concentracdo de DMSO néo
ultrapassou a 0,024% v/v no primeiro poco nao apresentando citotoxicidade para o
macrofago. Apods 24 horas de incubacdo a 37°C em atmosfera contendo 5% de COy, realizou-
se 0 ensaio colorimétrico do XTT para avaliar a viabilidade celular. Para isso, foi adicionado
100 pL de XTT ativado com 200 uM de PMS em cada poco da placa. Ap6s 3h de incubagéo a
37 °C, a citotoxicidade foi determinada pelo leitor de microplaca (ASYS Expert Plus, ASYS
Hitech GMBH, Austria) no comprimento de onda de 450/620 nm (EL-ON et al. 2009). Os
testes foram realizados em triplicata, e a citotoxicidade determinada na concentragdo
citotoxica em 50% (CCsp) das células que foi calculada pela regresséo linear do percentual de
citotoxicidade usando um limite de erro estatistico de 5%. O Indice de Seletividade
Terapéutico (IST) dos compostos foi determinado por meio da seguinte equagdo: CCso em

células/DLsp em Leishmania.
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2.7 Atividade hemolitica do extrato bruto e fracdes de T. riparia

Foi preparada uma suspensdo de hemacias humanas tipo O a 6% em solucdo salina
0,9% estéril com 1% de glicose (Valdez et al. 2009). Em uma microplaca de 96 pocos, 0 EB
foi adicionado nas concentracdes de 1000 a 1,95 pg mL™ e suas FRs de 1000 a 1,56 pg mL™
diluidos em DMSO. A seguir, foram adicionados 100 pL da suspensao de hemacias (6%) e a
microplaca foi mantida em estufa a 37°C por 2 h. Apds esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 1100 rpm por 5 minutos (Rotina 420 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Alemanha). Foi utilizado o Triton X-100 a 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como
controle positivo de hemolise e como controle negativo, a suspensao de heméacias sem adi¢do
de nenhum dos compostos. Os resultados foram expressos como porcentagem de hemolise e
calculados pela equagdo da porcentagem de hemolise: (%) = 100—[(Ap—As)/(Ap—Ac)], na
qual Ap é a absorbancia do controle positivo, As a absorbancia da amostra teste e Ac a

absorbancia do controle negativo.

2.8 Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em
DLso e CCso e estimados pela equacdo de regresséo linear do percentual de inibigdo. Os dados
foram organizados utilizando Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corp., USA) e submetidos a
analise de variancia pelo programa computacional SISVAR (Ferreira 2011). As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro fracOes apresentaram atividade frente as formas promastigotas de Leishmania,
foram: FR 1 (diclorometano: acetato de etila 1:1), FR 2 (diclorometano: acetato de etila 3:7),
FR 3 (acetato de etila: metanol 7:3) e FR 4 (metanol 100%). Os resultados indicaram que a
atividade leishmanicida mais efetiva, ocorreu nas FRs com polaridades intermediarias
diclorometano: acetato de etila (1:1 e 3:7) e nas FRs com polaridades maiores (acetato de
etila: metanol 7:3 e metanol 100%).

O EB e as FRs induziram a morte das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
apos um periodo de interacdo de 24, 48 e 72 h (Figura 1). Na maior concentracdo testada
ocorreu 100% de atividade leishmanicida para as FRs 1, 2 e 3 e, na concentracdo de 500 pg
mL?, 0 EB e as FRs 1, 2 e 3 causaram mortalidade superior a 50% (Figura 1A, B e C). AFR
4 induziu mortalidade superior a 50% apenas na maior concentracdo testada (Figura 1D). A
anfotericina B, usada como droga de referéncia, apresentou valores menores de DLso (1 € 2
g mL™?) em relacdo ao EB e FRs de T. riparia testadas no experimento. Em todos os
periodos estudados, a DLso da anfotericina B foi menor comparada a do EB e suas FRs
(p<0,05) (Tabela 1). Todavia, as DLso do EB e das FRs 1, 2 e 3 ndo foram significativamente
diferente entre si (p>0,05) apds 24 h de exposicdo aos parasitos. Ja a DLsoda FR 4 ndo diferiu
significativamente (p>0,05) da fracdo 3 em 24 e 48 h de exposicdo e do EB em 48 h, mas
apos 72 h foi maior do que a de todos os outros tratamentos (p<0,05), ou seja, a FR 4
apresentou o menor desempenho leishmanicida em relagdo as demais FRs testadas.

Os valores de DLsg do EB e FRs para as formas promastigota de L. (L.) amazonensis
variaram de 102,4 a 732,2 pg mL* (Tabela 1). Demarchi et al. (2015a), estudaram com 6leo
essencial e o isolado 6-7 dehidroroileanona de T. riparia e encontraram, respectivamente, uma

DLso de 0,5 e 16,9 pg mL™. Provavelmente as diferencas observadas entre as DLso do EB e
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das FRs (Tabela 1) se devem aos distintos compostos quimicos presente em suas estruturas
quimicas. Ndiku e Ngule (2014) também verificaram que ha presenca de taninos, saponinas,
flavonoides, fendis e alcaldides na composicdo do extrato aquoso de T. riparia, e que estas
substancias poderiam estar diretamente associadas ao valor medicinal desta planta. Sadashiva
et al. (2014) verificaram atividade inibidora da acetilcolinesterase e antioxidante do extrato
etanolico de T. riparia e atribuiram estas atividades pela presenca de compostos fendlicos e
flavonoides na planta. Gazim et al. (2010) identificaram a presenca de diterpenos,
sesquiterpenos e monoterpenos no Oleo essencial de T. riparia. A atividade leishmanicida do
Oleo essencial provavelmente pode ser atribuida ao potencial do composto 6-7
dehidroroileanona, um diterpeno isolado pelos autores Demarchi et al. (2015a). Cardoso et al.
(2015) encontraram maiores resultados leishmanicida no 6leo de T. riparia produzido no
verdo, devido as altas concentracfes de limoneno e fenchona. Em trabalho realizado por
Bufalo et al. (2015), atribuiram a atividade leishmanicida pela presenca do diterpeno isolado
das raizes de Salvia deserta.

Os 6leos essenciais também diferem do extrato bruto em razdo do método de extracéo.
Para a obtencdo de Oleos essenciais, normalmente sdo utilizados processos complexos e
onerosos apresentando baixo rendimento (inferior a 1% em alguns casos) (Serafini et al. 2002,
Ceschini 2011). Os extratos vegetais apresentam baixo custo, facil acesso e é bem aceito pela
populacdo onde o acesso a medicamentos é restrito ou limitado, com incidéncia menor de
reacOes adversas e em menor intensidade. S&o uma importante fonte de compostos bioativos,
pois diversos compostos secundarios podem desempenhar fun¢bes importantes em interagdes
planta-patogeno (Ceschini 2011). A presenca destes varios compostos podem ter efeito
sinérgico benéfico superior em eficacia, com relacdo aos componentes isolados (Sixel e

Pecinalli 2005, Demarchi et al. 2015b).
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Os resultados deste trabalho mostraram uma DLso de até 0,4 ug mL™* para anfotericina
B, cujo seu efeito manteve-se constante em 24, 48 e 72 h (Tabela 1). Este resultado mostra
que a anfotericina B foi mais efetiva comparado com o EB e as FRs de T. riparia, mas vale
ressaltar os efeitos adversos importantes da anfotericina B, como: anorexia, insuficiéncia
renal, anemia, leucopenia e alterac6es cardiacas, tornando-a contra-indicada em cardiopatas,
hepatopatas e, especialmente, nefropatas (BRASIL, 2010). No entanto, ha possibilidade do
uso da T. riparia como terapia complementar ao tratamento da leishmaniose. Existem varios
relatos sobre a atividade biologica da T. riparia, 0 que a torna promissora para 0 Uso em
medicamentos. Wasswa e Deogracious (2006) relataram a atividade anti-helmintica em
Ascaris suum. Leitdo et al. (2012) e Ndamane et al. (2013) verificaram atividade
antimicrobiana. O 6leo essencial e os diterpenos isolados desta planta também foram relatados
com atividade contra bactérias (Melo et al. 2015); contra células de linhagem carcinogénica e
antioxidante (Gazin et al. 2014). Somente em 2015, o 6leo essencial e um diterpeno isolado
de T. riparia foram testados sob protozoarios do género Leishmania (Demarchi et al. 2015a),
e, até a presente data, esta é a primeira vez que o EB e suas FRs isoladas foram submetidos a
ensaios de atividade leishmanicida.

Para citotoxicidade em macréfagos J774.A1 em 24h, a CCso do EB foi de 296 pug mL™*
e as FRs apresentaram valores variando de 21 a 88 pug mL™? (Tabela 1). Demarchi et al.
(2015a) encontraram uma CCsoigual a 0,17 e 0,53 pug mL™ para o 6leo essencial e o diterpeno
6,7-dehidroroileanona isolado de T. riparia, respectivamente, os quais sdo bem menores do
que o encontrado para o EB e as FRs isoladas de T. riparia neste estudo.

Os resultados do indice de seletividade terapéutico (IST) em 24 h variaram de 0,1 a
0,2 para as FRs e foi igual a 1,4 para o EB, demonstrando este ser mais seletivo para o
parasito em relacdo as células de mamifero comparado com as FRs (Tabela 1). Almeida et al.

(2014), estudou o extrato e fracbes de Maxillaria picta e encontrou indice de seletividade
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maior que 1, sugerindo maior atividade contra protozoarios e menor atividade contra células
de mamiferos (Tabela 1).

A porcentagem de hemdlise de todas as concentragdes testadas das FRs foi inferior a
24,9%, sendo que a maior taxa de hemolise foi observada para a fragdo 1 na sua maior
concentracdo (Figura 2). O EB também apresentou baixa toxicidade sobre hemacias humanas
com uma concentracdo de 19,4% na maior concentracdo testada (Figura 2). Estes resultados
diferem dos de Demarchi et al. (2015a), que encontraram hemolise de 3,2% e 18% para 0 Gleo
essencial e o diterpeno de T. riparia, respectivamente nas concentrages de 5 e 50 pg mL™.
Em relacdo a Anfotericina B, o EB e as FRs também apresentaram baixa atividade hemolitica,
visto que a droga de segunda linha para o tratamento da leishmaniose induziu hemdlise em
mais de 50% das hemacias (eritrocitos) na concentracdo de 50 pg mL* (Demarchi et al.
2015a).

O XTT é um método que avalia a capacidade respiratéria mitocondrial da Leishmania
e outros microorganismos pela reducdo do sal de sédio XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) em formazan (produto colorido) pela
atividade da desidrogenase mitocondrial, indicando de forma direta o numero de células
viaveis (Williams et al. 2003, Capusiri et al. 2008, EI-On et al. 2009). O EB e as FRs de T.
riparia provavelmente promovem a morte das formas promastigotas da Leishmania pela via
do metabolismo mitocondrial. Em estudo realizado por Demarchi (2015a) relataram que o
Oleo essencial de T. riparia induz a morte de Leishmania pela via do metabolismo
mitocondrial e pela acdo sobre o metabolismo lipidico visto em microscopia eletronica.

O EB e as FRs de T. riparia se mostraram promissores no tratamento da leishmaniose.
Pesquisas com extratos vegetais de uma grande variedade de familias e espécies tém
despertado o interesse pela investigacdo de novas opcdes de tratamento para leishmaniose

(Arruda et al. 2009). Estudos recentes com extratos de plantas e seus compostos isolados tém
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demonstrado atividade promissora frente as formas promastigotas de Leishmania spp (Lima et
al. 2015, Meneguetti e Facundo 2015, Silva et al. 2015, Meneguetti et al. 2015, Antinarelli et
al. 2015). Assim, O EB e as FRs de T. riparia poderiam ser explorados para desenvolver uma

nova alternativa para o tratamento da leishmaniose.
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Tabela 1. Efeito leishmanicida e citotoxicidade do extrato bruto (EB) e das fracbes (FRs) isoladas das

folhas de T. riparia

Citotoxicidade Indice de
Tratamento Promastigota J774.A1 Seletividade
DLso (g mL™) CCso(ug mLY)  Terapéutico
(IST)
24 h 48 h 72h 24 h 24 h
EB 206,0+46,8° 345,9+144,6®  258,6+57,4° 296 1,4
FR1 218,0+10,6° 150,9+9,1° 171,7417,5° 24 0,1
FR 2 102,4+104,8° 178,8+11,3° 149,3+49,7° 21 0,2
FR 3 227,8+9,9% 295,1+294,8%  297,6+88,1° 22 0,1
FR 4 499,7+162,92 635,5+160,7¢  732,2+209,5% 88 0,2
AnfoB 0,4+0,1° 0,3+0,1° 0,4+0,2° - -
1TV (%) 21,5 30,5 15,3 - -

DLso= dose requerida para matar 50% dos parasitas; CCso= concentracdo citotoxica 50%; IST=
CCso/DLso; EB: extrato bruto das folhas T. riparia; FR1: fracdo obtida com diclorometano: acetato de
etila (1:1); FR2: fracdo obtida com diclorormetano: acetato de etila (3:7); FR3: fragdo obtida com
acetato de etila: metanol (7:3); FRA4: fracdo obtida com metanol 100%.
Médias+desvios padrdes seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de

Tukey.

1CV= coeficiente de variagdo. AnfB: anfotericina B.
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis ap0s
24, 48 e 72h de incubacdo com EB e FR T. riparia.

EB: extrato bruto das folhas T. riparia; FR1: fragdo obtida com diclorometano: acetato de etila
(1:1); FR2: fracdo obtida ento com diclorormetano: acetato de etila (3:7); FR3: fracdo obtida
com acetato de etila: metanol (7:3); FR4: fracdo obtida.
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Figura 2. Porcentagem de hemolise em eritrécitos humanos tratados com extrato
bruto e fracbes de T. riparia

EB: extrato bruto das folhas T. riparia; FR1: fracdo obtida com diclorometano:
acetato de etila (1:1); FR2: fracdo obtida com diclorometano: acetato de etila (3:7);
FR3: fracdo obtida com acetato de etila: metanol (7:3); FR4: fracdo obtida com
metanol 100%.
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CAPITULO 11l

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que 0s produtos naturais obtidos do extrato bruto e
fragOes isoladas de T. riparia possuem efeito leishmanicida. Estas substancias podem ser
eficazes para o tratamento da leishmaniose, apresentando auséncia de toxicidade para
heméacias humanas, apesar da toxicidade sobre macrofagos J774.A1. Estes dados podem ser
importantes para outros estudos utilizando compostos naturais de T. riparia.

Pesquisas futuras serdo necessarias para a investigacdo da atividade de T. riparia em
infeccdes in vivo, assim como a identificacdo dos componentes ativos responsaveis pela acdo
encontrada contra L. (L.) amazonensis, para correlaciona-los com o provavel mecanismo de

acao, garantindo desta forma a utilizacdo segura da planta em quest&o.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O tratamento para leishmaniose ainda € um desafio, e 0 uso de extratos de plantas esta
cada vez mais sendo estudado, podendo ser uma alternativa para o tratamento da
leishmaniose. O extrato bruto e as fragdes de T. riparia através dos estudos realizados, vem se
mostrando bastante promissora e abre perspectivas para futuras investigacoes:

- Identificar os compostos quimicos presentes no extrato bruto e as fracoes;

- Elucidar o possivel mecanismo de acéo;

- Verificar atividade do extrato bruto e fracdes de T. riparia em modelos animais;

- Atividade sobre formas amastigotas intracelulares;

- Demonstrar por meio de ensaios de microscopia eletrnica de varredura e de transmissao, as

alterac6es morfoldgicas causadas nos parasitos.



