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RESUMO

O arsenal quimioterdpico disponivel para o tratamento da Doenca de Chagas e das
Leishmanioses € restrito a poucos farmacos, os quais apresentam eficdcia limitada e efeitos
colaterais indesejaveis. A biodiversidade de plantas brasileiras representa uma rica fonte para a
busca por novos compostos com potencial antiparasitdrio. Neste estudo, 20 extratos, 8 fracdes e
2 compostos isolados da flora mato-grossense foram avaliados. As amostras foram solubilizadas
em DMSO (50mg/ml) e mantidas a 4° C até o uso. Promastigotas de Leishmania amazonensis
(cepa 575) e L. chagasi (cepa PP75), e epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) (5x10°
parasitos/ml), mantidos respectivamente em meio Schneider e LIT, forma incubados em
triplicata em placas de 96 orificios a 26° C com diferentes concentragdes dos produtos naturais
(1,6 a 1000 pg/ml). Ap6s 72h de incubacdo, a atividade contra 7. cruzi foi determinada pela
contagem do ndmero de parasitos vivos em camara de Neubauer, e a atividade leishmanicida foi
determinada pelo método de MTT. Anfotericina B (0,1uM) e Benzonidazol (10ug/ml), e DMSO
1% foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Os produtos ativos contra
epimastigotas de 7. cruzi foram incubados com tripomastigotas sanguineos (1x10° parasitos/ml)
a 4° C, usando cristal violeta e DMSO 1% como controles positivo e negativo, e a sobrevivéncia
dos parasitos foi determinada apds 48h. A avaliagdo in vitro da atividade leishmanicida contra
amastigotas intracelulares foi realizada com células J774-A1 infectadas com L. amazonensis em
placas de 96 orificios na presenca de diferentes concentragdes dos produtos naturais por 48
horas. As monocamadas foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa, € o nimero de
amastigotas intracelulares foi determinado pela avaliacio randomica de 200 células. A
citotoxicidade das amostras ativas foi avaliada usando células J774-Al (2X104 células/orificio)
pelo método de MTT. Todos os ensaios forma realizados duas vezes, em triplicata. Dois extratos
hexanicos (Xilopia aromatica e Aspidosperma cuspa) e uma fracdo (“Ipé Pimenta”)
apresentaram atividade tripanocida contra epimastigotas (Clso = 87,07; 66,41 e 100,46 ug/ml,
respectivamente), e o extrato hexanico de A. cuspa foi ativo contra tripomastigotas sangiiineos
(CIsp = 150,62 pg/ml). Quatro extratos hexanicos (X. aromatica, Bowdichia virgiloides, A. cuspa
e Acosmium dasycarpum), duas fracdes de Zanthoxylum hasslerianum e o composto isolado
Cumarina foram ativos contra promatigotas de L. amazonensis (Clso = 15,52 — 120,9 pg/ml) e L.
chagasi (Clsp = 3,976 — 166,40 pg/ml). Desses, apenas o extrato hexanico de A. dasycarpum nao
apresentou atividade em testes com amastigotas intracelulares de L. amazonensis, sendo que 0s
demais produtos testados apresentaram inibi¢do acima de 40% nas concentragdes de 1,6, 8 e 40
pg/ml. Nenhum dos extratos ativos foi citotoxico para células J774-A1 acima de 90 pg/ml.

Palavras chave: Leishmania, Trypanosoma cruzi, produtos naturais, atividade antiprotozodrios.
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ABSTRACT

The chemotherapy arsenal available for treatment of Chagas disease and leishmaniasis is
restricted to few drugs which presented limited efficacy and show undesirable side effects. The
Brazilian plant biodiversity represents a rich source of new potential antiparasitic compounds. In
this study the trypanocidal and leishmanicidal activity of 20 extracts, 8 fractions and 2 isolated
compounds from Mato Grosso State plants was evaluated. Samples were solubilized in DMSO
(50mg/ml) and maintained at 4°C until use. Promastigotes of Leishmania amazonensis (575
strain) and L. chagasi (PP75 strain), and epimastigotes of Trypanosoma cruzi (Y strain) (5x10°
cells/ml), maintained respectively in Schneider’s and LIT medium, were incubated in triplicate in
96-well microplates at 26°C with different concentrations of natural products (1.6 to
1,000pg/ml). After 72h of incubation, the activity was determined by counting the number of live
parasites in Neubauer chambers (7. cruzi) and by MTT method (Leishmania sp). Amphotericin B
(0.1uM) and Benzonidazol (10ug/ml), and DMSO 1% were used as positive and negative
controls, respectively. Products active against epimastigotes were incubated with blood
trypomastigotes (1x10° cells/ml) at 4°C, using violet cristal and DMSO 1% as positive and
negative controls, and survival parasites determined after 48h. The in vitro evaluation of
leishmanicidal activity against intracellular amastigotes was realized by using J774.A1 cultures
infected with L. amazonensis in 96-well plates in the presence of different natural products
dilutions for 48 hours. The monolayers were fixed with methanol and Giemsa stained, and
intracellular amastigote numbers were determined in 200 randomly chosen cells. Citotoxicity of
active extracts was evaluated using J774.A1 cells (2)(104 cells/well) by the MTT method. All
assays were performed two times in triplicate. Two tested hexanic extracts (Xilopia aromatica
and Aspidosperma cuspa) and a fraction (“Ip€ Pimenta”) showed trypanocidal activity for
epimastigotes (ICsp = 87.07; 66.41 e 100.46 ng/ml, respectively) and hexanic extract of A. cuspa
was active against blood trypomastigotes (ICsp = 150.62 pg/ml).. Four hexanic extracts (X.
aromatica, Bowdichia virgiloides, A. cuspa and Acosmium dasycarpum), two fractions of
Zanthoxylum hasslerianum and the isolated compound Coumarin were active against L.
amazonensis (ICsp = 15.52 — 120.9 pg/ml) and L. chagasi (ICsp = 3.976 — 166.40 pg/ml)
promastigotes. From this, only the hexanic extract of A. dasycarpum didn’t show activity on tests
with L. amazonensis intracelular amastigotes, and the other tested products showed inhibition up
to 40% on 1.6, 8 and 40 pg/ml. The extracts, fractions and isolated compounds apresent low
citotoxicity for J774.A1 cells up to 90 ug/ml .

Key words: Leishmania, Trypanosoma cruzi, natural products, antiprotozoal activity.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas
A Doenca de Chagas, batizada assim depois da primeira descri¢do por Carlos
Chagas, em 1909, existe apenas nos continentes americanos (TEMPONE et al., 2007a).
Esta doenca € causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) e representa um grande problema de saide publica nos paises
emergentes da América, afetando cerca de 18 milhdes de individuos e causando a morte de
aproximadamente 21000 pacientes por ano (WHO, 2002). No Brasil, estima-se em cerca de
5 milhdes o nimero de pessoas infectadas por este parasito, das quais cerca de 40%
apresentam a doenca clinica (DIAS, 2000). A infeccao pelo T. cruzi apresenta um carater
zoondtico, envolvendo intimeras espécies silvestres e domésticas de mamiferos hospedeiros
e de insetos transmissores da subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como
barbeiros (DIAS e SCHOFIELD, 1999).
O T. cruzi possui um ciclo biolégico complexo, envolvendo trés formas
evolutivas (tripomastigota, epimastigota e amastigota) e vdrias espécies de triatomineos e
de mamiferos, silvestres e domésticos, que atuam respectivamente, como vetores e
reservatorios do parasito. A transmissdo natural ao hospedeiro mamifero ocorre pela
penetracdo de formas tripomastigotas metaciclicas provenientes das fezes ou urina do
triatomineo infectado, depositadas sobre a pele do hospedeiro durante a hematofagia. Os
tripomastigotas possuem a capacidade de infectar diferentes tipos celulares, onde se
multiplicam intracelularmente por divisdo bindria, sob a forma de amastigotas (BRENER,
2000). A elevada resposta imune do hospedeiro induzida pelo parasito ndo € capaz de
extinguir a infeccdo e ndo o protege contra reinfecgdes por outras cepas do protozodrio

(PRATA, 2001; MILES, 2003).



No triatomineo, os tripomastigotas ingeridos durante o repasto sanguineo se
diferenciam em epimastigotas, os quais se multiplicam por divisdo bindria no intestino do
vetor, diferenciando-se em tripomastigotas metaciclicos na ampola retal do inseto (MILES,

2003). O ciclo esta demonstrado na figura 1.

Figura 1: Ciclo biolégico da Trypanosoma cruzi Fonte: WHO, 2004a.

A transmissdo vetorial responde por cerca de 80% dos casos, e os principais vetores
sdo os triatomineos dos géneros Rhodnius sp., Panstrongylus sp. e Triatoma sp., sendo este
dltimo o mais importante trasmissor nos ciclos domiciliar e peridomiciliar nas 4reas de
clima seco da América do Sul (TEIXEIRA et al., 2007). Outros mecanismos alternativos,
como a transfusdo sangiiinea, congénita, transplante de 6rgaos, via oral e a acidental em

laboratério sdo capazes de propagar a doenca entre humanos (SCHMUNIS, 2000).



Recentemente vérios surtos de transmissdo oral de Doenca de Chagas tem sido reportados
no Brasil. Em 2005, um surto de Doenca de Chagas aguda foi registrada em Santa Catarina
envolvendo 24 individuos e resultando em 3 6bitos (STEINDEL er al., 2008). Isto mostra a
possibilidade de ocorréncia da Doenca de Chagas aguda mesmo em regides nao endémicas.
Em vérios paises da América Latina, a transmissdo vetorial tem sido reduzida de forma
significativa. Por outro lado, devido as precdrias condi¢des de controle do sangue em varios
paises, estima-se que cerca de 20000 novos casos da doenca sejam adquiridos anualmente
através da via transfusional (COURA e CASTRO, 2002; LEITE et al., 2006).

A Doenga de Chagas apresenta um curso clinico cronico. A fase aguda inicial, que
em geral dura poucas semanas, é caracterizada pela presenca do parasito no sangue do
paciente, podendo ser encontrados tripomastigotas de 7. cruzi em um exame direto de
microscopia em uma lamica de sangue a fresco (TEIXEIRA et al., 2007). O paciente pode
ou ndo apresentar sintomatologia, sendo mais freqiientemente sintomética em pacientes na
primeira infancia, caracterizada por um quadro febril inespecifico. A fse aguda inicia-se
através de manifestacdes locais, quando o 7. cruzi penetra pela conjuntiva (sinal de
Romafia) ou na pele (chagoma de inoculacido). Apds esse periodo, a doencga entra em uma
fase cronica, que pode ou nad ser determinada pela sintomatologia clinica caracteristica da
Doenca de Chagas. Na fase cronica indeterminada, o paciente apresenta-se positivo para
testes parasitoldgicos e/ou soroldgicos, porém ndo apresenta sintomatologia clinica; ji a
fase cronica determinada caracteriza-se pelo comprometimento cardiaco (cardiopatia
chagédsica) em 20-30% dos casos, e digestivo (megaesdfago e megacdlon) em
aproximadamente 10% dos casos (LANA e TAFURI, 2005).

O farmaco mais freqiientemente utilizado no tratamento da Doenca de Chagas no

Brasil é o Benzonidazol (Roche), um derivado nitroimidazdlico, com fémula quimica N-



benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, desenvolvido na década de 1960. Esse composto €
ativo na fase aguda da Doenca de Chagas, curando cerca de 70% dos infectados, mas
apresenta eficidcia limitada na forma cronica da doenca. Esse farmaco apresenta
significativos efeitos colaterais, provavelmente como conseqiiéncia de lesdes oxidativas ou
redutivas nos tecidos do hospedeiro. Estes efeitos colaterais, os quais incluem anorexia,
vOmitos, polineuropatia periférica, reacdes de hipersensibilidade, e, mais raramente,
leucopenia e trombocitopenia, podem, em alguns casos, impedir a continuacdo do
tratamento (KIRCHHOFF, 1999; URBINA e DOCAMPO, 2003; SANTORO et al., 2007;

ROCHE, 2008).

1.2 Leishmanioses

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas polimoérficas, causadas por protozodrios
parasitas pertencentes ao género Leishmania (Ordem Kinetoplastida, Trypanosomatidae),
que sdo transmitidos ao homem e a outros mamiferos através da picada da fémea do inseto
Lutzomyia spp. A doenga tem apresentacdes clinicas diversas, podendo acometer a pele, as
mucosas e as visceras. No Brasil, existem sete espécies distintas do parasito sendo que,
destas, seis (L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L. lansoni, L. shawii, L. naiffi)
sdo responsdveis pela forma cutanea (LC) e mucocutanea (LMC) — sendo essas formas
compreendidas como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) — e uma espécie (L.
chagasi) responsdvel pela forma visceral (LV) (GENARO e MICHALICK, 2005;
GENARO e REIS, 2005a). Considerando-se as trés formas da doenca, existem cerca de 12
milhdes de pessoas afetadas em 88 paises, principalmente na Asia, Africa e América

Latina, com uma incidéncia anual de 2-3 milhdes, sendo que 500 mil sdo de Leishmaniose



Visceral. Estima-se que cerca de 120 milhdes de pessoas encontram-se em risco de infec¢do
(WHO, 2005).

As leishmanias apresentam duas formas evolutivas: a amastigota, que ¢
obrigatoriamente parasita intracelular em vertebrados, e a forma promastigota que se
desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados. A infeccdo do hospedeiro
invertebrado por formas amastigotas ocorre durante seu repasto sangiiineo. Quando os
parasitos alcancam o intestino médio do inseto, sdo envolvidas por uma membrana
quitinosa, chamada matriz peritréfica, dentro da qual se transformam em flagelados
pequenos, ovéides e pouco moéveis, com alta taxa de multiplicacdo. Apds alguns dias,
transformam-se em formas promastigotas delgadas e longas, que rompem a matriz
peritrofica, se fixam as vilosidades intestinais do inseto e estabelecem migracdo para as
por¢cdes anteriores do tubo digestivo, enquanto se transformam em promastigotas
metaciclicos. Os hospedeiros vertebrados sdo infectados quando formas promastigotas
metaciclicas sdo regurgitadas pelas fémeas dos insetos vetores durante o repasto sangiiineo
(MICHALICK, 2005).

Os promastigotas sdo internalizados através de endocitose mediada por receptores
na superficie do macréfago. As leishmanias apresentam os lipofosfoglicanos, que
interferem nas funcdes das células macrofagicas e dendriticas, e a proteina de membrana
metaloprotease gp63, a qual as protege da lise mediada pelo sistema complemento e facilita
sua entrada nos macréfagos (MURRAY et al., 2005). Dentro do fagolisossomo, os
promastigotas se transformam em amastigotas, os quais sdao capazes de controlar o pH do
vacuolo digestivo e se multiplicarem por divisdo bindria no interior do fagolisossomo. Na

auséncia de controle parasitidrio da célula hospedeira, esta se rompe e os amastigotas



liberados serdo internalizados por outros macréfagos (MICHALICK, 2005). O ciclo das

leishmanias estd demonstrado na figura 2.

Figura 2: Ciclo biolégico da Leishmania spp. Fonte: WHO, 2004b

As Leishmanioses podem apresentar diferentes quadros clinicos, dependendo da
espécie de Leishmania e do estado imunoldgico do individuo infectado. A Leishmaniose
Cutanea caracteriza-se pela formacdo de ulceras Unicas ou multiplas confinadas na derme,
estando a epiderme ulcerada, e apresentando grande densidade de parasitos nos bordos da
dlcera nas fases iniciais, o que tende a reduzir nas ulceras cronicas. A Leishmaniose
cutineo-difusa € uma variacdo da forma cutinea, caracterizada pela formacdo de lesdes
difusas ndo-ulceradas por toda a pele, contendo grande nimero de amastigotas. Essa forma
€ provocada por Leishmania amazonensis e esté relacionada a deficiéncia imunoldgica do

7z

individuo infectado (por exemplo, AIDS). A Leishmaniose mucocutinea € causada



principalmente por L. brasiliensis e diferencia-se da forma cutinea por produzir lesdes
destrutivas de mucosas e cartilagens, através de extensdo direta da lesdo primaria ou através
da disseminacdo hematogénica (GENARO e REIS, 2005a). Uma terceira forma de
Leishmaniose € a visceral, também conhecida como Calazar. Provocada principalmente por
L. donovani, L. infantum e L. chagasi, a LV é uma doenca infecciosa sist€émica, de
evolucdo cronica, caracterizada por febre irregular de intensidade média e de longa
duracdo, esplenomegalia, hepatomegalia, acompanhada de sinais bioldgicos de anemia,
leucopenia, trombocitopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, podendo haver
linfoadenopatia periférica. O emagrecimento, o edema e o estado de debilidade progressiva
contribuem para a caquexia € o Obito, se o paciente ndo for submetido ao tratamento
especifico (GENARO e REIS, 2005b).
No Brasil observa-se um crescimento alarmante dos casos de LV e LTA nos ultimos
20 anos. Surtos epidémicos tém ocorrido nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e,
mais recentemente, na regido Amazonica, relacionados ao processo predatorio de
colonizacdo. Segundo o Ministério da Saude, cerca de 40 mil novos casos de LTA sdo
registrados anualmente no Brasil. Além de uma cadeia epidemiolégica complexa que torna
dificil as acOes de controle, diferentes espécies de Leishmania atuam como agentes
etiol6gicos da doenga. Nas Américas, a LV € causada apenas pela L. chagasi, enquanto que
a LTA tém como agentes etioldgicos mais freqiientes a L. braziliensis e a L. amazonensis
(GONTUO e DE CARVALHO, 2003).
Apesar dos grandes progressos feitos na compreensdo da bioquimica e biologia
molecular do parasito, os tratamentos de primeira escolha para muitas formas de
Leishmaniose ainda sdo injecdes intramusculares didrias de antimoniais pentavalentes

(TORRES-SANTOS et al., 1999), como o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime)
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e o estibogluconato de sédio (Pentostan) (TAKAHASHI et al., 2006). Alternativamente, o
antibidtico Anfotericina B e a diamina aromatica (Pentamidina) sdo utilizados clinicamente
no tratamento das formas mucocutaneas graves ou em situacdes onde a LTA ndo responde

ao tratamento com antimoniais (DEDET e PRATLONG, 2003).

1.3 Uso de plantas medicinais do cerrado

Protozooses como as Leishmanioses e Doenca de Chagas s3o importantes
problemas de saide e sdOcio-econdmico em Vvdrios paises em desenvolvimento. A
quimioterapia para essas doencgas € insatisfatoria em termos de falta de efetividade e
também dos efeitos toxicos associados a tratamentos longos com farmacos descobertos
empiricamente (OSORIO et al., 2007).

Desde os primérdios da medicina, substancias quimicas derivadas de plantas,
animais e microrganismos sdo usadas para o tratamento de doencas humanas. Toxinas
naturais e seus derivados t€m sido amplamente utilizadas nas pesquisas de farmacos e t€ém
levado ao desenvolvimento de diversos agentes terapéuticos (TEMPONE et al., 2007b)

Plantas vém sendo utilizadas historicamente pelo homem como fonte de moléculas
precursoras para o desenvolvimento de novos agentes quimioteripicos. A primeira
referéncia escrita sobre o uso de plantas como remédios € encontrada na obra chinesa Pen
Ts’ao, e remonta ao ano 2800 a.C. Relatos mostram que egipcios, hebreus e assirios
cultivavam diversas ervas e traziam de suas expedi¢des diversas outras, com as quais
criavam classes de medicamentos. No Ocidente, os registros do uso de plantas medicinais
sdo mais recentes, datando do século V a.C. No Brasil, a utilizacdo das plantas no
tratamento de doencas apresenta influéncias indigenas, africanas e européias

(TOMAZZONI et al., 2006).
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As plantas e seus extratos vém sendo usados ha muitos séculos como tratamentos de
diversas enfermidades, desde dores de cabeca até infec¢Oes parasitdrias, mas somente nos
ultimos 20-30 anos os cientistas comegaram a determinar seriamente quais dos tradicionais
medicamentos derivados de plantas sdo efetivos e quais sdo seus modos de acdo
(ANTHONY et al., 2005; VIEIRA et al., 2008). Estima-se que cerca de 65-80% da
populacdo mundial dependa diretamente das plantas como medicamentos (OGBADOYT et
al., 2007). O Brasil tem uma posi¢do proeminente na biodiversidade mundial, uma vez que
contém tés extensas dareas consideradas como hot spots de biodiversidade: a Mata
Atlantica, a Amazoénia e o Cerrado (BASSO et al., 2005).

A savana brasileira, conhecida como Cerrado, compreende uma flora bastante
diversificada e caracteristica (ALVES et al., 2000). E o segundo bioma brasileiro em
extensdo, ocupando cerca de 23% do territério nacional (dois milhdes de Km?), com
localizagdo no planalto central, se estendendo do paralelo 5° a 20° de latitude Sul e de 45° a
60° de longitude oeste (VALENTE, 2006) e sendo considerado um complexo vegetacional
de grande diversidade fitofisiondomica (RIBEIRO e WALTER, 1998; NETO e MORALIS,
2003). Porém, estima-se que cerca de 40% do bioma j4 tenha sido devastado, e que apenas
1,5% do territério do Cerrado estd protegido por lei (NETO e MORALIS, 2003). O clima
predominante no dominio do Cerrado € do tipo tropical estacional, com precipitagcdo média
anual de 1500 mm de chuva e duas estacdes bem definidas: uma chuvosa e outra seca
(VALENTE, 2006). O relevo dominante € a Unidade Morfoescultural Planaltos Dissecados
Retocados, marcado pelas formas horizontalizadas, estendendo-se por imensos planaltos ou
chapaddes constituidos especialmente por rochas sedimentares (VALENTE, 2006).

O Brasil € conhecido pela exuberincia e diversidade de suas plantas tropicais.

Muitas dessas plantas sdo utilizadas como medicamentos naturais sem nenhuma base
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cientifica (BRAGA et al., 2007). Nos ultimos anos, muitas plantas sdo usadas como
medicamentos naturais pelos habitantes do “cerrado” para tratar diversas doencas tropicais,
incluindo esquistossomose, leishmaniose, maldria, infec¢des por fungos e bactérias, entre

outras (ALVES et al, 2000).

1.4 Justificativa

Como ndo existe disponivel nenhuma vacina eficaz contra protozodrios parasitos
para uso em humanos, o uso dos poucos quimioterdpicos existentes € uma das unicas
alternativas para o tratamento dos individuos infectados (BRENER, 2000). Os diversos
efeitos colaterais e a resisténcia aos farmacos existentes, bem como o aumento de novos
casos, tém despertado para a urgéncia na busca por novos agentes terapéuticos para tratar
essas doencas (MESQUITA et al., 2005). Considerando a biodiversidade existente na flora
brasileira e o seu potencial como fonte de moléculas bioativas a serem estudadas e
exploradas, acreditamos que muitas delas podem apresentar efeitos promissores no

tratamento de Doenga de Chagas e das Leishmanioses.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida in vitro de extratos, fracdes e

compostos da flora Mato-grossense.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a manutencdo da atividade bioldgica dos extratos, fragcdes e compostos
isolados testados no periodo de 12 meses, nos quais foram realizados os
experimentos de bioatividade;

2. Avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida in vitro de extratos, fracdes e
compostos isolados provenientes de plantas da flora do Mato Grosso contra formas
epimastigotas de 7. cruzi e promastigotas de Leishmania spp.;

3. Avaliar a atividade tripanocida in vitro de fra¢cdes e compostos ativos contra formas
tripomastigotas;

4. Avaliar a atividade in vitro de extratos, fracdes e compostos ativos contra formas
amastigotas de Leishmania sp;

5. Avaliar a citotoxicidade celular dos compostos ativos contra células J774-A1.
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3. METODOLOGIA
Extratos, fracdes e compostos isolados de plantas das familias Annonaceae,
Apocynaceae, Bignoniaceae, Leguminosae e Rutaceae da flora do Estado do Mato Grosso,
foram fornecidos pelo professor Luiz Everson da Silva, do Laboratério de Pesquisa
Quimica em Produtos Naturais — LPQPN da Universidade Federal de Mato Grosso. Os

produtos naturais sdo apresentados na tabela 1.

A familia Annonaceae compreende cerca de 120 gé€neros que tém distribuicdo
marcadamente tropical e subtropical em todo o mundo, senda a maioria dos seus
representantes plantas lenhosas. A familia Apocynaceae compreende cerca de 200 géneros
com mais de 2000 espécies, de hdbitos variados e distribui¢do marcadamente tropical e
subtropical em todo o mundo. A familia Bignoniaceae € compostoa por 120 géneros de
ampla distribuigdo tropical e habitos variados, sendo especialmente freqiientes nos tropicos
americanos. A familia Leguminosae € uma das maiores entre as dicotiledoneas, apresentado
600 géneros e cerca de 13000 espécies. Subdivide-se em trés subfamilias (Mimosoideae,
Faboidae e Caesalpinoideae), e fazem simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio do
género Rhizobium (JOLY, 2002).

Os extratos, fracoes e compostos isolados foram solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO) na concentragdo de 50 mg/ml, e mantidos a 4°C até o uso. Como compostos
controle, foram utilizados o cristal violeta e Benzonidazol (Rochagan®) para os

experimentos com 7. cruzi, e a Anfotericina B para Leishmania sp.
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Tabela 1. Extratos, fracdes e compostos triados contra Trypanosoma cruzi € Leishmania

spp-
Sigla Familia Extrato/Composto

MT1 Annonaceae Extrato bruto MetOH da semente de Xylopia aromatica

MT2 Annonaceae Extrato bruto Hex da semente de Xylopia aromatica

MT3 Annonaceae Extrato bruto MetOH da casca de Xylopia aromatica

MT4 Annonaceae Extrato bruto Hex da casca de Xylopia aromatica

MT5 Annonaceae Extrato bruto EtOH da semente (s6lido) de Annonna crassiflora

MT6 Annonaceae Extrato bruto EtOH do 6leo da semente de Annonna crassiflora

MT7 Leguminosae Extrato bruto MetOH das cascas da raiz de Bowdichia virgiloides

MT8 Leguminosae Extrato bruto Hex das cascas da raiz de Bowdichia virgiloides

MT9 Leguminosae Extrato bruto Hex das cascas da raiz de B. virgiloides — lavado
com acetona

MT10 Leguminosae Extrato bruto Hex das cascas da raiz de B. virgiloides — solivel em
acetona

MT11 Leguminosae Extrato bruto Hex das cascas da raiz de B. virgiloides — insolivel
em acetona

MT12 Apocynaceae Extrato bruto Hex de Aspidosperma cuspa

MT13 Apocynaceae Extrato bruto MetOH de Aspidosperma cuspa

MT14 Leguminosae Extrato hidroalcoolico de Vatairea macrocarpa

MT15 Bignoniaceae Fracdo AcOEt do Extrato MetOH do cerne do caule do “Ipé
Pimenta”*

MT16 Leguminosae Extrato bruto Hex das folhas de Acosmium dasycarpum

MT17 Leguminosae Extrato bruto Diclorometano das folhas de Acosmium dasycarpum

MT18 Leguminosae Extrato bruto MetOH das folhas de Acosmium dasycarpum

MT19 Leguminosae Extrato bruto Hex da casca do caule de Acosmium dasycarpum

MT20 Leguminosae Extrato bruto MetOH da casca do caule de Acosmium dasycarpum

MT21 Rutaceae Ext. Hex. raiz de Spiranthera odoratissima

MT22 Rutaceae Fracdo Hex. Zanthoxylum riedelianum

MT23 Rutaceae Fracdo AcOEt. Z. riedelianum

MT24 Rutaceae Fracdao CH,Cl, Z. riedelianum

MT25 Rutaceae Fracdo MetOH Z. riedelianum

MT26 Rutaceae Fracdo Acetato de Etila Folha Z. riedelianum

MT27 Rutaceae Fracdo Hex. Folha Z. riedelianum

MT28 Rutaceae Fracdao MetOH Folha Z. riedelianum

MT29 Leguminosae Pirona 4-metoxi-6-P(hidroxiesteril)-a-pirona (Fr. AT casca da
raiz de Acosmium dasycarpum)

MT30 Rutaceae Cumarina (Spiranthera odoratissima)

* N3ao identificado.
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3.1 PARASITOS

Neste estudo, foram utilizadas formas epimastigotas de cultura e tripomastigotas
sangiifneas da cepa Y de T. cruzi (SILVA E NESSUNZWEIG, 1953) e promastigotas de L.
amazonensis (cepa 575) e L. chagasi (cepa PH8) mantidos no Laboratério de Protozoologia
da UFSC.

Epimastigotas obtidos na fase exponencial de crescimento em meio LIT foram
lavados 2 vezes em PBS estéril pH 7,2 a 1500g por 10 minutos a 4°C, e o nimero de
parasitos foi determinado em camara de Neubauer. A seguir, os parasitos foram suspensos
em meio LIT acrescido de 10% de SBF (Soro Bovino Fetal inativado a 56°C), e a
concentracao ajustada para 5x10° epimastigotas/mL, sendo mantidos a 4°C até o uso.

As formas tripomastigotas sangiiineos da cepa Y de 7. cruzi foram obtidas de
camundongos infectados no pico de méixima parasitemia. Para tanto, os animais foram
anestesiados com éter e o sangue coletado por puncao do plexo retrorbital, com auxilio de
uma pipeta Pasteur, na presenca de citrato de sodio 3,8%. O ndmero de parasitos foi
determinado através da contagem de 50 campos, em lamina e laminula 18mm?, no aumento
de 400X em microscopio de luz, em Sul de sangue, e a concentracdo ajustada para 1x10°
tripomastigotas/mL em meio LIT.

Promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi obtidos na fase exponencial de
crescimento em meio Schneider suplementado com 5% de SBF e 2% de urina foram
lavados 2 vezes em PBS estéril pH 7,2 a 1500g por 10 minutos a 4°C, e o nimero de
parasitas foi determinado em camara de Neubauer. A seguir, os parasitas foram suspensos
em meio Schneider acrescido de 5% de SBF e 2% de urina, e a concentracdo ajustada para

5x10° promastigotas/mL, sendo mantidos a 4°C até o uso.
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3.2 BIOENSAIOS
3.2.1 Triagem de extratos, fracoes e compostos contra formas epimastigotas de cultura
de Trypanosoma cruzi e promastigotas de cultura de Leishmania amazonensis.

Com o objetivo de triar amostras com possivel atividade bioldgica contra 7. cruzi e
Leishmania spp., os extratos, fracdes e compostos foram incubados em placas de 96
orificios Nunc®, contendo 180 pul de uma suspensdo de parasitos e 20 pl dos produtos
naturais em duas concentragcdes (1000 e 100ug/ml), diluidas em PBS estéril, por 72h, em
duplicata. Como controle negativo, os parasitos foram incubados na auséncia de amostras e
com DMSO 1%; como controle positivo utilizou-se Anfotericina B (0,1 pg/ml) para os
ensaios com L. amazonensis e Benzonidazol (10 pg/ml) nos testes contra 7. cruzi.

Os experimentos foram avaliados qualitativamente em microscopio invertido, e
aqueles que demonstraram 100% de inibicdo nas duas concentragdes foram utilizados em
ensaios com dilui¢des seqiienciais, a fim de avaliar a atividade bioldgica contra diferentes

formas evolutivas dos parasitos e a citotoxicidade frente células de mamiferos.

3.2.2 Avaliacdo in vitro da atividade tripanocida de extratos, fracoes e compostos
contra formas epimastigotas de 7. cruzi.

Para a avaliacdo da atividade tripanocida contra formas epimastigotas dos extratos,
fragdes e compostos, os ensaios foram realizados em triplicatas em placas de culturas de 96
orificios Nunc®, contendo 20ul dos produtos naturais em concentracdes em ordem
decrescente: 200, 40, 8 e 1,6pg/ml, diluidas em PBS estéril pH 7,2, acrescido de 180 ul da
suspensdo de epimastigotas. Como controle, os parasitos foram incubados na auséncia de

compostos, na presenga de 1% de DMSO e na presenca de 10png/ml de Benzonidazol. Apds
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adicao dos produtos naturais, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a 24°C por
72 horas e, a seguir, as placas avaliadas visualmente em microscopio invertido para
verificacdo da motilidade dos parasitas. A atividade foi determinada por contagem em
camara de Neubauer e posterior avaliacio estatistica. Os resultados foram expressos em
Clso. Os ensaios foram repetidos 2 vezes com o objetivo de avaliar a manutencdo da

atividade dos produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

3.2.3 Avaliacdo in vitro da atividade tripanocida de compostos contra formas
tripomastigotas sangiiineos de 7. cruzi.

Para avaliacdo dos compostos contra formas tripomastigotas sangiiineos, os ensaios
foram realizados em placas de 96 orificios Nunc®, contendo 20ul dos produtos naturais em
concentracdes em ordem decrescente: 200, 40, 8 e 1,6ug/ml, diluidas em PBS estéril pH
7,2, em um volume final de 200 pl contendo 1x10° tripomastigotas/ml. Como controle, os
parasitos foram incubados na auséncia de compostos, na presenca de 250 pg/ml de cristal
violeta e 1% de DMSO. As placas foram incubadas a 4°C por 48 horas, e a atividade
tripanocida avaliada pela contagem do nimero de parasitas vivos em amostras de 5 pl de
cultura em lamina e laminula 18mm2, avaliando-se 50 campos , no aumento de 400X em
microscopio de luz. Os resultados foram expressos em Clsg. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e repetidos 2 vezes com o objetivo de avaliar a manutencdo da
atividade dos produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

Com o objetivo de verificar a esterilizacdo do sangue tratado nos experimentos in
vitro, grupos de 3 camundongos jovens foram inoculados por via intraperitoneal com 400

ul de sangue infectado tratado com o composto na maior concentracdo testada que foi
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negativa na andlise. A parasitemia dos animais foi acompanhada em intervalos de 2 dias,
através do exame a fresco do sangue e, apds 30 dias, realizada a hemocultura em todos os
animais negativos. As hemoculturas foram examinadas em intervalo de 15 dias, por até 60

dias.

3.2.4 Avaliacio in vitro da atividade leishmanicida de compostos e extratos contra
formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi.

Para a avaliacdo da atividade leishmanicida contra forma promastigotas dos
extratos, fragdes e compostos, os ensaios foram realizados em triplicatas em placas de
culturas de 96 orificios Nunc®, contendo 20ul dos produtos naturais em concentragdes em
ordem decrescente: 200, 40, 8 e 1,6pug/ml, diluidas em PBS estéril pH 7,2, acrescido de 180
pul da suspensdo de promastigotas. Como controle, os parasitas foram incubados na
auséncia de compostos, na presenga de 1% de DMSO e na presenca de 0,1ug/ml de
Anfotericina B. Ap6s adi¢do dos produtos naturais, as amostras foram homogeneizadas e
incubadas a 24°C por 72 horas e, a seguir, as placas avaliadas visualmente em microscopio
invertido para verificacdo da motilidade dos parasitos. Foram adicionados 50ul de uma
solugdo de MTT a 2 mg/ml em cada orificio, e a placa foi incubada no escuro a 24° C por 4
horas. Apds este periodo, a placa foi centrifugada a 4931 g, por 7 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e foram adicionados 100 pul de DMSO, sendo os cristais de
formazan solubilizados através de agitacdo manual. A absorbancia foi determinada em
leitor de microplacas (Bio-Tek, EIx800) a 540nm, e posterior avaliacdo estatistica. Os

resultados foram expressos em Clsy. Os ensaios foram repetidos 2 vezes com o objetivo de
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avaliar a manutencdo da atividade dos produtos naturais e a reprodutibilidade dos

resultados.

3.2.5 Avaliacio in vitro da atividade antiparasitaria de compostos ativos contra formas
amastigotas intracelulares de L. amazonensis.

Para a avaliacio da atividade antiparasitiria contra formas amastigotas
intracelulares, foram utilizados formas promastigotas de L. amazonensis, cultivados em
meio Schneider, suplementado com 5% de SBF e 2% de urina. Os promastigotas foram
inoculados em frasco de cultura de 25 cm? sem aeracao, contendo Sml de meio Schneider
pH 7.4, suplementado com 5% de SBF e 2% de urina, na concentracio de 5x10°
parasitos/ml, e incubados a 26°C. A curva de crescimento dos parasitos foi acompanhada
diariamente, até que os mesmos alcancassem a fase exponencial tardia, aproximadamente
dois dias apdés o inoculo, com uma concentracdo de, aproximadamente, 11x10®
parasitos/ml. A seguir, 2,5ml da cultura de parasitos foram centrifugados em tubo falcon de
15ml, a 6800 g por 10 min, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo os parasitos
em Sml de meio Schneider ph 5,5, suplementado com 20% de SBF e 2% de urina. A
suspensdo de parasitos foi incubada em frasco de cultura de 25cm?, sem aeragdo, por 48hs,
a 34°C. A viabilidade celular dos parasitos foi avaliada pela adi¢éo do corante vital (azul de
tripan 0,02%) e a morfologia das formas amastigotas observada em preparacdes coradas
pelo Giemsa ou pela observacdo da morfologia da células em microscopia de interferéncia.
O volume contendo 107 parasitos foi centrifugado a 6800 g por 10 min, o sobrenadante foi
descartado e os parasitos ressuspensos, homogeneizando a suspensdo com o auxilio de uma

seringa de 1ml.
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Células da linhagem J774-A1, mantidas em cultura no Laboratério de
Protozoologia, foram lavadas uma vez com meio RPMI suplementado com 20% de SBF. A
seguir, adicionou-se 2ml de meio RPMI suplementado com 20% de SBF e as células foram
removidas do frasco de cultivo celular com auxilio de scraper. Sua concentracdo foi
ajustada para 1x10° células/ml em meio RPMI suplementado com 20% de SBF. Dois
mililitros dessa suspensdo foram adicionados aos parasitos previamente preparados. A
suspensdo de células e parasitos foi mantida a 37°C por 12 horas sob agitag¢do branda.

Apés a adicdo de 18 ml de RPMI suplementado com 20% de SBF e
homogeneizacdo, 180ul da suspensdo foram distribuidos em placas de 96 orificios Nunc®, a
34°C por 1 hora. A seguir foram adicionados 20 pl dos produtos naturais em concentragdes
decrescentes (200, 40, 8 e 1,6ug/ml), diluidas em PBS estéril pH 7,2, em triplicata, e a
placa mantida a 34°C, 5% de CO,, por 48h. Como controle, as monocamadas foram
incubadas na presenca de 1% de DMSO e 0,1pug/ml de Anfotericina B e em meio de
cultura. A seguir, o meio foi removido através de aspiragdo a vacuo, a placa foi seca, fixada
com metanol e corada com Giemsa. A avaliacdo foi feita em microscopio invertido, através
da avaliacdo da infeccao de 200 células por orificio. Os ensaios foram realizados em
triplicata e repetidos 2 vezes com o objetivo de avaliar a manutencdo da atividade dos

produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

3.2.6 Determinacao da citotoxicidade de compostos ativos pela técnica colorimétrica
do MTT.
A atividade mitocondrial foi avaliada através da técnica do MTT, conforme descrito

por Loosdrecht et al. (1991) e modificada por Sieuwerts et al. (1995).
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Para a avaliacdo da citotoxicidade frente a linhagens de células J774-A1, depositada
no Criobanco do Laboratério de Protozoologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da UFSC, as células foram cultivada em garrafas de cultura de 25 cm?
contendo SmL de meio RPMI, suplementado com 5% de SBF, mantidas em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO, e repicadas semanalmente. Apds a remog¢do do meio de
cultura, as monocamadas celulares foram removidas da garrafa com o auxilio de scraper, e
transferidas para tubo falcon de 15ml. A seguir, as células foram suspensas em 1 ml de
meio DMEM e a concentragdo ajustada para 2x10° células/ml. A viabilidade celular foi
avaliada pela adi¢do do corante vital (azul de tripan 0,02%). Cento e oitenta microlitros da
suspensdo celular foram distribuidos em placas de 96 orificios Nunc®, excetuando-se a
primeira coluna, a 37°C, 5% de CO, por 1 hora. A seguir, foram adicionados 20 ul dos
produtos naturais em concentragdes decrescentes (200, 40 8 e 1,6ug/ml), diluidas em PBS
estéril pH7,2, em triplicata, e as células mantidas a 37°C, 5% de CO; por 48 horas. Como
controle, as monocamadas foram incubadas com na presenca de 1% de DMSO e 10ug/ml
de Benzonidazol, 0,1pg/ml de Anfotericina B e em meio de cultura. Apds a incubagdo, o
meio de cultura foi retirado e adicionado 50ul de uma solucao de MTT a 1 mg/ml e a placa
novamente incubada a 37°C, 5% de CO, por 4 horas. A seguir, o sobrenadante foi retirado,
foram adicionados 100ul de DMSO, e os cristais de formazan foram solubilizados através
de agitacdo manual. A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas (Bio-Tek,
Elx800) a 540nm. Os resultados foram expressos em CCsj. Os ensaios foram realizados em
triplicata e repetidos 2 vezes com o objetivo de avaliar a manutencdo da atividade dos

produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de Clsy (concentracdes inibitoria de 50%) foram estimados a partir dos
valores médios de 3 experimentos por interpolacdo gréifica utilizando o programa Graph
Prism Instat®. Os resultados foram expressos como média das Clsp (Lg/mL) de pelo menos
2 experimentos independentes, acompanhada de seus respectivos limites de confianca em
nivel de 95%. As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de anélise
de variancia seguida pelo teste de multipla comparacao utilizando-se o método de Dunnett,
quando apropriado. Os valores de percentual de inibi¢do (PI) foram calculados segundo
Guru et al. (1989) e modificado por Lakshmi et al. (2007), utilizando a seguinte férmula:

PI =100 - (T/C.100),

onde T € a média de trés repeticdes, da soma dos amastigotas intracelulares encontrados em
200 células no tratado; C € a média de trés repeticbes da soma dos amastigotas
intracelulares encontardos em 200 células no controle de DMSO 1%.

Valores de p < 0,05 foram considerados como indicativo de significancia
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4. RESULTADOS

Dos 20 extratos, 8 fracdes e 2 compostos isolados testados contra 7. cruzi e
Leishmania spp., dois extratos e uma fracdo foram ativos contra epimastigotas de 7. cruzi,
sendo que um desses extratos apresentou atividade parcial contra tripomastigotas do
parasito. Além disso, quatro extratos, duas fracdes e um composto isolado foram ativos
contra formas promastigotas de duas espécies de leishmania, L. Amazonensis e L. Chagasi
e, desses, apenas um extrato ndo apresentou inibi¢do das formas amastigotas do parasito.

Nos doze meses em que os experimentos foram realizados, as amostras foram
mantidas solubilizadas em DMSO em geladeira. Os experimentos foram repetidos em
intyervalos de dois a trés meses, sendo que a atividade bioldgica foram mantidas, visto que

as Clsp e CCsp mostraram-se semelhantes estatisticamente nas repeti¢oes.

4.1 Atividade de extratos, fracoes e compostos isolados da flora mato-grossense contra
epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi.

Dos 20 extratos, 8 fracdes e 2 compostos isolados de plantas da flora Mato-
grossense, trés apresentaram atividade contra Trypanosoma cruzi, sendo eles o extrato
bruto hexanico da casca de Xylopia aromatica (MT4), o extrato bruto hexanico de
Aspidosperma cuspa (MT12) e a fracdo Acetato de etila do extrato bruto hexanico do cerne
do caule do “Ipé Pimenta” (MT15). Os resultados, expressos em Clsy sdo mostrados na

tabela 2.
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Tabela 2: Concentracao inibitéria de 50% para testes in vitro contra formas epimastigotas
de cultura e tripomastigotas sangiiineos de Trypanosoma cruzi e concentracao citotoxica de

50% para testes com células da linhagem J774-Al.

Composto Epimastigotas Tripomastigotas Citotoxicidade
CIs (ug/ml) SI*  Cls (ug/ml) SI* CCso (ng/ml)
MT4 87,07 (76,63-98,94) 1,24  Nao ativo - 108,31 (92,09-127,38)
MT12 66,41 (44,35-99,44) 1,39 150,62 (124,42-182,34) 0,61 92,41 (83,58-102,16)
MT15 100,46 (87,20-115,73) 1,31  Nao ativo - 130,77 (116,01-147,42)
BZD 13,60 - Nao avaliado N3ao avaliado
CV Naio avaliado 75,40 - Nao avaliado

Clso = concentracao inibitdria de 50%; CCsp= concentracao citotéxica de 50%.

* fndice de Seletividade = CCs0/Cls (Osoério et al., 2007).

Um dos extratos (MT12) ativo contra epimastigotas de 7. cruzi foi também ativo
contra tripomastigotas sangiiineos in vitro (CI50 = 150,62 ug/ml (124,42 — 182,34ug/ml)).
Embora a pesquisa direta do parasito no sangue tratado, bem como o exame a fresco do
sangue dos camundongos inoculados, tenha sido negativa, a hemocultura de todos os
animais positivou apds o 30° dia de cultivo.

A atividade de cada um dos extratos, fragcdes e compostos ativos contra 7. cruzi sao

mostrados na Figura 3.
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Figura 3: Atividade dos extratos e fragdes da flora mato-grossense contra formas

epimastigotas de cultura de Trypanosoma cruzi. Os nimeros entre paréntesis significam o

intervalo de confianca de 95% e os asteriscos referem resultados estatisticamente

significantes. ** P < 0,01; *** P <(,001.

4.2 Atividade de extratos, fracoes e compostos isolados da flora mato-grossense contra

promastigotas de cultura de Leishmania spp.

Dos 20 extratos, 8 fragdes e 2 compostos isolados testados, foram ativos contra

Leishmania amazonensis e L. chagasi: quatro extratos, sendo eles o extrato bruto hexanico

de Xylopia aromatica (MT4), o extrato bruto hexanico das cascas da raiz de Bowdichia

virgiloides lavado em acetona (MT9), o extrato bruto hexanico de Aspidosperma cuspa
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(MT12), o extrato bruto hexanico da casca do caule de Acosmium dasycarpum (MT19);

duas fracdes, sendo elas a fracdo acetato de etila de Zanthoxylum hasselarianum (MT23) e

a fracdo diclorometano de Z. hasselarium (MT24); além de um composto isolado, a

Cumarina (MT30).0Os resulatdos expressos em Clsp sdo mostrados na tabela 3.

Os graficos da atividade de cada um dos extratos, fracdes e compostos ativos contra

Leishmania sp. sao mostrados nas figuras 4 (L. amazonensis) e figura 5 (L. chagasi).

Tabela 3. Concentragdo inibitéria de 50% em experimentos contra formas promastigotas de

cultura de Leishmania amazonensis e L. chagasi dos extratos, fracdes e compostos isolados

da flora mato-grossense e Concentragao citotoxica de 50% para a linhagem celular

J774.A1.

Composto L. amazonensis L. chagasi CCs (ug/ml)

Cl, (ug/ml) IS*  Cly (ug/ml) IS*

MT4 15,77 (12,32-20,17) 6,87 29,10 (16,62-50,94) 3,72 108,31 (92,09 -127,38)
MT9 95,36 (81,03-112,2) 1,34 35,64 (27,79-45,7) 3,59 127,90 (113,99-143,51)
MT12 47,34 (35,81-62,58) 1,95 12,94 (11,15-15,01) 7,14 92,41 (83,58 -102,16)
MT19 120,90 (101,50-143,90) 1,09 137,00 (54,82-342,6) 0,96 131,45 (120,94-142,88)
MT23 24,13 (15,03-38,76) 5,06 43,53 (28,45-60,63) 2,80 122,1(103,51-144,03)
MT24 24,20 (16,42-35,67) 4,59 166,40 (94,91-291,60) 0,67 111,00 (86,22-142,89)
MT30 15,52 (9,89-24,34) 7,60 3,976 (2,347-6,733) 29,65 117,89 (106,9-130,0)
AFT 0,37 (0,35-0,39) - 0,26 (0,25-0,26) - Nao avaliado

ClIso = concentracao inibitdria de 50%; CCsy= concentracao citotéxica de 50%.

* [ndice de Seletividade = CC50/Clsg (Osoério et al., 2007).
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estatisticamente significantes. ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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4.3 Atividade de extratos, fracoes e compostos isolados da flora mato-grossense contra
amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis

Os extratos, fragdes e compostos isolados ativos contra formas promastigotas de
cultura foram avaliados quanto a sua atividade frente a amastigotas intracelulares de
Leishmania amazonensis.

O extrato MT19 ndo apresentou atividade leishmanicida contra amastigotas de L.
amazonensis em nenhuma das concentracdes testadas.

A Anfotericina B apresentou 100% de inibicdo dos amastigotas intracelulares a 0,1

pg/ml.

Tabela 4. Percentual de inibicdo dos extratos, fracdes e compostos isolados da flora mato-

grossense contra formas amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis .

Percentual de inibicao (PI) Leishmania amazonensis

Composto 200 pg/ml 40 pg/ml 8 ng/ml 1,6 pug/ml
MT4 Citotoxico 56,69% 51,03% 41,86%
MT9 Citotoxico 67,45% 56,94% 55,33%
MT12 Citotoxico 64,70% 56,95% 55,47%
MT19 SA SA SA SA
MT23 Citotoxico Citotoxico 74,52% 64,47%
MT24 Citotdxico 72,50% 62,19% 58,54%
MT30 Citotdxico 70,71% 65,74% 58,77%

SA = sem atividade. Os resultados representam a média de dois experimentos

independentes realizados em triplicata.
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5. DISCUSSAO

Aproximadamente 60% dos farmacos antiparasitdrios, antibacterianos, antivirais e
antitumorais disponiveis no mercado ou ainda em fase de testes clinicos sdo de origem
natural (SHU, 1998). Considerando as varias doencas que acometem o homem, as
parasitoses e nodatamente, as protozooses € helmintoses sdo responsdveis por elevadas
taxas de morbidade e mortalidade (BRENER er al., 2000). Apesar dos progressos no
controle vetorial de algumas parasitoses nos udltimos 20 anos, doencas como maldria,
leishmanioses, tripanosomiases e esquistossomose continuam ameagando mais de 2 bilhdes
de pessoas nos paises em desenvolvimento (KAYSER, 2003). As possibilidades
terapéuticas para estas enfermidades continuam ainda muito limitadas e a factibilidade de
uma vacina esta ainda em um horizonte distante. Desta forma, o arsenal medicamentoso
atualmente disponivel necessita urgentemente ser incrementado.

As plantas constituem uma importante fonte de novos farmacos e apresentam-se
como uma alternativa vidvel para o tratamento de véarias doengas no contexto da medicina
moderna. Embora um considerdvel nimero de farmacos atualmente disponivel para o
tratamento de vérias enfermidades seja derivado de produtos naturais, apenas uma pequena
porcentagem das cerca de 250 mil espécies de plantas tem sido investigada com relacdo as
suas propriedades bioldgicas, quimicas e farmacoldgicas (SOERJATO, 1996). Estudos
clinicos, farmacoldgicos e quimicos de medicamentos tradicionais, derivados,
predominantemente, de plantas, sdo a base de muitos dos medicamentos atuais. A
quinolona, isolada da Chinchona, foi importada pelos jesuitas no século XVII para o
tratamento da maldria. A artemisina, composto isolado de Artemisia annua (um antitérmico
natural na China), faz parte do arsenal contra a maldria. O ingrediente ativo galantime

(Reminyl), usado no tratamento da doenca de Alzheimer, foi originalmente isolado das
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plantas Galanthus spp. e Narcissus spp. Outro exemplo é a vinblastina, um agente
anticancerigeno isolado de Catharanthus roseus (BASSO et al., 2005).

No presente trabalho, foram avaliadas as atividades tripanocida e leishmanicida
de 30 extratos, fragdes e compostos provenientes de plantas da flora mato-grossense, dentre
os quais trés apresentaram atividade contra 7. cruzi e sete foram ativos contra Leishmania
spp.-

O composto MT4 (extrato hexanico da casca de Xylopia aromatica) apresentou
atividade moderada contra epimastigotas 7. cruzi (Clso = 87,07ug/ml (76,63-98,94ug/ml)),
e contra promastigotas de L. amazonensis (Clsg = 15,77 pg/ml (12,32-20,17pug/ml)) e L.
chagasi (Clsp = 29,10pg/ml (16,62-50,94ug/ml)). Em estudo com plantas da familia
Annonaceae da flora da Colombia, Osério et al. (2007) relataram resultados semelhantes
aos aqui descritos para o extrato metandlico das folhas de X. aromatica, além de outras trés
espécies da mesma familia (Annona muricata, Rollinia pittieri e R. exsucca) cujas Clsp e
CCs5 foram semelhantes as de X. aromatica. Garavito et al. (2006) descrevem atividade de
X.aromatica contra Plasmodium falciparum (CI5S0 < 1 pg/ml). Estudos mostram que essa
planta possui propriedades anti-sépticas e analgésicas, bactericida, fungicida e inseticida
(IWU et al., 2004). Na Colombia, o cha de X. aromatica é utilizada no tratamento da
malaria (BLAIR et al., 1991).

O extrato MT4 apresentou PI acima de 50% a 40 ug/ml, em testes realizados
com amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Tempone et al. (2005), avaliando a
atividade antiprotozodrios de extratos de plantas brasileiras produtoras de alcaldides,
observaram PI de 86,1% e 27,2% na infec¢do de macréfagos por amastigotas de L. chagasi
no tratamento com 25 ug/ml de alcaldide total de A. crassiflora e A. coriaceae,

respectivamente, pertencentes a mesma familia botinica que X. aromatica. Porém, os
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pesquisadores encontraram citotoxicidade frente a células RAW 264.7 elevada para os
compostos ativos.

Mesquita et al. (2005), estudando a atividade tripanocida e leishmanicida de
plantas do cerrado brasileiro obtiveram Clsg entre 0,1 e 4,9 ug/ml para Caseria sylvestris e
A. crassiflora. Ainda neste estudo, foi observado uma atividade anti-parasitdria moderada
da raiz de Himatanthus obovatus (Apocynaceae). Em estudo recente, avaliando a atividade
anti-maldrica de plantas do Cerrado brasileiro, Mesquita et al. (2007) relataram atividade
moderada para plantas da familia Annonaceae (Annona crassiflora, Dugeuetia furfuraceae,
Xylopia aromatica e Xylopia emarginata) e da familia Apocynaceae (Aspidosperma
macrocarpon). No presente estudo, o extrato bruto hexanico de Aspidosperma cuspa
(MT12), pertencente a mesma familia botanica, apresentou-se ativo contra formas
epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi e contra formas promastigotas de Leishmania
amazonensis e L. chagasi, sendo que sua citotoxicidade para células J774-A1 foi
intermedidria (CCsp = 92,41 pg/ml). Koga (2003) estudando a atividade tripanocida de 14
espécies da Mata Atlantica verificou que 78% delas apresentaram alguma atividade contra
epimastigotas de 7. cruzi. O extrato hexanico de Polygala sabulosa mostrou uma Clsy de
147 wg/ml para formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi. No presente
estudo, o extrato bruto hexanico de Aspidosperma cuspa (MT12) apresentou uma Clso=150
pg/ml contra forma tripomastigota. No entanto, o indice de seletividade do extrato foi baixo
(0,61), sugerindo pouca especificidade da atividade observada. Contudo, uma vez que a
amostra MT12 é um extrato bruto, ao ser fracionada poderd revelar fracdes e compostos

isolados com atividade superior e menor citotoxicidade que o extrato bruto.
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Em testes contra amastigotas intracelulares de L. amazonensis, o extrato bruto
hexanico de Aspidosperma cuspa mostrou PI maior que 50% nas as concentracdes de 1,6, 8
e 40ug/ml, sendo citotéxico em concentragdes acima de 200 pug/ml. Estudando a atividade
de uma fracdo enriquecida de Tabernaemontana catharinensis (Apocynaceae) frente a
amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis, Soares et al. (2007) encontraram PI
de 88, 41 e 36% nas concentragdes de 100, 10 e 1 pg/ml, respectivamente. Estes resultados
mostram que o extrato de Aspidosperma cuspa necessita ser fracionado em diferentes
sistemas de solventes no sentido de identificar as fracdes mais ativas e identificar os
compostos responsaveis pela atividade bioldgica.

Em estudo de atividade antiprotozodrios in vitro de plantas medicinais de
Camardes, Lenta et al. (2007) descreveram atividade elevada contra Plasmodium
falciparum (CI150 < Sug/ml), T. brucei rhodesiense (CIS0 < 10ug/ml) e Leishmania
donovani (CI50 < 6ug/ml), e moderada contra Trypanosoma cruzi (C150 > 30ug/ml), para
duas espécies do gé€nero Stereospermum (S. acuminatissimum e S. zenkeri). Em nossos
estudos, a Fracdo AcOEt do Extrato MetOH do cerne do caule do “Ipé Pimenta” (MT15),
pertencente 2 mesma familia botanica de Stereospermum sp. (Bignoniaceae), apresentou
reduzida atividade tripanocida contra formas epimastigotas (CI50 = 100,46 ug/ml) e nao se
mostrou ativo contra Leishmania sp. A citotoxicidade frente a células de mamiferos
(linhagem L-6) encontrada por Lenta et al. (2007) (CCsp > 90 pg/ml) foi semelhante aos
nossos resultados frente a células da linhagem J774-A1 (CCsop (MT15) = 130, 77 pug/ml).
Apesar de ter apresentado atividade reduzida em ensaios bioldgicos, a fracio MTI15
apresentou reduzida citotoxicidade, resultado compartilhado com outras plantas da mesma

familia botanica estudadas por outros grupos de pesquisa. Sub-fracdes enriquecidas e
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compostos isolados desta fracdo podem vir a apresentar melhores resultados contra o
parasito.

Nossos estudos mostraram atividade moderada de extrato bruto Hex da casca do
caule de Acosmium dasycarpum (MT19) contra formas promastigotas de Leishmania sp.,
sendo que este composto ndo apresentou atividade contra formas amastigotas intracelulares
de L. amazonensis. Moo-Puc et al. (2007) relataram atividade satisfatéria contra Giardia
intestinalis € Entamoeba histolytica de extratos e compostos isolados de Senna racemosa,
pertencente a mesma familia botanica que Acosmium dasycarpum (Fabaceae). Em estudo
com plantas usadas no tratamento de diarréia, maldria e protozooses pelas populacdes
tradicionais do Gabdo, Lamidi et al. (2005) ndo encontraram atividade leishmanicida para
nenhuma das plantas da familia Fabaceae que testaram. Esses dados corroboram os
resultados neste trabalho. Apesar de plantas desta familia botanica apresentarem atividade
bioldgica nenhuma das espécies testadas foi ativa contra para Leishmania sp.

Duas fragdes derivadas de uma planta do mesmo género (Z. riedelianum —
MT23 e MT24) apresentaram atividade contra promastigotas de Leishmania amazonensis
(CIsp = 24,13ug/ml e 43,53ug/ml, respectivamente) sendo que um deles (MT23)
apresentou atividade moderada contra L. chagasi (Clsp = 24,20pug/ml). Além disso,
observou-se a inibicdo de 72,5% dos amastigotas intracelulares de L. amazonensis em uma
concentracdo de 40 pg/ml de MT24, enquanto que MT24 inibiu 74,52% dos amastigotas
intracelulares de L. amazonensis na concentracdo de 8 pg/ml, acima da qual a fracdo foi
considerada citotéxica. O composto isolado de Spiranthera odoratissima, Cumarina,
apresentou elevada atividade contra formas promastigotas das duas espécies de Leishmania

testadas (Clso = 15,52 e 3,976 ug/ml, para L.amazonensis e L. chagasi, respectivamente),
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sendo também bastante ativo contra formas amastigotas de L. amazonensis (P =70,71%,
65,74% e 58,77% em 40 pg/ml, 8 ug/ml e 1,6 pg/ml, respectivamente).

Randrianarivelojosia et al. (2003) observaram atividade anti Plasmodium
falciparum moderada para alcal6ides derivados de Zanthoxylum tshihanimposa, coletado na
ilha de Madagascar e utilizado pelas populacdes locais em forma de infusdo no tratamento
de maldria. Ahua er al. (2004), estudando a atividade de compostos isolados da raiz de
Thamnosma rhodesica (Rutaceae), observou elevada atividade leishmanicida frente a
amastigotas intracelulares de Leishmania major em dois compostos (gravacridonediol e
rhodesiacridona, com PI =93,8% e 98,6% a 10 ug/ml, respectivamente), ndo demonstrando
citotoxicidade para macréfagos. DiGiorgio et al. (2005), analisando a atividade
leishmanicida da difilina, isolada de Haplophyllum bucharicum Litv. (Rutaceae), uma
planta endémica do Usbequistdo, encontraram atividade moderada contra promastigotas de
Leishmania (Clsy = 14.4 uM), sendo que o mesmo apresentou elevada atividade especifica
contra amastigotas de Leishmania sp., inibindo 50% da internalizacdo dos parasitos com
0,2 uM.

A fragcdo MT23 apresentou citotoxicidade reduzida para experimentos com
células da linhagem J774-A1 (CC50 = 122,1 pg/ml), porém, nos experimentos envolvendo
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, mostrou-se citotoxica a 40 ug/ml, causando
destruicao do tapete celular. Esse resultado pode significar um sinergismo da fracdo com o
parasito, aumentando sua toxicidade. Novos experimentos deverdo ser realizados a fim de
comprovar esta hipotese.

Uma vez que a citotoxicidade dos compostos testados no presente trabalho foi

baixa (CCsp > 100 pg/ml) frente a testes com células da linhagem J774-Al, podemos
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considerar a familia Rutaceae uma potencial fonte de moléculas precursoras de novos
farmacos no tratamento das Leishmanioses.

Alguns dos extratos, fracdes e compostos isolados ativos contra Leishmania
spp., apesar de terem apresentado Clsy satisfatéria, ndo mostraram uma curva dose-
dependente (figuras 4 e 5). Em experimentos contra promastigotas de Leishmania
amazonensis, alguns desses extratos, fracdes e compostos isolados (MT9, MT19, MT23 e
MT?24), em concentracdes reduzidas, parecem funcionar como mitégenos, estimulando a
divisdo bindria dos parasitos. Em outros casos (MT4, MT23, MT24 e MT30) a rdpida
queda da curva entre 8 e 40 ug/ml e a manutencao da atividade constante pode mostrar uma
ma solubilizacdo dos cristais do produto natural ou dos cristais de formazan, criando uma
falsa curva ndo dose-dependente. Em experimentos contra promastigotas de L. chagasi, as
curvas foram dose dependentes, porém, nas concentracdes mais baixas (1,6 pg/ml) os
extratos, fracdes e compotos isolados mostrarm uma atividade menor que o controle
negativo. Isso pode ser interpretado de duas formas: o funcionamento de baixas dosagens
desses produtos naturais como mitdgenos, ou um erro experimental relativo ao controle
negativo (DMSO 1%), uma vez que, devido as dilui¢cdes seqiienciais, a concentracdo de
1,6 pg/ml dos produtos naturais podia conter uma concentracdo menor de DMSO, sendo
menos toxica que o controle.

Embora os avangos da ciéncia, especialmente no campo da gendmica e protedmica
tenham criado maiores possibilidades para o desenvolvimento racional de novos farmacos,
uma revisao da literatura mostra que dos 1223 novos farmacos desenvolvidos entre os anos
de 1975 e 1996, apenas cerca de 1% foram para o tratamento de doencas tropicais
(WATKINS, 2003). Desta forma, a busca de novas moléculas ativas é de grande interesse e

os resultados aqui apresentados mostram o potencial de plantas das familias Annonaceae,



38

Apocynaceae, Bignoniaceae e Rutaceae como fontes promissoras na busca de novos
agentes antiparasitdrios. Além disso, hd necessidade de estudos complementares de
fracionamento dos extratos para isolamento e identificacdo do(s) composto(s) responsiveis

pela atividade antiparasitdria das amostras estudadas.
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6. CONCLUSOES

Dois extratos (MT4 e MT12) e uma fracao (MT15) mostraram atividade tripanocida

contra formas epimastigotas de 7. cruzi;

O extrato MTI12 apresentou atividade parcial contra formas tripomastigotas

sangiifneas de 7. cruzi in vitro (CI50 = 150,62 pg/ml);

O extrato MT12 ndo apresentou atividade in vivo, positivando a hemocultura dos

camundongos inoculados com sangue tratado com o mesmo apds 30 dias;

Quatro extratos (MT4, MT9, MT12 e MT19), duas fracdes (MT23 e MT24) e um
composto isolado (MT30) apresentaram atividade leishmanicida contra formas

promastigotas de Leishmania amazonensis e L. chagasi,

Trés extratos (MT4, MT9 e MT12), duas fracoes (MT23 e MT24) e um composto
isolado (MT30) apresentaram atividade contra amastigotas intracelulares de

Leishmania amazonensis;

A atividade dos extratos e fracOes contra Leishmania foi significativamente mais

elevada que para o T. cruzi;
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Todos os extratos, fracdes e composto isolado ativos contra T. cruzi e Leishmania
apresentaram atividade citotoxica nas concentragdes acima de 90 ug/ml para celulas

J774.A1;

Os produtos naturais ativos contra 7. cruzi € Leishmania sp. sdo propensas fontes de
novas moléculas precursoras de firmacos para o tratamento da Doenca de Chagas e

das Leishmanioses;

Necessidade de fracionamento dos extratos e fracdes bioativas a fim de isolar os

componentes ativos presentes nesses produtos naturais.
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