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RESUMO

RIBEIRO, RHAIRA NAZARIO. BIOPROSPECQAO DE EXTRATOS DE
PLANTAS DO RENISUS CONTRA PROMASTIGOTAS DE Leishmania spp.
2019. 74 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre, ES, 2019.

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecto-parasitarias, de carater
zoondtico, cujos protocolos terapéuticos adotados possuem altos indices de
efeitos colaterais. O Brasil € um pais com uma flora abundante, com recursos
naturais que possuem grandes potenciais terapéuticos. Em 2002 criou-se o
RENISUS, programa governamental que em parceira com instituicbes de
pesquisa tem o objetivo de promover o embasamento técnico-cientifico para o
uso de plantas medicinais. O estudo teve o0 objetivo de avaliar o efeito
leishmanicida “in vitro” de plantas pertencentes ao RENISUS, sendo: Morus
nigra L. (amoreira), Anacardium occidentale (cajueiro), Pereskia aculeata (ora-
pro-nébis), Eugenia uniflora (pitangueira), Momordica charantia (meldo de Sao
Caetano) e Psidium guajava (goiabeira) para formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e Leishmania infantum, bem como a toxicidade de
cada um dos extratos avaliados sobre macrofagos. Foram realizados testes de
viabilidade e citotoxicidade dos extratos, frente ambas as espécies de
Leishmania spp. e a macréfagos (DH82) respectivamente. Os resultados foram
determinados pelo método da resazurina e analisados estatisticamente por meio
da ANOVA e Tukey. O extrato das folhas da Ora-pro-nobis, obteve um ICso de
33,78ug/mL, sendo o mesmo o que apresentou melhor potencial leishmanicida
contra L. infantum. Todos os extratos testados foram inativos contra
promastigotas da espécie L. amazonensis com ICso superior a 250ug/mL.
Contudo, os extratos apresentaram baixo indice de seletividade frente aos

macrofagos testados.

Palavras-chave: Leishmaniose. Produtos naturais. Tratamento



ABSTRACT

RIBEIRO, RHAIRA NAZARIO. BIOPROSPECTION OF RENISUS PLANTS
EXTRACTS AGAINST PROMISTIGOTES OF Leishmania spp. 2019. 74 p.
Dissertation (Master in Veterinary Sciences) - Center of Agrarian Sciences
and Engineering - CCAE, Federal University of Espirito Santo, Alegre, ES,
2019.

Leishmaniasis is a group of zoonotic infectious parasitic diseases whose adopted
therapeutic protocols have high rates of side effects. Brazil is a country with an
abundant flora, with natural resources that have great therapeutic potentials. In
2002 RENISUS was created, a government program that in partnership with
research institutions aims to promote the technical-scientific basis for the use of
medicinal plants. The objective of this study was to evaluate the in vitro
leishmanicidal effect of plants belonging to RENISUS, namely: Morus nigra L.
(mulberry), Anacardium occidentale (cashew), Pereskia aculeata (ora-pro-nobis),
Eugenia uniflora ( pitangueira), Momordica charantia (sdo caetano melon) and
Psidium guajava (guava) for promastigote forms of Leishmania amazonensis and
Leishmania infantum, as well as the toxicity of each extract evaluated on
macrophages. Feasibility and cytotoxicity tests of the extracts were performed
against both Leishmania spp. and macrophages (DH82) respectively. Results
were determined by the resazurin method and statistically analyzed using
ANOVA and Tukey. The extract of ora-pro-ndbis leaves obtained an IC50 of
33.78ug / mL, which presented the best leishmanicidal potential against L.
infantum. All extracts tested were inactive against L. amazonensis promastigotes
with IC50 greater than 250ug/mL. However, the extracts showed low selectivity

index against the macrophages tested.

Key words: Leishmaniasis. Natural products. Treatment
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma zoonose causada por protozodrio do género
Leishmania, da familia Trypanosomatidae. Cujo principal vetor é a fémea do
mosquito flebotomineo do género Lutzomyia (MARCONDES, 2016). E uma
infeccdo que causa grandes impactos na saude publica de vérios paises,
principalmente nos paises subdesenvolvidos. A doenca faz parte das seis
endemias de maior relevancia mundial (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; WHO,
2011).

Em 2013 a infeccdo afetava cerca de 88 paises, prejudicando em grande
maioria a populacdo mais carente, e associa-se a outros problemas do
submundo, como a desnutricdo e a deficiéncia imune. A falta de saneamento
basico e o crescente desmatamento, fazem com que o seres humanos fiquem
mais expostos aos riscos de contaminacao pelo parasito, que por sua vez esta
cada dia mais perto das zonas urbanas (FIOCRUZ, 2013°; WHO, 2018).

O Brasil representa uma area endémica. Ha registros de casos da
infeccdo em quase todos os estados brasileiros, aproximadamente 90% dos
casos da doenca na América Latina sao registrados pelo Brasil (BRASIL, 2012;
GONTIJO; CARVALHO, 2003; MENDES, et al., 2016).

As leishmanioses sao classificadas em dois grupos de acordo com 0s
sinais clinicos: Leishmaniose Visceral, e Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), sendo a LTA dividida em cutanea, mucocutanea ou cutanea difusa. Essa
divisdo baseia-se no local de acometimento da infeccdo (MARCONDES, 2016).
A doenca pode causar lesbes deformantes e incapacitantes quando na sua
forma cutanea, e na sua forma visceral pode levar a Obito se nao tratada
corretamente (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MARCONDES, 2016).

Os protocolos terapéuticos adotados para tratar as leishmanioses
envolvem o uso dos antimoniais e antifangicos. Porém, destacam-se os efeitos
colaterais, que associam-se ao longo periodo de tratamento e acarreta em
abandono prematuro do paciente ao tratamento. Por isso, hd uma necessidade
de tratamentos menos agressivos ao hospedeiro (ANDRADE-NETO, 2016;
MAHMOUDVAND et al., 2015; MAYRINK et al., 2006).
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Uma alternativa antiga, mas cada vez mais utilizada e, que vem crescendo
em termos de empregabilidade na medicina tradicional € o uso de produtos
naturais para tratar doencas, principalmente as infec¢des negligenciadas. Pois,
0s custos associados aos produtos de origem natural geralmente sao inferiores
aos medicamentos alopaticos. Cerca de 80% da populacdo mundial utiliza esses
produtos como uma alternativa para otimizar a saude, principalmente por ndo
possuirem condicdes econbmicas de arcar com 0S precos onerosos dos
medicamentos alopéaticos (NDJONKA et al., 2010; TELES et al., 2015).

Considerando o potencial da flora brasileira, o Brasil criou um projeto que
tem como objetivo listar as plantas cujo potencial medicinal ja foi descrito
cientificamente, por meio de instituicbes de pesquisa, que sao parceiras ao
projeto. Assim surgiu a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Satde (RENISUS), a lista comecou a ser criada em fevereiro
de 2009 e, até 0 momento possui 71 espécies de plantas cadastradas (BRASIL,
2019).

O objetivo do presente trabalho foi realizar a avaliacéo in vitro, dos efeitos
leishmanicida dos extratos etandlicos das folhas ou partes aéreas de seis
espécies de plantas listadas no RENISUS, sobre formas promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum, bem como sua toxicidade para as célula de mamifero
(macréfagos DH82). Entre as 71 plantas pertencentes a lista, as selecionadas
para o teste foram: amoreira (Morus nigra L.), cajueiro (Anacardium occidentale
L.), meldo de sédo caetano (Momordica charantia), goiabeira (Psidium guajava),
ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) e pitangueira (Eugenia uniflora).

A selecdo dos extratos a serem utilizados nos testes de viabilidade e
citotoxicidade, partiu de uma extensa revisao bibliografica, onde investigou-se
caracteristicas das plantas que ja tiveram seu potencial leishmanicida registrado
cientificamente. Nao era de interesse testar extratos de plantas que ja haviam
sido estudados, entdo por meio, das caracteristicas em comum dessas plantas
com outras, que estavam disponiveis em forma de extrato para serem testados
na instituicdo de ensina em questdo e que pertencessem ao RENISUS, foi

possivel determinar as seis plantas citadas acima.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose

Caracterizam-se por Leishmaniose um grupo de infeccbes de pele,
mucosas e 0rgaos, que ocorrem de forma endémico-epidémica com varios
padrdes de transmissdo (FIOCRUZ, 2013 b). Considerada uma infeccéo de
carater parasitaria classificada como uma zoonose, de carater crénico, com um
periodo de incubacgéo extenso, que varia de 2 a 12 meses (KRAUSPENHAR et
al., 2007).

Os parasitos causadores desse tipo de infeccdo destacam-se na
colonizagao de animais silvestres e acidentalmente os animais domeésticos e o
Homem, sendo o céo considerado o principal reservatério urbano (FURTADO,
1994; NEUBER, 2008).

As leishmanioses estéo classificadas em quatro grupos, de acordo, com a
forma clinica da infeccdo: Leishmaniose Visceral (LV), Leishmaniose cutanea
localizada (LCL), Leishmaniose cutanea difusa (LCD) e Leishmaniose
mucocutanea (LMC) (MARCONDES, 2016).

Sao conhecidas cerca de 53 espécies de Leishmania spp., 20 dessas
espécies sdo capazes de causar a infeccdo em humanos. Morfologicamente,
todas as espécies sao similares, s6 é possivel a identificacdo formal da espécie
através de andlises bioquimicas e moleculares (BARRAL; COSTA, 2011,
MORAIS, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2016), as leishmanioses
integram o conjunto das seis doencgas tropicais mais preocupantes no Velho
Mundo e Américas, e constituem um crescente problema de saude publica. No
Brasil, € considerada uma das endemias de interesse prioritario, como em
grande parte dos continentes americano, asiatico, europeu e africano. 700.000

mil novos casos da infec¢cdo surgem anualmente em todo o mundo (WHO,2018).
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2.2 Leishmaniose Visceral

Causada por L. donovani e L. infantum/chagasi, conhecida popularmente
por Calazar, acomete regiées da Europa, América do Sul e Central, Bacia do
Mediterraneo e Asia (WHO, 2018).

Em 2015 o Brasil encontrava-se entre 0s seis paises que mais se
destacavam quanto ao numero de casos desse tipo de infeccédo, juntamente com
0 Afeganistao, Argélia e a Coldmbia, entre outros, eram os responséaveis por 90%
dos casos notificados de LV em todo o mundo (PEARSON, 2014; WHO, 2018).

Na India e Africa oriental, sdo registrados anualmente cerca de 50.000 e
90.000 mil novos casos respectivamente de Leishmaniose Visceral (COGOA et
al., 2018; FIOCRUZ, 2014).

A infeccdo apresenta-se por quadros irregulares de febre, desnutricéo,
aumento de orgéos (figado e baco) e anemia. A LV € a infeccado causada por
Leishmania spp. mais importante e a mais preocupante, pois, é a responsavel

por cerca de 95% dos casos de 6bitos por leishmanioses (WHO, 2018).

2.3 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

Trata-se de infeccBes que acometem a pele (Leishmaniose cutanea) e as
mucosas (Leishmaniose mucocutanea), ndo sendo uma infeccdo de carater
contagioso (BRASIL, 2017).

No Brasil, 0 acometimento cutdneo pode ser causado por 14 espécies de
Leishmania spp. dessas, a espécie Leishmania (L) amazonensis (LAINSON,
2010), e Leishmania (V) braziliensis (LLANOS-CUENTAS, 1984; LAINSON,
1993), sdo as que mais causam impactos no pais.

A Leishmaniose Cutanea € caracterizada por nédulos ou papulas que
evoluem para ulceras na pele, formadas no local da picada do inseto vetor da
doenca (BARRATT et al.,, 2010; WHO, 2016). A ulcera é indolor, possuem
formato arredondado ou ovalado, podem ser Unica ou diversas (Leishmaniose
Cutanea Difusa). Cerca de 5% dos casos de LC evoluem para Leishmaniose

mucocutanea. Essa forma de infeccdo se expressa por lesdes destrutivas
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localizadas nas mucosas, acomete principalmente as vias aéreas superiores.
Acredita-se que a forma mucocutdnea surge por meio de disseminacao
hematogénica ou linfatica do parasito (BRASIL, 2010).

Nos cées, essas Ulceras cutaneas sugestivas comumente séo limitadas a
uma (LCL) ou mudltiplas lesdes de forma disseminada (LCD), que evoluem
causando vermelhiddo e secrecdo, essa evolucdo € tipica de contaminacao
secundaria, bacteriana ou flngica, as lesbes em caninos sdo geralmente

distribuidas nas orelhas, focinho ou bolsa escrotal (BRASIL, 2010).

2.4 Leishmania spp. 0 agente etiolégico das leishmanioses

O género Leishmania compreende protozoarios com um ciclo de vida
digenético (heteroxénico) e dimorficos, vivendo alternadamente em hospedeiros
vertebrados e invertebrados, nas formas amastigota e promastigota
respectivamente (CAROSELLI, 2012).

As formas promastigotas sédo formas alongadas, flageladas, com cerca de
30um de comprimento e sdo encontradas nos hospedeiros invertebrados. As
formas amastigotas séo formas arredondadas, com aproximadamente 10 ym de
diametros, sao encontradas nos hospedeiros vertebrados (Figura 1)
(MONTEIRO, 2011; SILVA, 2008).

Figura 1 - llustracédo do protozoario Leishmania spp. forma promastigota
(A); forma amastigota (B).

FONTE: Getty Images.
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No final do século XIX, Cunningham, na india, descreveu formas
amastigotas em casos de calazar, foi o primeiro registro desse tipo de
microorganismo. Ross em 1903 identificou os microorganismos isolados em um
novo género, o género Leishmania. Assim, o nome correto do agente etiolégico
do calazar ficou sendo Leishmania donovani (FIOCRUZ, 2007).

No continente americano em 1909, Gaspar Vianna, no Instituto Oswaldo
Cruz correlacionou parasitos presentes em lesdes de pacientes acometidos pela
infeccdo de carater cutaneo, como um protozoario do género Leishmania,
dando-lhe o nome de Leishmania (V) braziliensis (FIOCRUZ, 2007).

2.5 Ciclo biolégico e aspectos clinicos da doenca

O género Leishmania compreende protozoarios com ciclo de vida
digenético (heteroxénico), vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados
e invertebrados, sendo os Ultimos os vetores responsaveis pela transmissao dos
parasitos de um mamifero ao outro (CAROSELLI, 2012). Esses vetores séo
fémeas de insetos hematdfagos, dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos (BRASIL, 2010).

Sao mosquitos de habitos noturnos, preferencialmente das 17 horas as 5
horas da manhda, e nas areas urbanas preferem o periodo crepuscular, realizam
oviposicdo em areas umidas e com acumulo de matéria organica (ARTACHO,
2009; BRASIL, 2010).

O ciclo da leishmaniose comeca no momento apds o repasto sanguineo
realizado pela fémea do mosquito “palha”, que ingere macrofagos de mamiferos
infectados com a forma amastigota do parasito. Apés a ingestdo dos macréfagos
€ liberado no intestino médio dos flebotomineos as formas amastigotas do
parasito, que irdo transforma-se em promastigota prociclica proliferativa nessa
mesma regiao do organismo do inseto (WILSON et al., 2010).

Promastigotas prociclicas possuem caracteristicas que ajudam o parasito
a manter-se dentro do organismo hospedeiro, por meio da capacidade de aderir-

se as microvilosidades do epitélio intestinal, impedindo a sua excreg¢do pelas
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fezes. Por meio de divisdo binaria multiplicam-se rapidamente na regiao
(PETERS et al., 2008; SACKS; KAMHAWI, 2001).

O préximo processo importante para o ciclo da doenga acontece por volta
do sétimo dia até o décimo dia ap0és o repasto, trata-se de um processo chamado
de metaciclogénese, onde as promastigotas prociclicas passam por mudancas
morfolégicas e fisiologicas, e parte dessa populacdo se diferencia em formas
metaciclicas. As promastigotas metaciclicas, desprendem-se das
microvilosidades do intestino do inseto (PIMENTA; TURCO, 1992; PETERS et
al., 2008). Na forma metaciclica, os parasitos migram até uma regido da cabeca
do inseto chamada de probdscide, e ali ficam até o vetor realizar outro repasto
sanguineo e inocular a forma promastigota metaciclica em um hospedeiro
vertebrado (LAINSON et al., 1990).

Apo6s a inoculagcdo nos mamiferos as promastigotas sao fagocitadas por
neutrofilos. Estas células do sistema imune secretam quimiocinas, substancias
responsaveis por recrutar novas ceélulas, incluindo os macréfagos, que iréo
fagocitar outras promastigotas (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).

Na estrutura celular da membrana dos parasitos ha estruturas que irdo
auxiliar o mesmo a aderir-se aos macrofagos: os lipofosfoglicanos (LPG) e
glicoproteinas chamadas de leishmanolisina, sdo duas, das principais estruturas
presentes nas promastigotas que auxiliam no momento de fagocitose, elas
interagem com dois componentes da membrana dos macréfagos Csb e Csbi, os
receptores CR1 e CR3, também se encontram nas superficies das células
imunes, quando as promastigotas penetram por meio desses canais a
internalizacdo acontece sem que uma explosdao oxidativa aconteca junto a
endocitose. Passando o processo de endocitose das promastigotas, os vacuolos
parasitoforos logo se ligam aos lisossomos, originando os fagolisossomos (Da
SILVA et al., 1989; WRIGHT; SILVERSTEIN, 1983).

Devido a diversos mecanismos de evasdo a resposta imune do
hospedeiro, os parasitas mantém-se resistentes ao ambiente hostil, e as formas
metaciclicas se transformam em amastigotas e se multiplicam por divisao binaria
até que rompem a célula hospedeira e sao fagocitadas por outros macréfagos,
o ciclo se completa quando macrofagos parasitados por amastigotas séo
ingeridos por vetores invertebrados em um novo repasto sanguineo (PETERS et
al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de transmissao da leishmaniose.
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FONTE: SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002, adaptado.

A infeccdo em cdes e humanos sdo clinicamente semelhantes,
principalmente devido ao ciclo da doenca ser o0 mesmo em ambas as espécies
(KRAUSPENHAR et al., 2007).

Durante o repasto sanguineo, a saliva do vetor atua como um agente
vasodilatador, que ativa a resposta imune local. Assim, a penetracdo das
promastigotas na pele gera um processo inflamatorio local, caracterizando a
lesdo cutanea (MARCONDES, 2016). A maior parte das promastigotas
inoculadas sdo destruidas, por meio da acdo do sistema complemento que
promove lise celular (MOSSER, 1984; MOSSER et al., 1986). Porém, alguns
parasitos resistem a acao litica do complemento, os que resistirem se aderem a
receptores de membranas nos macréfagos, que possuem em sua superficie
moléculas que sao conhecidas como ligantes do parasito, que permitem que
rapidamente os macrofagos sejam ativados e promovam a fagocitose do parasito
(PIMENTA et al., 1989; CHANNON et al., 1984).
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No vacuolo parasitoforo o parasito passa da forma promastigota
metaciclica para amastigota, e apos a fusdo desses vacuolos a granulos
lisossomais, sdo formados os fagolisossomos, onde as formas amastigotas
deverao se multiplicar (MURRAY, 1981).

Dentro dos macrofagos, as formas amastigotas de Leishmania promovem
a inibicdo da resposta imune a infeccao, por meio da desregulacao de diversos
mecanismos, principalmente devido a presenca das LPG em sua membrana
celular, que permite uma modulacédo da resposta imune por meio da presenca
do parasito no macrofago, tornando-o resistente ao estresse oxidativo e, a outros
mecanismos de defesa, como o0s responsaveis pela lise das células
contaminadas, tais como fusdo do fagolisossomo, enzimas hidroliticas,
mecanismos de sinalizacdo celular, producdo de Oxido nitrico e citocinas
(CUNNINGHAM, 2002).

Na leishmaniose visceral os sinais clinicos da infeccdo surgem devido a
disseminacdo, por meio das vias hematdégena e linfatica dos macrofagos
infectados que conseguiram escapar da resposta imune, para tecidos ricos em

células do sistema fagocitico mononuclear (MARCONDES, 2016).

2.6 Terapéutica das leishmanioses

As drogas utilizadas para tratar as leishmanioses em humanos atualmente
no Brasil, sdo: o antimoniato de N-metil glucamina, a anfotericina B, e a
pentamidina (BRASIL, 2010). A problematica dos protocolos terapéuticos atuais
contra as leishmanioses ndo esta relacionada apenas com a quantidade de
drogas disponiveis, destaca-se, os elevados indices de efeitos adversos, como,
a alta toxicidade renal e cardiaca e, a via de administracdo invasiva, que
diminuem a aceitacdo do paciente ao tratamento. Os medicamentos de segunda
escolha para tratar as infeccbes por Leishmania spp., € a pentamidina, e a
anfotericina B, sdo menos utilizados devido a alta toxicidade e ao alto custo. Uma
alternativa adotada para diminuir os efeitos colaterais e aumentar a

disponibilidade da anfotericina B é a sua incorporagdo na forma lipossomal, que
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contribui para o elevado custo da formulacdo (BARBOSA et al., 2011; PLANO et
al., 2011).

Todas as opc¢Oes disponiveis para tratar as leishmanioses em humanos
no Brasil sdo administradas por via parenteral (SINGH; SUNDAR, 2012). A
miltefosina é a droga utilizada para o tratamento da leishmaniose canina no pais,
€ a Unica droga oral que combate o parasito (SUNDAR et al., 2005).

As opcdes de tratamentos contra a leishmaniose existentes até o
momento podem ser consideradas limitadas, pois, associa-se a sérios efeitos
colaterais e periodos de tratamento longos. H4 uma necessidade de drogas com
potencial leishmanicida que possam ser administradas por via oral e com
menores indices de efeitos colaterais, principalmente para tratamento em
humanos no Brasil (TARIQ; SOMAKALA; AMIR, 2017; TRISTAN-MANZANO et
al., 2015).

N&o ha imunizacgdo contra a infecgcdo em humanos, entdo, o combate a
leishmaniose para a espécie fica restrita a uma terapia eficaz dos hospedeiros
infectados, e demais métodos de controle ao parasito (BARRETT; CROFT,
2012).

2.6.1 Antimoniais

A aproximadamente 60 anos o tratamento da LV é realizado com o
antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime® e o estibogluconato de soédio-
Pentostan® como drogas de primeira escolha. Mas, esses medicamentos
possuem algumas limitacGes e estdo associadas a perigosos efeitos adversos,
e graus de eficécia distintos contra o mesmo parasito em dose constante (IQBAL,
2016). No Brasil as leishmanioses em humanos séo tratadas primeiramente com
algum tipo de antimonial. Os mais consumidos mundialmente é o
estibogluconato de sédio (Pentostan®) e o antimoniato de N- metil glucamina
(Glucantime®) (SERENO et al., 2000; SEIFERT, 2011).

Essa classe de compostos € administrada via intravenosa ou
intramuscular de forma lenta na tentativa de evitar efeitos colaterais, dentre eles,
0 mais comum, a trombose (WHO, 2010). Além do alto risco de trombose devido

a infusédo, possuem alta taxa de cardiotoxicidade (OLLIARO et al., 2005). Os
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efeitos adversos mais relatados incluem néusea, dor abdominal, mialgia,
inflamacéo pancreética, arritmia cardiaca e hepatite (OLIVEIRA, 2011). Neves e
colaboradores (2012) relatam agravamento no quadro clinico de paciente
cardiopatas com os uso dos antimoniais, essa droga interage com farmacos
antiarritmicos e betabloqueadores, causando alteragcbes na repolarizacao
ventricular.

A meia vida plasmatica é de apenas 2 horas para o0 antimoniato, e de 76
horas para o estibogluconato. O tempo de duracao do tratamento pode chegar a
28 dias (SEIFERT, 2011).

Sundar e Chatterjee (2006) relata falta de resposta relacionada ao uso
dos antimoniais. De acordo com o autor, mais de 60% dos pacientes no norte de
Bihar, na india, ndo responderam ao tratamento.

O regime de administracdo, associado ao prolongado tempo do
tratamento, juntamente com efeitos colaterais fortes, contribuem para o
abandono prematuro do tratamento (BALANA-FOUCE et al., 1998; BERMAN;
WYLER, 1980).

2.6.2 Pentamidina

Quando os antimoniais ndo sdo efetivos no tratamento da infeccao,
drogas de segunda escolha como a pentamidina e a anfotericina B séo utilizadas
em humanos (BRASIL, 2010).

A pentamidina foi sintetizada no inicio do século passado como um
farmaco antiglicémico, sendo posteriormente descoberta a sua atividade
antiprotozoaria e utilizada pela primeira vez no tratamento da LV em 1940
(BALANA-FOUCE, 1998).

Assim como 0s antimoniais a pentamidina também possui um esquema
terapéutico muito limitado e com grandes chances de abandono prematuro pelo
paciente, a administracdo da droga € feita preferencialmente por infusdo
intravenosa, no periodo de 3 a 4 semanas, por até 4 meses (SEIFERT, 2011).

Os efeitos adversos mais comuns sdo dores de cabeca, nauseas, dores
musculares e, menos frequentemente, dorméncia e hipotensdo (SUNDAR;
CHATTERJEE, 2006).
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Na india a utilizac&o do medicamento foi fortemente relacionada aindugéo
de diabetes mellitus insulinodependente, o que levou a reducdo do seu uso na
terapia da LV (SUNDAR e CHATTERJEE, 2006).

2.6.3 Anfotericina B

A partir de culturas de Streptomyces nodosus em 1995 o antibidtico
poliénico, chamado de anfotericina B foi isolado pela primeira vez (SEIFERT,
2011). Trata-se de uma substancia muito lipofilica, ou seja, possui baixa
solubilidade em agua, acarretando em baixa permeabilidade pelas membranas,
enquadrando-se na classe IV do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(SCB), sendo assim, uma substancia com biodisponibilidade oral prejudicada.
Devido as caracteristicas descritas do farmaco, sua administracdo é pela via
intravenosa, lentamente, devido ao alto risco de reacdes a perfusdo (CHAPPUIS
et al., 2007; AMIDON et al., 1995).

A anfotericina B é uma substancia hidrofébica, com alta afinidade pelo
ergosterol presente na parede celular de leishmanias spp., 0 que torna o farmaco
mais seletivo ao parasito, do que ao humano (NAKAGAYA et al., 2016). O
farmaco age alterando a permeabilidade da membrana do parasito, ha perda de
ions celulares, devido aos poros transmembrana formados pela interacdo da
anfotericina B com a membrana (NO, 2016).

Os efeitos colaterais oriundos do uso da anfotericina B. sdo inumeros,
destaca-se, cefaleia, febre, calafrios, astenia, dores musculares e articulares,
vomitos e hipotensdo (ARRUDA et al., 2016; BRASIL, 2011). O efeito adverso
mais preocupante € o alto risco de nefrotoxicidade, mas, também podem surgir
hipocalemia e anafilaxia (CHAPPUIS et al., 2007; JOLY et al., 1992).

As formulacBes lipossomais apresenta uma alternativa, que diminui os
efeitos adversos citados e possibilita a administracdo de doses mais altas,
entretanto, essa alternativa aumenta consideravelmente o custo do tratamento
(PURKAIT et al., 2012).

O protocolo de tratamento com a anfotericina B para leishmaniose varia
de acordo com a forma clinica da infec¢éo, cutdnea ou mucosa, e com o tipo de

formulacéo, lipossomal ou desoxicolato. O tratamento com a Anf. B na forma
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lipossomal para a leishmaniose cutanea utiliza-se de 1 a 1,5g de substancia,
sendo essa dose distribuida em 1 a 4mg/kg/dia. Para um paciente de 65kg
aproximadamente o tratamento com a dosagem minima estipulada (1g), levaria
cerca de 38 dias. Para tratar a infeccdo nas mucosas, administra-se de 2,5 a 3g
de anfotericina B lipossomal, distribuidas da mesma forma para a cutanea,
entdo, um paciente de 65 kg com leishmaniose mucocutanea, leva no minimo 96

dias para concluir o tratamento (BRASIL, 2010).

2.6.4 Miltefosina

Em 1980 a miltefosina teve sua atividade antiprotozodria contra a espécie
Leishmania donovani relatada (GUERIN et al., 2002). E o primeiro e Unico
farmaco utilizado por via oral na terapia da leishmaniose. Em 2002 esse
medicamento foi registrado para o tratamento de LV na india (BERMAN, 2005).
O tratamento dura cerca de 28 dias, ndo € indicado para gestantes. As
manifestacdes clinicas mais comuns relacionadas ao uso da droga séao:
disturbios gastrointestinais e toxicidade renal, que levam o paciente ao abandono
prematura do tratamento, aumentando assim 0s casos de resisténcia parasitaria
(SUNDAR; MURRAY, 2005; WHO, 2010). Nos estudos em animais foi observado
efeito teratogénico (SINDERMANN; ENGEL, 2006).

A miltefosina atua na funcdo mitocondrial por meio da despolarizacao do
potencial de membrana e inibicdo do complexo de enzimas da citocromo c
Oxidase, que consequentemente levaria a morte do parasito por apoptose (ZUO
et al., 2011).

Estudos realizados em 2008, por um grupo de pesquisadores na india,
mostrou que apesar da miltefosina ter uma boa farmacocinética e um tempo de
permanéncia na corrente sanguinea relativamente alta, pacientes que foram
tratados por 28 dias com esse farmaco apresentaram presenca do parasito ha
circulacdo sanguinea seis meses apos o término do tratamento (DORLO et al.,
2008). A meia vida plasmatica longa da miltefosina (150 horas) pode ocasionar
desenvolvimento de resisténcia pelos parasitas (BRUNTON et al., 2012).

Em 2008 no Brasil, o Ministério da Saude através de uma portaria proibiu

0 tratamento de animais com medicamentos humanos ou medicamentos nao
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registrados no Ministério da Pecuéria e Abastecimento (MAPA), devido ao risco
de selecdo de parasitos resistentes, e desde entdo o servico publico brasileiro
utilizava a eutandsia como método de controle em cdes sorologicamente
positivos (AMARAL, 2009). Em citagdo a “PORTARIA INTERMINISTERIAL N°
1.426, DE 11 DE JULHO DE 2008” - “Proibe o tratamento da leishmaniose
visceral canina com produtos de uso humano ou néo registrados no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento” (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Em setembro de 2016, por meio da Nota Técnica Conjunta n°® 001/2016
MAPA/MS assinada pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento e
pelo Ministério da Saude, foi autorizado o registro do produto Milteforan®
(miltefosina), indicado para o tratamento da leishmaniose canina (MAPA, 2016).

Mesmo sendo o tratamento padrao para leishmaniose canina no Brasil, a
droga ndo apresenta atividade contra L. (v) braziliensis, a principal causadora da
LTA no pais. O estudo foi realizado com pacientes acima de 12 anos com
Leishmaniose cuténea, na Colombia e na Guatemala. De acordo com os autores,
a miltefosina foi um agente oral util contra a leishmaniose cutanea causada por
L. panamensis na Colémbia, mas nao contra a leishmaniose causada por L. (V)
braziliensis na Guatemala (SOTO et al., 2004).

Atualmente, o protocolo mais utilizado para tratar os animais, consiste na
utilizacdo de um leishmaniostatico como o alopurinol, para cessar a multiplicacéo
do protozoario, a utilizacdo de um leishmanicida (o Unico permitido no pais até o
momento € a miltefosina), para diminuir a carga parasitaria do protozoario, e um
imunomodulador como a marbofloxacina e vitaminas para aumentar a imunidade
do hospedeiro (0 que leva a diminuicdo dos sinais clinicos e evita infeccdes
secundarias) (NOGUEIRA, 2015).

O protocolo adotado leva ao desaparecimento dos sinais clinicos da
infeccdo, Em contrapartida, ndo ha relatos de erradicacdo do parasito da
corrente sanguinea (LEAL, 2017). Entdo, mesmo ap0s 0 Cao apresentar a cura
clinica, métodos de controle devem ser utilizados, como: coleiras e pour-on, uma
vez que o animal continua sendo reservatorio do parasito (OTRANTO e
DANTAS-TORRES, 2013). Na tabela 01 é possivel entender resumidamente os
farmacos utilizados na terapéutica da leishmaniose, juntamente com o0s

esquemas terapéuticos e respectivos efeitos.
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TABELA 01 - Informag®es relevantes sobre os farmacos utilizados na terapéutica
IM (intramuscular) e Gl

das leishmanioses atualmente IV (intravenosa),

(gastrointestinais).

Via de Duracgao do Efeitos Adversos
Farmacos Administracao Tratamento
Nauseas, dores

IV; IM com 28 dias abdominais, mialgia,
ANTIMONAIS infuséo lenta pancreatite, arritmia
cardiaca e hapatite
3-4 semanas, Nauseas, dores na
PENTAMIDINA v durante 4 cabeca, musculares,

meses dorméncia e

hipotenséo

Varia de

ANFOTERICINA B
(Unica opgao de

IV com infusdo

acordo com os
sinais clinicos

Nefrotoxicidade,

tratamento para lenta da infeccdo e hipocalemia e
gestantes) com o peso do anafilaxia
paciente, em
geral dura de
38 a 96 dias
MILTEFOSINA Distarbios Gl e
Oral 28 dias toxicidade renal

FONTE: adaptado (BRASIL, 2010).

2.7 Produtos Naturais e o RENISUS

Atualmente estima-se que cerca de 40% dos farmacos séo obtidos por
meio de fontes vegetais, apesar do desenvolvimento nas areas de sintese
organica e biologia molecular, o uso de plantas na terapéutica ndo perdeu seu
espaco. Sao utilizadas como matéria prima, ou por meio de derivados
semissintéticos provenientes de produtos vegetais ou substancias sintéticas que
possuem que s&o protdtipos de substancias vegetais (SIMOES et al., 2010).

O uso de produtos naturais traz vantagens econdmicas e ambientais, pois,
€ uma fonte renovavel, acessivel, de baixo custo e ndo causam impactos
ambientais (CALIXTO et al., 2001).

No final da década de 70, a Organizacdo Mundial de Saude comecou a
apoiar o uso de produtos naturais, principalmente, devido as vantagens
econdmicos, que permitem aumentar a cobertura da atencdo priméria a saude.
No Brasil, o0 governo vem desde a década de 90 estruturando politicas que

incentivam a utilizacdo racional de plantas medicinais e as pesquisas
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relacionadas aos fitoterapicos, baseado no fato do pais deter cerca de 20% da
biodiversidade mundial (BRASIL, 2006).

O RENISUS, é a Relacao de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Saude brasileiro (SUS), € um programa governamental que desde 2009
em parceria com entidades de pesquisas, vem incentivando e financiando os
estudos e pesquisas que envolvem as plantas medicinais. Espera-se que o
projeto fortaleca o estudo e o uso das plantas medicinais nativas do pais.
Contribuindo para a assisténcia farmacéutica, por meio, da disponibilidade de
informacgdes técnico-cientificas suficientes para o uso seguro das plantas na
medicina. Foram investidos 2.010.226,00 de reais até 0 momento nos projetos
pertencentes ao Programa (BRASIL, 2019).

2.8 Anacardium occidentale L.

A planta Anacardium occidentale L. ou cajueiro, como € conhecido
popularmente, € uma planta tropical, da familia Anacardiaceae nativa do Brasil
a regiao Nordeste, destaca-se no cultivo da espécie, com uma area plantada que
corresponde a 95% da producédo do pais. O caju é o fruto dessa cultivar, trata-
se de uma fruta rica em compostos fendlicos (EMBRAPA, 2003).

Em estudos realizados na polpa e na pele do fruto, observou-se a
presenca de fendis monoméricos (polpa) e de flavonoides glicosidicos na pele
(miricetina, quercitina, pentosidios e ramnosiidos). Os extratos provenientes dos
frutos e das hastes dos caules do cajueiro, possuem atividade antioxidante e
anti-inflamatéria ja estudada (MICHODJEHOUN-MESTRES et al., 2009). As
folnas e as hastes também sdo utilizadas na medicina no tratamento de
eczemas, bronquite, tosse e disfun¢des gastrointestinais (FRANCA et al., 1993;
OJEWOLE, 2004; SOKENG et al., 2001).

2.9 Eugenia uniflora

A planta Eugenia uniflora, popularmente chamada de pitangueira no Brasil,
pertence a familia Myrtaceae, é uma planta nativa do pais, encontrada entre 0os

estados da Bahia e o Rio Grande do Sul. A parte da planta com maior interesse
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farmacolégico sé@o as folhas, utilizadas de diversas formas: secas, frescas, em
forma de brotos ou ainda jovens (HOLETZ, 2002; SHARMA, 2006). Devido ao
seu potencial como um antioxidante a E. uniflora chamou a atencédo dos
pesquisadores e tem sido alvo de muitos estudos (VELAZQUEZ et al., 2003),
também hé relatos de estudos envolvendo essa planta com efeito hipotensivo
(CONSOLINI; SARUBBIO, 2002), fotossensibilizador e potencializador de
antibidtico (COUTINHO et al.,, 2010a; 2010b). Ha estudos que apontam o
emprego da E. uniflora como agonista do efeito de antibioticos, potencializando
os efeitos antimicrobianos (COUTINHO, 2010b).

2.10 Momordica charantia

A planta Momordica charantia ou meldo de sdo caetano, como €
conhecido popurlamente no Brasil, pertence a familia Cucurbitaceae. Trata-se
de uma trepadeira de clima tropical nativa da Asia e Africa, porem com plena
adaptacao ao clima brasileiro (ALZUGARAY, 1983; ZURLO; MITZI, 1989). Assim
como E. uniflora, M. charantia, ganhou interesse de estudo devido ao seu
potencial antioxidante (COUTINHO et al., 2010b), destaca-se também devido a
sua atividade como antimicrobiano (ROOPASHREE et al., 2008; FARIA et al.,
2009), antidiabético, antilipémico (FERNANDES et al., 2007), imunomodulador
e antiinflamatorio (JUVEKAR et al., 2009; UMUKORO; ASHOROBI, 2006).

2.11 Morus nigra L.

A planta Morus nigra L., conhecida como amoreira, pertence a familia
Moraceae. Os frutos da cultivar destaca-se pela cor escura, conhecido por
amora, € rico em compostos fendlicos, como os flavondides, antocianinas e
carotendides (KOSTIC et al., 2013). Por conta da grande quantidade de
antocianina, os frutos de dessa espécie de planta destacam-se por sua atividade
antioxidante (OZGEN et al., 2009; KOSTIC et al., 2013).

Estudos com Morus nigra L. tem mostrado o grande potencial

antimicrobiano, antioxidante, antidiabético, anti-HIV, antiinflamatoério,
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hepatoprotetor anticancerigeno, das espécies pertencentes ao género Morus
(GRAJEK et al., 2015; KHALID et al., 2011; KOSTIC et al., 2013; SAKAGAMI et
al., 2007; RAMESH et al., 2014).

Atualmente na medicinal tradicional a espécie M. nigra L., € utilizada como
opcdo de tratamento em casos de incontinéncia urinaria, tontura, dor de
garganta, depressao, febre e cancer (KHALID et al., 2011; KOSTIC et al., 2013).
O extrato das folhas de amoreira demonstrou ter atividade citotoxica em células
do céncer cervical humano (HeLa) (QADIR et al., 2014).

2.12 Psidium guajava L.

A planta Psidium guajava L., ou goiabeira como é conhecida
popularmente, € uma espécie da familia Myrtaceae, nativa do México, costas
brasileiras, Colombia e Peru (POMMER et al., 2006).

A fruta da goiabeira € rica em compostos antioxidantes e possuli
guantidades regulares de &cidos, acglcares e pectinas e entre 0s compostos
fendlicos, sendo os mais relatos e importantes os taninos, os flavonoides, 6leos
essenciais, alcoois, e sesquiterpenoides (NASCIMENTO, 2010). Porém, na
medicina popular o uso dessa planta destaca-se, por meio, de chas, bocejos e
gargarejos oriundos de partes que vao desde as folhas (brotos), até as cascas
do caule e até mesmo o fruto maduro. Desde entdo, pode-se destacar a
presenca bioquimica dos compostos como mucilagens (ROZANE et al., 2000).

O teor de flavondides presentes no extrato das folhas possui grande
atividade antibacteriana, ja as propriedades antidiarréicas do extrato estéo ligada
ao teor de quercetina presente nas folhas, esse flavonoide tem a capacidade de
relaxar o muasculo liso intestinal e inibir as contracdes intestinais (JOSEPH,;
PRIYA, 2011).

Em um estudo realizado por Joseph e Priya em 2011, o extrato das folhas
da goiabeira mostrou atividade antiproliferativa in vitro utilizando células de
leucemia superior a da Vincristina. Sabe-se que o extrato da folha da goiabeira
€ muito eficaz na terapéutica de muitas doencas, porém, ainda ndo ha relatos na
literatura, de um mecanismo de agdo dos compostos presentes na folha dessa

planta. As propriedades medicinais da goiabeira correlaciona-se a seus
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compostos polifendlicos como: os acidos protocatecuico, ferdlico, ascorbico,

galico e caféico e a quercetina (DENNY et al., 2013).

2.13 Pereskia aculeata

Popularmente conhecida como ora-pro-nébis, trepadeira-limdo e
groselha-de-barbados, trata-se de uma trepadeira semilenhosa, podendo chegar
a 10 metros de altura, possui longos ramos e folhas elipticas e carnosas com
espinhos nas axilares (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1988; LORENZI; SOUZA,
1995; MANKE, 1998). Entre as plantas pertencentes a familia Cactaceae. A
trepadeira destaca-se pela preservacao das caracteristicas primitivas da familia
em questdo. E uma planta nativa da América do Sul, no Brasil, encontra-se em
predominancia nas baixas altitudes de nordeste ao sul.

Na medicina popular, as folhas de P. aculeata s&o utlizadas na
cicatrizacao de feridas cutaneas e no tratamento da inflamacé&o, devido ao seu
elevado conteudo mucilaginoso e capacidade emoliente (SHARIF et al., 2013;
PINTO; SCIO, 2014). Apenas uma pequena informacdo esta disponivel na
literatura sobre as atividades bioldgicas de P. aculeata. Os compostos fendlicos
sd0 0s principais componentes antioxidantes nas folhas de P. aculeata.
Sitosterol, estigmasterol, flavondides e os fendis sdo relatados como estando
nas folhas de P. aculeata (SHARIF et al., 2013). Na literatura pesquisada néo ha
relatados de estudos envolvendo produto isolados das folhas de P. aculeata. O
extrato bruto a base de acetato de etila, proveniente da espécie P. grandifolia,
apresentou atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa, S. aureus e B. subtilis.
Os extratos metandlicos e etandlicos de P. bleo foram efetivos contra P.
aeruginosa e, 0 extrato etanolico também foi ativo contra B. subtilis (PHILIP et
al., 2009).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo dos extratos

Os extratos utilizados nos ensaios foram preparados no Centro de
Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude da UFES em Alegre-ES (CCENS/UFES)
encontram-se armazenados no Laboratério de Producdo Farmacéutica, sob os
cuidados da Professora Doutora Juliana Severi.

O preparo do material vegetal ocorreu de forma semelhante para todas as
espécies utilizadas. Resumidamente, procedeu-se a coleta do material vegetal
adulto em ambiente nativo, no periodo da manha. A porcao fértil das plantas
foram separadas para o preparo das exsicatas, para enfim serem depositadas
em um herbario para a documentacao das mesmas.

A parte do material vegetal reservada para o preparo do extrato foi
manualmente separada de interferentes e apds a separacao, foi inspecionado a
integridade das partes coletadas (folhas e partes aéreas). A higienizacao foi feita
com agua corrente. Procedeu-se a secagem a 45°C em estufa com circulagcéo
forcada de ar. A moagem foi realizada por meio de moinhos de facas, com malha
de 0,5mm, a fim de obter um pao fino para realizar a extracao.

A extracao foi feita por meio de maceracdo em alcool etilico. A mistura foi
mantida em ambiente fechado por trés dias, com agitacdo ocasional e nao foi
realizada troca do liquido extrator durante esse processo. ApOs a extracdo a
mistura foi filtrada em papel filtro e, o residuo vegetal foi remacerado por mais
duas vezes seguindo os passos anteriores. A solucdo extrativa obtida apos trés
macerac0des, foi submetida ao rotaevaporador, com temperatura abaixo de 45°C,
até a secagem total dos extratos. O extrato foi transferido para recipientes de
vidros e liofilizados. Assim, obteve-se um extrato total bruto seco das plantas
utilizadas para os ensaios. Na tabela 02 consta as principais informacdes sobre

0s extratos utilizados.
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Tabela 02 - Principais informacdes (sigla; espécie; nome popular; parte vegetal
utilizada,; tipo de extrato) dos extratos utilizados para os testes de viabilidade sob
as promastigotas de L. amazonensis e L. infantum e toxicidade sobre
macréfagos DH82.

EXTRATOS ESPECIE NOME PARTE TIPO DE
(SIGLAS) POPULAR VEGETAL EXTRATO
FMN Morus nigra L. Amoreira Folhas Etandlico
FAO Anacardium occidentale Cajueiro Folhas Etandlico
FPA Pereskia aculeata Ora-pro-nébis Folhas Etandlico
FEU Eugenia uniflora Pitangueira Folhas Etandlico
EEM Momordica charantia Meldo de Sdo  partes areas Etandlico
Caetano
FPG Psidium guajava L. Goiabeira Folhas Etandlico

FONTE: O autor.

3.2 Preparo das solugbes estoques

Para todos os extratos foram realizados os mesmos procedimentos de
solubilizacdo. Resumidamente, preparamos uma solu¢cdo na concentracdo de
100mg/mL a qual denominamos como solucéo estoque. Para a solubilizacdo dos
extratos nessa concentracdo, inicialmente adicionamos DMSO em volume
correspondente a 20% do volume final, sendo posteriormente agitado em vortex
e entdo colocado em banho ultrassénico por 15 minutos. Apds essa solubilizacéo
inicial, foi adicionado o meio Schneider em volume suficiente para corresponder
a 80% do volume final. Esse extrato em solucdo foi entdo transferido para
microtubos de 1,5mL em aliquotas de 50uL por tubo e armazenado em freezer -

20°C até o momento de uso.

3.3 Preparo da solucéo estoque de anfotericina B

A anfotericina B foi utilizada como controle positivo nos testes de
viabilidade e citotoxicidade, em ambos os testes, as condi¢cdes de uso dessa

substancia foram as mesmas. Resumidamente, foi preparada uma solucao
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estoque da anfotericina B na concentracao de 50mg/mL, foi pesado 50 mg de da
droga em balanca analitica e posteriormente foi solubilizado o conteido com
auxilio de DMSO em volume correspondente a 20% do volume final, sendo
posteriormente agitado em vortex. Apos essa solubilizagdo inicial, foi adicionado
0 meio Schneider em volume suficiente para corresponder a 80% do volume final
da solucao estoque.

As solucbes estoques preparadas foram aliquotas em microtubos de
500puL contendo o volume de 100uL de solucéo e congeladas em freezer vertical
a -20°C.

3.4 Cultivo e preparo da solucao teste de promastigotas

O cultivo das promastigotas de L. amazonensis e L. infantum foi realizado
em garrafa de cultivo de 25 cm?, em meio Schneider completo, que corresponde
a suplementacdo do meio em questdo com 20% de soro bovino fetal e 1% de
pentamidina/estreptomicina. Para o cultivo da espécie L. infantum utilizou-se
urina humana masculina filtrada, para otimizar a suplementacdo do meio. Os
parasitos foram mantidos em estufa B.O.D. (Biologycal Oxygen Demand) a 26°C,
no laboratorio de cultivo celular no prédio do REUNI da Universidade Federal do
Espirito Santo, Campus Alegre.

Durante o cultivo das promastigotas tragou-se uma curva de crescimento
parasitario, proveniente da contagem diaria durante uma semana das
promastigotas em camara de Neubauer. Esse procedimento foi realizado para
garantir que as células do parasito encontravam-se em fase exponencial de
crescimento no dia da realizac&o dos testes.

Para a realizacdo dos experimentos, as promastigotas novamente foram
contadas em camara de Neubauer, apdés a contagem o valor estimado foi
submetido aos ajustes matematicos necessarios para determinar a quantidade
estimada de parasitos/mL.

A solucgéao de parasitos preparada para a realizagéo do teste de viabilidade
foi preparada afim de obter-se a concentracéo final de 1x10° parasitos/mL por

poco. Utilizou-se 100uL de solucdo de promastigotas em cada poco (1x10°
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parasitos/mL em meio Schneider). Assim, foi realizado o célculo de quanto de

volume final de solugéo seria necessaria para plaquiar 88 pocos.

3.5 Avaliagéo in vitro da bioprospecc¢édo dos produtos naturais com
acao leismanicida para formas promastigotas das espécies L.

amazonensis e L. infantum

As solucdes estoques de anfotericina B e, dos extratos foram
descongelados no momento do teste em placas de 96 pocos sendo submetidos
a diluicdo seriada. Apos essa diluicdo, as concentracdes testadas dos extratos
foram as seguintes: 1000ug/mL, 500ug/mL, 250ug/mL, 125ug/mL, 62,5ug/mL e
31,25ug/mL.

Os testes foram realizadas em microplacas contendo 96 pocos, com todos
os tratamentos realizados em duplicata, em dois experimentos independentes.

Para obtencao das concentracdes de teste foram preparadas no momento
de realizacéo do teste, solu¢des de extratos provenientes das solucdes estoques
na concentracdo de 10mg/mL, denomina-se solucéo teste. A partir da solucao
teste foram adicionados 40uL de extrato mais 160uL de meio Schneider nos
primeiros pocos de cada duplicata na placa de 96 pocos. O primeiro poco de
teste de cada extrato ao final de todos os procedimentos do teste encontrava-se
na concentracdo mais alta de teste 1000ug/mL.

Os demais pocos testados foram adicionados primeiramente 100uL de
meio Schneider e, foi realizada diluicdo seriada do volume de 100uL a partir do
poco de maior concentracdo até o menos concentrado, deixando todos 0s po¢os
teste com volume de 100uL.

A anfotericina B foi utilizada como controle positivo (CP) a diluicdo seguiu
0S mesmos passos dos extratos, partiu da solugcao estoque que encontrava-se
50mg/mL e foi diluida 100 vezes, até alcancar a concentracdo de 5ug/mL™.

Como controle negativo (CN), adotou-se CN1 e CN2. O CNL1 foi realizado
por meio da incubagédo de promastigotas em meio Schneider sem adi¢céo dos

compostos e o0 CN2 foi utilizado o DMSO 0,2%. O branco foi preparado a partir
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de 200pL de meio Schneider completo sem adicdo de nenhuma outra substancia
ou célula (Figura 03).

Para finalizar foi alcangado um volume final de 200uL/poco, alcangado por
meio da adicdo de 100puL de solugéo de promastigotas em todos 0s poc¢os, com
excecao dos brancos.

Ao final as placas foram incubadas em estufa B.O.D. a 26 °C por 48 horas,
sendo inspecionadas sob microscopio invertido.

Figura 3- Esquema ilustrativo dos procedimentos adotados para realizacao do
ensaio de viabilidade das promastigotas de L. infantum e L. amazonensis
tratadas com extratos de plantas do RENISUS.

100pL da solucédo de

células de promastigotas

foram adicionados a cada
100 100 100

(\100 {-\ m m + poco teste, com excecdo da

1000 500 250 125 625 3125 duplicata de Brancos.

1 2 3 R -] ] 7 B 9 10 11 12

A H20 -
B CP B 200uL de meio
—

c 8 completo
D CN1 | 100uL demeio +
; o o o 100uL desolucdo
E i CN1| de promastigotas
F CN2 DMSO 0,2%

| = < - " . . \ ' . L - | *» diluido em meio
G CN2 Schneider
H H20

— Foram adicionados 160uL de meio
Schneider + 40uL da soluc3o teste
do extrato em duplicata no primeiro
pogo de teste, do segundo pogo até o
ultimo sdo colocados apenas 100uL de
meio, posteriormente procedeu-se com
a diluicdo seriada exemplificada acima.

Fonte: O autor.

Ao final das 48 horas foi adicionada a cada poco a solucao de resazurina
(3 uM), preparada com tampao fosfato 1% em pH 7.
Em seguida as placas foram mais uma vez incubadas a 26°C e, ap0s um

periodo de 4 horas as absorbancias foram lidas em leitor de microplacas nos
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comprimentos de onda 570 e 600nm. De acordo com o protocolo do fabricante
(ALAMAR BLUE, 2008), para obtencdo da % de viabilidade em ensaios de

proliferacéao e citotoxicidade, utiliza-se a seguinte equacéao:

(02A1)-(01.A2) ;1

% de viabilidade =
(02.P1)—(01.P2)

Sendo que:

O1 = coeficiente de extingdo molar do alamarBlue® oxidado (azul) a 570nm:
80586

02 = coeficiente de extingdo molar do alamarBlue® oxidado a 600nm: 117216
Al = absorbancia dos pocos de teste a 570nm

A2 = absorbancia dos pocos de teste a 600nm

P1 = absorbancia dos pocos de controle negativo (DMSO) a 570nm

P2 = absorbancia dos pocos de controle negativo (DMSO) a 600nm

A partir dos valores de viabilidade celular, os valores da concentragéo
inibitoria 50% (I1Cso) foram determinados por analise de regresséo.

Os ensaios foram realizados em duplicata, e repetidos duas vezes.

3.6 Citotoxicidade dos extratos frente a Macrofagos DH82

Macrofagos caninos da linhagem DH82 foram cultivados em garrafas de
cultivo de 75 cm? com filtro e meio Dulbecco Mem (DMEM), suplementado com
20% de soro bovino fetal, e 1% de pentamidina/estreptomicina e mantidos em
estufa de circulacéo de ar a 37°C e 5% de didxido de carbono (COy).

No ensaio de citotoxicidade, os macrofagos DH82 foram plaqueados em
placas de 96 pocos, na concentracdo de 2x10* células/mL em meio DMEM
suplementado, em um volume total de 200uL por poco.

As placas foram mantidas em estufa de circulagao de ar a 37°C com 5%
de dioxido de carbono (CO>) durante 24h.
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ApOs este periodo o meio foi retirado dos po¢os, mantendo os macréfagos
aderidos ao fundo, e foram adicionados 40uL da solucao teste de extrato mais
160pL de meio DMEM nos primeiros poc¢os de cada duplicata, os demais pogos
foram adicionados 100uL de DMEM, foi realizada diluicdo seriada a partir do
poco de maior concentracao para obtencao das diluicdes testes de 1000ug/mL,
500ug/mL, 250pg/mL, 125ug/mL, 62,5ug/mL e 31,25ug/mL.

Assim como no ensaio com as promastigotas, a anfotericina B que foi
diluida da mesma forma que os extratos foi usada como controle positivo. No
CN1 as células foram mantidas em meio DMEM sem adi¢cdo dos compostos, e
no CN2 foi utilizado o DMSO 0,2%. O meio DMEM composto foi utilizado como
branco (Figura 4).
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Figura 4- Esquema ilustrativo dos procedimentos adotados para realizagao do
ensaio de citotoxicidade dos extratos testados em macrofagos DH82.

ETAPA 1: Adicionou-se 200uL da solugéo de células DH82 e apds o periodo
de aderéncia de 24 horas retirou todo o meio de cada po¢o, permanecendo
apenas os macrofagos aderidos ao fundo do pocos.
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— Foram adicionados 160uL. de DMEM + 40
pL de solucao teste do extrato em cada
duplicata no primeiro poco do teste, do
segundo ao ultimo poco foram colocados
100uL de DMEM e, precedeu-se com a
diluicao seriada a partir do primeiro poco.

. Fonte: O autor.

As placas foram mantidas em estufa de circulagédo de ar a 37°C com 5%
de diéxido de carbono (CO3) por 48 horas.

Conforme descrito no item 3.4, apdés o periodo de incubacao foi
adicionada a cada poco a solucao de resazurina (3uM).

As absorbancias obtidas pela leitura das placas foram utilizadas para o
célculo da viabilidade celular, e a concentracdo citotoxica 50% (CCso) foi
determinada por andlise de regressao.

Cada ensaio foi realizado em duplicata, em dois experimentos

independentes.
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3.7 Determinacdo da concentracao inibitoria e citotoxica (ICsp € CCso)

A Determinac¢éo da concentracao inibitéria (ICso) e da concentracao toxica
a 50% dos macréfagos (CCsp), é dada pelo valor da concentragéo teste capaz
de promover morte significativa em 50% do total de células. Essa concentracédo,
entdo, sera conhecida como ICso, quando avaliamos a viabilidade e, CCso, para
os resultados de citotoxicidade. Quanto menor o valor encontrado para a

concentracdo do ICso, mais téxica para célula é a substancia avaliada.

3.8 Indice de seletividade

O indice de seletividade (1S), foi determinado pela razédo entre a
Concentragdo Citotoxica 50% (CCso) para células DH82 e o ICso para
protozoarios.

Quanto maior o indice de seletividade mais eficiente contra os parasitos e

menos toxico para os macréfagos (NAKAMURA, et al., 2006).

3.9 Analise estatistica

Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados pela
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey para comparacao das
médias. Valores de p=0,05 foram considerados significativos. Os resultados que
nao apresentaram distribuicdo Gaussiana foram avaliados por meio do teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Os valores de ICso, € CCso foram obtidos por
analise de regressédo nao linear. Os programas Origin 8.0, GraphPad Prism 5.0.4

e Microsoft Excel 2010 foram utilizados para analise dos dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade contra as formas promastigotas

Analisando os dados obtidos foi possivel verificar que os extratos
etanodlicos testados possuem efeito leishmanicida sobre promastigotas de
Leishmania spp. Porém, a espécie L. infantum, demonstrou ser mais suscetivel
aos extratos bruto do que a espécie L. amazonensis, no qual os valores de ICso
encontrados ficaram acima de 250ug/mL. Ao comparar os resultados de
viabilidade obtidos com o0 emprego dos seis extratos analisados em diferentes
diluicdes, todos os dados apresentaram diferenca significativa (p=0,05) do
resultado de viabilidade da anfotericina B (CP). Considerando que a substancia
em questdo é um medicamento de referéncia com uma atividade leishmanicida
estabelecida na literatura (SOBARZO-SANCHEZ et al., 2013), o resultado de
viabilidade do CP obtido por meio do tratamento das promastigotas de
Leishmania spp., com a anfotericina B foi utilizado como base para realizar as
analises estatisticas (ANOVA) e quando necessario o teste de médias (Tukey).

As figuras de 05; 06; 07; 08; 09 e 10 trazem os resultados de viabilidade e,
as concentragdes de ICso, obtido por regresséo nao linear, por meio da utilizagéo
do programa estatistico Origin 8.0, para o tratamento das formas promastigotas
de L. infantum e L. amazonensis com os extratos das folhas da amoreira, do
cajueiro, da pitangueira, da ora-pro-nobis e as partes aéreas do meldo de séo
caetano.

Considerando a analise da variancia (ANOVA), ndo houve diferenca
significativa (p=0,05) entre os controles negativos CN1 e CN2 sobre as
promastigotas da espécie L. infantum e L. amazonensis.

Em todas as concentracdes testadas houve diferenca significativa por
meio do teste de Tukey (p=0,05), entre a viabilidade das promastigotas de L.
infantum quando comparadas ao CP e ao CN realizados nos testes.

O valor médio da viabilidade das promastigotas de L. amazonensis nos
ensaios com 0s extratos da amoreira na concentragcao de 31,25ug/mL e, da

pitangueira nas concentracdes de 61,5ug/mL e 31,25ug/mL, e o valor médio de
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viabilidade do CN do ensaio, ndo apresentaram diferenca estatistica considerada
significante por meio da aplicacéo do teste de Tukey (p=0,05).

Os resultados obtidos sobre as forma promastigotas de Leishmania
amazonensis, demonstrou inatividade dos extratos avaliados. Toda via, héa
possibilidade de avaliacdo de produtos isolados dessas plantas que poderiam
apresentar potencial leishmanicida, principalmente, os pertencentes as classes
dos flavonoides e dos triterpenos. Os valores de ICso € IS encontrados para a
espécie L. infantum foram melhores. Contudo, somente o extrato de Pereskia
aculeata que apresentou um indice de seletividade superior a 10.

Nenhum dos extratos analisados apresentou efeito maior do que a do

farmaco de referéncia sobre as promastigotas de ambas as espécies testadas.

4.1.2 Resultados dos ensaios de viabilidade e citotoxicidade obtidos com
o tratamento de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum com o
extrato de Morus nigra L. (FMN)

O extrato bruto FMN apresentou uma diferenca de viabilidade média
considerada nao significativa por meio do teste de Tukey (p=0,05) entre as
concentracfes de 1000ug/mL e 500ug/mL, o mesmo aplicou-se no valor médio
de viabilidade nas concentracfes de 62,5ug/mL e 31,25ug/mL do extrato em
qguestdo. O ICso encontrado para o tratamento de promastigotas de L. infantum
com o extrato em questéo foi de 100,93ug/mL. Para a espécie L. amazonensis,
a concentracdo de 886,75ug/mL foi a responsavel por matar 50% das células em
estudo.

O valor de CCso obtido ficou na concentracdo de 852,92ug/mL. Com base
nos valores de ICso e CCsp, foi possivel estimar o indice de seletividade (IS) do
extrato testado. Por meio da razéo entre a concentracao citotoxica e a capaz de
inibir 50% do crescimento das promastigotas, obteve-se um IS do extrato FMN
de 8,45 para a espécie L. infantum e de 0,96 para a espécie L. amazonensis. A

figura 5 demonstra em forma de graficos os resultados obtidos.
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Figura 5— Resultados das médias da viabilidade obtidas com o
tratamento de diferentes concentracdes do extrato FMN (folhas Morus nigra) e
os controles, CN1 (meio schneider completo e promastigotas), CN2 (DMSO,
0,2%), e a ANF (anfotericina B, 5 pg/mL*) sobre as promastigotas de L.
infantum e L. amazonensis. As barras seguidas pela mesma letra ndo
apresentaram diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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A amoreira € uma planta da familia Moraceae. Possui frutos (amora) ricos
em compostos fendlicos, como os flavonodides, antocianinas e carotenoides,
devido a grande quantidade de antocianina. A amora, entdo, € muito utilizada na
medicina devido a sua atividade antioxidante (KOSTIC et al., 2013).

As folhas de uma planta chamada de Pourouma guianensis, planta
amazonica, da mesma familia da amoreira, serviram de material para a extracao
e o isolamento de triterpenos, que foram avaliados contra promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis. Dois triterpenos isolados o Acido Ursélico e o
Acido Oleanolico, demonstraram por meio de estudo in vitro atividade

leishmanicida contra a forma amastigota da Leishmania amazonensis, com ICsg
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de 27ug/mL e 1lpg/mL respectivamente, superior ao ICsp do Glucantime®
(83pg/mL), utilizado como controle positivo no teste (GIL et al., 2008).

O extrato FMN, proveniente das folhas da M. nigra (L) que pertence a
mesma familia da planta amazo6nica estudada por Gil em 2008, obteve um ICsg
superior a 250ug/mL contra as promastigotas da espécie L. amazonensis, e um
IS baixo, de 0,96. O alto valor de ICso e 0 baixo indice de seletividade sugerem
gue ao contrario do relatado por Gil em 2008 para a planta Pourouma guianensis,
o extrato das folhas da amoreira n&o possui bom potencial leishmanicida contra
a espécie L. amazonensis.

Para o ensaio com promastigotas da espécie L. infantum os resultados
foram melhores (ICso de 100,93ug/mL), o IS mostrou que o extrato bruto das
folhas da amoreira € 8,45 vezes mais toxico ao parasito do que as células DH82
(macréfagos caninos).

A planta Morus nigra L. é muito estudada pelo seu alto potencial
antioxidante, devido ao grande niumero de compostos fendlicos, principalmente
isolados dos frutos. Porém, estudos recentes tém relatado também atividades
antimicrobianas dessa planta. Inidmeras outras atividades biologicas foram
atribuidas a outras espécies do género Morus, por meio de varios estudos, como:
antidiabéticas, anti-HIV, antiinflamatoérias, hipolipidémicas, hepatoprotetoras,
anticancerigenas, antiobesidade e neuroprotetoras (KHALID et al. 2011,
KOSTIC et al., 2013; SAKAGAMI et al., 2007; RAMESH et al., 2014).

4.1.3 Resultados dos ensaios de Viabilidade e Citotoxicidade obtidos com
o tratamento de promastigotas de L. amozonensis e L. infantum com o
extrato de Anacardium occidentale (FAO)

Os valores médios de viabilidades encontrados nas concentracfes testes
do extrato FAO de 1000 pg/mL até 250ug/mL e, a de 125ug/mL e 61,5ug/mL,
nao apresentaram diferenca estatistica significante quanto ao teste de Tukey
(p=0,05). O extrato bruto FAO apresentou valores de viabilidade considerados
insignificantes (p=0,05) entre

O ICs0 (76,84pg/mL) e 0 CCso (549,46pg/mL) encontrados com o

tratamento de promastigotas de L. infantum com o extrato FAO demonstrou
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que 0 MesmMo possui compostos promissores contra o parasito, porém, o IS
estimado é considerado baixo, ou seja, 0 extrato € pouco seletivo.

O ICso superior a 250ug/mL (981,58ug/mL) encontrado no teste de
viabilidade com as formas promastigotas de L. amazonensis, sugere que 0O
extrato FAO é inativo contra essa espécie do parasito. A figura 6 traz as
informagdes completas sobre os dados obtidos nos ensaios de viabilidade e o
ICso.

Figura 6 — Resultados das médias da viabilidade obtidas com o
tratamento de diferentes concentragdes do extrato FAO (folhas Anacardium
occidentale) e os controles, CN1 (meio schneider completo e promastigotas),
CN2 (DMSO, 0,2%), e a ANF (anfotericina B, 5 ug/mL™1) sobre as
promastigotas de L. infantum e L. amazonensis. As barras seguidas pela
mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: O autor.

As folhas e as hastes do cajueiro sdo utilizadas na medicina para o
tratamento de eczemas, bronquite, tosse e disfuncbes gastrointestinais
(FRANCA et al., 1993; SOKENG et al., 2001; OJEWOLE, 2004).
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A atividade leishmanicida do extrato das cascas do Cajueiro foi avaliada
em 1993 por Franga e colaboradores, que realizou teste in vivo em camundongos
e in vitro. No teste in vitro, contra o parasito Leishmania (V.) braziliensis, o extrato
foi testado autoclavado ou n&o, nas concentragdes de 7,5mg/mL e 15mg/mL
respectivamente. O ensaio com o extratos nas duas condi¢des foi realizado no
periodo de 6 dias, em placa de petri. Como o teste foi realizado em apenas uma
concentracdo nao foi possivel determinar o ICso, mas ao final o crescimento
parasitario encontrava-se estatico e inferior ao controle (Glucantime®) para
ambos os extratos (FRANCA, 1993). Assim, como o descrito para L. brasiliensis
por Franca em 1993, os resultados encontrados com o tratamento das
promastigotas de L. amazonensis com o extrato de A. occidentale também &
promissor.

Em um estudo realizado por Ajileye e colaboradores (2015) o potencial
antimicrobiano do extrato bruto do Caju foi avaliado. Nesse estudo foi utilizada:
trés bactérias gram positivas, quatro gram negativas e dois fungos e os
antimicrobianos Acriflina e Estreptomicina para controle. Os resultados indicam
baixa atividade antimicrobiana do extrato avaliado e inatividade como

antifangico.

4.1.4 Resultados dos ensaios de Viabilidade e Citotoxicidade obtidos
com o tratamento de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum
com o extrato de Eugenia uniflora (FEU)

O extrato bruto FEU n&o apresentou diferenca significativa quanto ao
teste de Tukey a 5%, nas médias de viabilidades obtidas entre os valores de
concentracbes de 500ug/mL a 125ug/mL e, entre as concentracdes de
62,5ug/mL e 31,25ug/mL, que também néo apresentaram diferenca significativa

do valor de viabilidade média do CN1. A figura 7 demonstra os dados citados.
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Figura 7 — Resultados das médias da viabilidade obtidas com o
tratamento de diferentes concentracdes do extrato FEU (folhas Eugenia
uniflora) e os controles, CN1 (meio schneider completo e promastigotas), CN2
(DMSO, 0,2%), e a ANF (anfotericina B, 5 ug/mL™?) sobre as promastigotas de
L. infantum e L. amazonensis. As barras seguidas pela mesma letra néo
apresentaram diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: O autor.

Os valores de ICso encontrados para o extrato bruto das folhas da E.

uniflora, conhecida como pitangueira, sobre as promastigotas de L. infantum e

L. amazonensis, foram de 105,04ug/mL e 1000ug/mL respectivamente.

Esses resultados sugerem que o extrato possui atividade leishmanicida

promissora contra L. infantum. Resultado semelhante foi encontrado por Santos

e colaboradores (2013), no qual a atividade leishmanicida in vitro do extrato bruto

das folhas de E. uniflora foi avaliado nas concentracdes de 100ug/mL e

500ug/mL, contra Leishmania braziliensis e, a citotoxicidade, sobre células de

fibroblastos NCTC 929. O extrato apresentou inibicdo do crescimento parasitario

superior a 50% em ambas as concentragdes, na concentracdo de 100ug/mL o

valor de inibicdo encontrado foi de 65%. Os valores obtidos nos estudos de
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Santos et al., em (2013), foram semelhantes ao ICso encontrado para 0 mesmo
extrato no estudo contra as formas promastigotas de L. infantum
(IC50=105,04ug/mL). No estudo realizado pelos autores acima néo foi calculado
o ICso, mas foi possivel verificar que na concentracao de 100ug/mL o extrato é
capaz de inibir 65% do crescimento parasitario de L. braziliensis.

O extrato FEU foi inativo contra as promastigotas de L. amazonensis.
Braga e colaboradores (2007), j& haviam avaliado e registrado a inatividade do
extrato metandlico das folhas da pitangueira contra parasitos da espécie L.

amazonensis.

4.1.5 Resultados dos ensaios de Viabilidade e Citotoxicidade obtidos
com o tratamento de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum
com o extrato de Pereskia aculeata (FPA)

Os resultados das médias da viabilidade encontradas para o tratamento
de L. infantum com o extrato bruto FPA, nas concentracbes de 125ug/mL e
250ug/mL, ndo apresentaram diferenca significativa quando analisados sobre o
teste de Tukey (p=0,05). Os resultados de viabilidade obtidos com o emprego do
mesmo extrato sobre promastigotas de espécie L. amazonensis, também nao
demonstraram diferenca significativa entre as concentracdes de 250ug/mL e
500ug/mL. A figura 8 traz os resultados de viabilidades encontrados nos testes

e o valor de ICso determinado para ambas as espécies estudadas.
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Figura 8 — Resultados das médias da viabilidade obtidas com o
tratamento de diferentes concentracdes do extrato FPA (folhas Pereskia
aculeata) e os controles, CN1 (meio schneider completo e promastigotas), CN2
(DMSO, 0,2%), e a ANF (anfotericina B, 5 ug/mL?) sobre as promastigotas de
L. infantum e L. amazonensis. As barras seguidas pela mesma letra néo
apresentaram diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Fonte: O autor.

Os valores de ICso obtidos de 33,78ug/mL de FPA para L. infantum e de
728,36pug/mL para a L. amazonensis, sugerem uma atividade leishmanicida
promissora contra a espécie L. infantum, em contrapartida, com valor de ICso
superior a 250ug/mL o mesmo extrato demonstrou ser inativo contra L.
amazonensis.

Pinto (2012), avaliou a capacidade leishmanicida do extrato bruto
metandlico das folhas da Pereskia aculeata M. O autor avaliou o extrato em
guestao contra as formas promastigotas de Leishmania major, L. braziliensis, L.
chagasi/infantum e L. amazonensis. Os resultados obtidos apontam inatividade
do extrato metandlico contra as espécies estudadas, considerando que o ICso

superior a 100pug/mL néo apresentava resultados promissores.
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Souza e colaboradores (2016) avaliaram o potencial antioxidante e
antimicrobiano do extrato bruto das folhas e o Oleo essencial de Pereskia
aculeata. No estudo foram feitos extratos etandlico, cloroférmico e metandlico.
Os trés tipos de extratos das FPA foram testados na concentragédo de 1pg/mL a
4ug/mL contra, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e fungos da espécie P. expansum, P. citrinum, P. niger
e A. versicolor. O extrato etandlico bruto teve atividade contra todas as bactérias
avaliadas, destacando-se contra E. coli. O extrato metandlico foi inativo na
concentragéo de 1ug/mL e na concentragao de 4ug/mL obteve atividade contra
todas as bactérias. Os autores concluiram que o extrato bruto das folhas de P.
aculeata, possui boa atividade antimicrobiana, principalmente o etanolico e com
base em estudos sobre células neuroblastomas (SH-SY5Y) as substancias
testadas demonstraram-se atoxicas nas concentracdes de 0,01 e 100ug/mL.

Considerando os estudos citados é possivel verificar com o tipo de liquido
extrator utilizado para preparar o extrato interfere diretamente nos resultados
obtidos. Souza e colaboradores (2016) por meio do estudo de extratos da mesma
planta, porem com diferentes liquidos extratores contra as mesmas bactérias e
fungos, obteve resultados que variam de acordo com o solvente utilizado.

Considerando relatados sobre uma possivel atividade sobre o SNC de
algumas espécies de Pereskia, Souza e colaboradores (2016), ampliaram 0s
estudos envolvendo as células SH-SY5Y e obtiveram dados que revelam que a
alta concentracdo do extrato metandlico (100ug/mL) inibiu a expressédo de
ADCY1 na célula avaliada e alterou a producao intracelular de AMPc. A inibicdo
de AMPc demonstra de acordo com pesquisas clinicas e epidemiolégicas, que a
reducdo da expressdo de ADCY1 tem beneficios bem documentados, incluindo

beneficios para doencas cardiacas e dor (BRAND et. al., 2013).
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4.1.6 Resultados dos ensaios de Viabilidade e Citotoxicidade obtidos
com o tratamento de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum
com o extrato de Momordica charantia (EEM)

Os extrato bruto de EEM n&o demonstrou diferenca considerada
significante (p=0,05) na viabilidade das promastigotas de L. infantum, a partir da
concentracdo de 125ug/mL até a concentracao de 1000ug/mL.

As médias de viabilidade de L. amazonensis também ndo apresentaram
diferenca significante quando avaliados pelo teste de Tukey (p<0,05) para o
tratamento com o extrato do meldao de sédo caetano, nas concentracdes de
125pg/mL e 250ug/mL e entre 31,25ug/mL e 61,5ug/mL.

A avaliagdo do ICspdo extrato EEM obtido por meio do teste de viabilidade
com L. infantum ficou em torno de 57,36ug/mL, valor considerado bom, que
subtende-se que o extrato contém componentes leishmanicidas promissores,
contra a espécie em questao.

Na literatura ha registro da atividade leishmanicida de um componente
isolado dos frutos do Meldo de Séo Caetano, a momordicatina, como foi
chamada essa substancia, apresentou ICso de 20pg/mL contra a forma
promastigota de L. braziliensis (GRUPTA, 2010).

O valor de ICso obtido para a espécie L. amazonensis tratada com o
extrato EEM, foi de 468,98ug/mL, sendo o extrato considerado ndo promissor
contra a espécie.

O CCspencontrado para as espécies foi de 683,76pg/mL (figura 13). O IS
encontrado por meio da razéo entre os valores de ICso € CCsp, foi de 1,45 para
L. infantum e 11,92 para L. amazonensis. Considera-se boa a seletividade
apresentada pelo extrato para o parasito da espécie L. infantum, e pouco seletivo
para L. amazonensis. A figura 9 traz os graficos com os valores de Viabilidade e
ICs0 obtidos por meio do tratamento das formas promastigotas de Leishmania

Sspp. com o extrato EEM.
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Figura 9 — Resultados das médias da viabilidade obtidas com o
tratamento de diferentes concentracdes do extrato EEM (partes aéreas de
Momordica charantia) e os controles, CN1 (meio schneider completo e
promastigotas), CN2 (DMSO, 0,2%), e a ANF (anfotericina B, 5 ug/mL™) sobre
as promastigotas de L. infantum e L. amazonensis. As barras seguidas pela
mesma letra ndo apresentaram diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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de sdo caetano (Momordica

charantia) foi avaliado contra L. braziliensis na concentracdo de 100ug/mL e 500

pHg/mL, com inibicao inferior a 50% do crescimento parasitario na concentracao

de 100upg/mL o extrato bruto de Momordica charantia foi considerado inativo

contra L. braziliensis (SANTOS et al., 2013). A inatividade do extrato etandlico

bruto do extrato EEM foi registrada contra L. amazonensis, com ICso superior a

250pug/mL.
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4.1.7 Resultados dos ensaios de Viabilidade e Citotoxicidade obtidos
com o tratamento de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum
com o extrato de Psidium guajava (FPG)

As médias de viabilidade de L. infantum encontradas nas concentracdes
de 62,5ug/mL e 125pg/mL do tratamento com o extrato bruto FPG, nao
obtiveram diferencas significativas quando comparadas pelo teste de Tukey a
5%. Os resultados obtidos com o emprego do mesmo extrato sobre
promastigotas de espécie L. amazonensis ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa nas concentragfes de 250ug/mL a 1000pg/mL (Figura
10).

Figura 10 — Resultados das médias da viabilidade obtidas com o
tratamento de diferentes concentragdes do extrato FPG (folhas de Psidium
guajava) e os controles, CN1 (meio schneider completo e promastigotas), CN2
(DMSO, 0,2%), e a ANF (anfotericina B, 5 yg/mL!) sobre as promastigotas de
L. infantum e L. amazonensis. As barras seguidas pela mesma letra néo
apresentaram diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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As concentragdes de ICsgo para L. infantum e L. amazonensis, nos ensaios

com o extrato FPG foi de 141,96ug/mL e 569,97ug/mL respectivamente.

A atividade leishmanicida de P. guajava foi avaliada por Machado e
colaboradores (2018) o extrato foi testado nas concentracdes de 250ug; 500ug
e 1000pg/mL. Em todas as concentracdes o extrato de P. guajava demonstrou
atividade contra o Trypanosoma cruzi. Contudo, foi inativo contra L.
amazonensis e obteve resultados considerados né&o promissores contra L.
braziliensis.

Estudos mostraram que o extrato de folhas da Goiabeira possui grande
potencial em formar complexos coloridos com ferro, por isso 0 extrato tem a
capacidade de quelar o ferro e, assim torna-se tOxico a alguns parasitas,
especialmente contra o T. brucei (EKANEM, 1989; THAPANON et al., 2005).

A triagem fitoquimica realizada nas folhas da P. guajava mostrou que o
extrato contém uma quantidade apreciavel de flavondides e taninos, entre
outros. A capacidade do extrato para manter uma baixa parasitemia pode em
parte ser atribuida a sua capacidade de quelar o ferro. O mecanismo que causa
a morte do parasito, pode estar ligado a enzima ribonucleotideo redutase (RNR).
A RNR requer ferro para a producéo de ribonucleotideos antes da proliferacéo
celular. Portanto, a remocé&o do ferro disponivel no sistema celular gera efeitos
deletérios. A presenca de flavonoides esta ligada a acdo antimicrobiana do
extrato das folhas de P. guajava (ADEYEMI et al., 2009).

P. guajava possui propriedades tripanocidas, bem como a capacidade de
prolongar o tempo de vida de ratos infectados com T. brucei. Apesar da
depuracgéo dos parasitas do sangue, os ratos infectados morrem. A morte tardia
dos ratos, sugerem o envolvimento de agentes secundarios aos parasitas
(ADEYEMI et al., 2009). Fatores extracelulares derivados dos parasitas podem
ser os responsaveis pelos 6bitos mesmo diante de baixo indice parasitario
(NWAGWU et al., 1987; EKANEM, 1989; BOUTIGNON et al., 1990; EKANEM et
al., 1996).
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4.2 Viabilidade das células DHB82 e teste de citotoxicidade (CCsp)

Os resultados da viabilidade dos macréfagos (DH82) apds serem tratados
com as mesmas concentragdes estudadas para as promastigotas e nas mesmas

condicgoes, estdo demonstrados a seguir (Figura 11).

Figura 11 — Média da viabilidade de células de macr6fagos DH82, apds
48h de exposicéo aos extratos FMN (folhas Morus nigra); FAO (Folhas
Anacardium occidentale); FPA (folhas Pereskia aculeata); FEU (folhas Eugenia
uniflora); EEM (partes aéreas Momordica charantida) e FPG (folhas Psidium
guajava), mais os controles, CN1 (meio schneider completo e promastigotas),
CN2 (DMSO, 0,2%), ANF (Anfotericina B, 5 ug/mL™t). As barras seguidas pela
mesma letra ndo apresentaram diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Ao teste de Tukey ndo houve diferenca significativa (p=0,05) na
viabilidade dos macrofagos DH82 tratados com os extratos FMN, FAO e FPA
nas concentragdes de 62,5ug e 31,25ug/mL, e com o CN e o CP. O extrato FEU
ndo apresentou diferenca estatistica entre as médias de viabilidade considerada
significativa nas concentragfes de 125ug; 62,5ug e 31,25ug/mL.

Os extratos FPG e EEM nao apresentaram distribuicdo normal nos dados
obtidos. Entdo, foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis para avaliar a
significancia dos valores médios de viabilidade, o resultado do teste indicou que
ndo héa diferenca estatistica significativa entre os valores médios de viabilidade
das células DH82 tratadas com os extratos FPG e EEM em todas as

concentracgOes testadas (p=0,05) (Figura 12).

Figura 12 — Média da viabilidade de células de macrofagos DH82, apos
48h de exposicao aos extratos EEM (partes aéreas Momordica charantida) e
FPG (folhas Psidium guajava), mais os controles, CN1 (meio schneider
completo e promastigotas), CN2 (DMSO, 0,2%), ANF (Anfotericina B, 5 ug/mL"
). As barras seguidas pela mesma letra ndo apresentaram diferenca entre si
pelo teste de Kruskal Wallis a 5% de significancia.
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O tratamento dos macrofagos com o extrato FAO, ndo apresentou médias
de viabilidade consideradas estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey
(p=0,05), nas concentracdes de 1000ug/mL e 500ug/mL quando comparadas
com as médias de viabilidade obtidas para o tratamento das promastigotas de L.
infantum com o mesmo extrato nas concentragdes de 125ug/mL e 61,5ug/mL.

Os resultados médios de viabilidade do teste de citotoxicidade na concentragdo
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de 500pg/mL do extrato FAO, ndo apresentou diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p=0,05), quando comparado a concentracao teste de 250ug/mL do teste
de viabilidade com as promastigotas de L. amazonensis.

Os resultados de viabilidade obtidos no teste de citotoxicidade e no teste
de viabilidade com promastigotas de L. amazonensis, no tratamento com o
extrato FPA ndo apresentaram diferenca entre as médias de viabilidades pelo
teste de Tukey (p=0,05) nas concentracoes testes de 62,5ug/mL e 31,25ug/mL.

Os resultados obtidos com o tratamento dos macréfagos com o extrato
FEU no teste de citotoxicidade, quando comparados aos resultados obtidos com
o tratamento das promastigotas de L. infantum, no teste de viabilidade,
demonstrou que por meio do teste de Tukey a 5%, os resultados das médias de
viabilidades obtidas na concentracdo de 1000pug/mL do extrato FEU sob as
células de macréfagos nédo possuem diferenca estatistica na viabilidade média
apresentada pelas promastigotas tratadas com 500ug/mL do mesmo extrato no
teste de viabilidade.

O teste de viabilidade com extrato FEU realizado com promastigotas de
L. amazonensis, demonstraram, que quando avaliam-se as viabilidades médias
obtidas com os resultados encontrados para 0 mesmo extrato no teste de
citotoxicidade sob macréfagos, os dados de viabilidade encontrados para o CN
adotado no teste de viabilidade ndo apresentam diferenca estatistica por meio
de Tukey (p=0,05), entre as concentracbes de 31,25ug/mL e 62,5ug/mL do
mesmo extrato no teste de citotoxicidade com macrofagos.

A determinacédo da concentracao citotoxica (CCso) responsavel por matar
50% da populacdo de macréfagos foi de: 852,92 ug/mL para o extrato FMN,
549,46 pg/mL para o FPA, 973,9 pg/mL para o FAO, 556,12 ug/mL para o FEU,
683,76 ug/mL para o extrato EEM e 564,33 ug/mL para o extrato FPG (Figura
13).
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Figura 13- Valores de CCsp (ug/mL), dos extratos FMN (folhas Morus
nigra); FAO (Folhas Anacardium occidentale); FPA (folhas Pereskia aculeata);
FEU (folhas Eugenia uniflora); EEM (partes aéreas Momordica charantia) e
FPG (folhas Psidium guajava), em macréfagos da linhagem DH82 obtidos por
regresséo nao-linear.
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A citotoxicidade de Eugenia uniflora e de Momordica charantia, avaliada
por Santos et al. (2013), foi considerada alta contra os fibroblastos NCTC 929,

por isso, 0s autores concluiram que sao necessarios mais estudos com
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compostos isolados dessas plantas e posterior avaliagéo in vivo (SANTOS et al.,
2013).

O extrato bruto das folhas de P. aculeata apresenta boa atividade
antimicrobiana, principalmente o etandlico, e com base em estudos sobre células
neuroblastomas (SH-SY5Y) as substancias testadas demonstraram-se atoxicas
nas concentracdes de 0,01pug/mL e 100pg/mL (SOUZA et al., 2016). Assim como
o0 registrado por Souza em 2016, o extrato FPA, foi 0 mais seletivo ao parasito
(tabela 03), considerado atéxico, com IS de 28,83 para a espécie L. infantum.

4.3 indice de seletividade (IS)

O IS consiste na razdo entre a Concentracao Citotoxica 50% (CCso) para
células DH82 e o ICso para protozoarios. Indica a seletividade dos extratos,
guanto maior o IS, mais eficiente o extrato é considerado.

Os resultados de IS estdo demonstrados na Tabela 03. Para a espécie L.
amazonensis temos o extrato EEM o mais eficiente com maior indice de
seletividade (1,45) acompanhado do extrato FPA com IS de 1,33. Isso significa
gue esses extratos sao 1,45 e 1,33 vezes menos toxicos para as células DH82
do que para os protozoarios.

Para as formas promastigotas de L. infantum, o extrato com maior IS foi o
FPA (28,83) seguido pelo EEM com um IS de 11,92.

Os extratos que apresentaram efeitos leishmanicidas promissores foram
os extratos das folhas de Pereskia aculata com ICso de 33,78ug/mL e o extrato
das partes aéreas de Momordica charantia com ICso de 57,36ug/mL sobre as
formas promastigotas de Leishmaniose da espécie L. infantum. Os testes com
parasitos da espécie L. amazonensis, ndo apresentaram resultados que possam

ser considerados promissores.
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Tabela 03 - Valores do indice de seletividade das formas promastigotas das
espécies de L. infantum e L. amazonensis tratadas com os extratos etandlicos
das folhas e partes aéreas de plantas do RENISUS.

indice de Seletividade

Extratos

L. infantum L. amazonensis
FMN 8,45 0,96
FAO 7,15 0.55
FPA 28,83 1,33
FEU 5,29 0.55
EEM 11,92 1.45
FPG 3,97 0,99

FMN (folhas Morus nigra); FAO (Folhas Anacardium occidentale); FPA (folhas Pereskia
aculeata); FEU (folhas Eugenia uniflora); EEM (partes aéreas Momordica charantida) e FPG
(folhas Psidium guajava).
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5. CONCLUSAO

Os melhores resultados obtidos foram oriundos do tratamento das
promastigotas de L. infantum com os extratos etandlicos das folhas de P.
aculeata (FPA) e, das partes aéreas de M. charantia (EEM). De fato o melhor
resultado de ICso obtido para o teste com a promastigota com a espécie de L.
infantum foi o do extrato FPA (33,78 ug/mL), ja para a L. amazonensis 0 extrato
gue obteve o melhor indice foi 0 EEM (468,98 ug/mL), seguido pelo FPA (728,36
pg/mL).

O extrato FPA foi considerado 28,83 vezes menos toxico as células DH82
(macréfagos) do que ao parasito por meio do teste de citotoxicidade. Todos os
testes demonstraram inatividade contra L. amazonensis, por meio de ICso
superior a 250ug/mL. Em ambas as espécies do parasito, a atividade dos
extratos aumentam conforme aumenta-se a concentracao teste, mas, em
nenhuma das concentracbes testes obteve-se resultado de inibicdo do
crescimento parasitario superior ao da anfotericina B.

Por fim, foi possivel demonstrar neste trabalho o potencial terapéutico dos

produtos naturais.
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