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RESUMO

Estudo fitoquimico e atividade leishmanicida in vitro do extrato bruto de
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot. LAMARCK, L. ABREU SILVA, A. L. 2012.
XX f. Dissertacdo de Mestrado — Universidade Estadual do Maranhdo, Sao Luis,
2012.

O tratamento para as leishmanioses instituido ha mais de cem anos dispbe de
poucas drogas, e estas devem ser avaliadas quanto a toxicidade e efeitos adversos
ao paciente, com alguns casos de resisténcia ja relatados. A diversidade quimica e a
imensa gama de bioagentes derivados de plantas levou a criacdo de centenas de
drogas farmacéuticas, muitas, inclusive, possuem atividade leishmanicida. A
Arrabidaea chica, conhecida como pariri possui diversos metabdlitos ativos com
propriedades antiinflamatérias, adstringentes e terapéuticas. Este trabalho realizou o
estudo fitoquimico e a avaliacdo atividade leishmanicida in vitro do extrato bruto de
Arrabidaea chica. Os extratos brutos das folhas e do caule de Arrabidaea chica
(Humb. & Bonpl.) Verlot tiveram rendimento de 59,2% e 3,33%, respectivamente. A
prospeccao fitoquimica preliminar mostrou que os extratos possuem flavondides,
compostos fendlicos, taninos, antocianinas e chalconas. O extrato das folhas da
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot demonstrou atividade contra formas
promastigota na dosagem de 500 ug/ml. O extrato bruto de Arrabidaea chica (Humb.
& Bonpl.) Verlot apresentou citotoxicidade na concentracdao de 189,9 ug/mL. O
extrato bruto das folhas da Arrabidaea chica é ativo contra formas promastigotas de
L amazonensis em modelo in vitro e promissor para novas pesquisas de opcoes
terapéuticas para leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, Arrabidaea chica, estudo fitoquimico,
citotoxidade.



ABSTRACT

Phytochemical study and in vitro leishmanicidal activity of the gross extract of
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot. LAMARCK, L. ABREU SILVA, A. L. 2012.
XX f. Dissertation (Master in Animal Science) — Universidade Estadual do Maranhéo,
Séao Luis, 2012.

The treatment for leishmaniasis established for more than one hundred years has
few drugs, and these should be evaluated for toxicity and adverse effects to the
patient, with some cases of resistance have been reported. The chemical diversity
and the vast range of bioagents derived from plants has led to the creation of
hundreds of pharmaceutical drugs, many even have leishmanicidal activity. The
Arrabidaea chica, known as “pariri” has many active metabolites with anti-
inflammatory, astringent and therapeutics properties. We carried out conducted a
phytochemical study and evaluation in vitro leishmanicidal activity of the gross extract
Arrabidaea chica. The extracts of the leaves and stem of Arrabidaea chica (Humb. &
Bonpl.) Verlot had income of 59,2% and 3,33% respectively. The preliminary
phytochemical screening showed that the extracts are flavonoids, phenolics, tannins,
anthocyanins and chalcones. The extract from the leaves of Arrabidaea chica (Humb.
& Bonpl.) Verlot demonstrated activity against promastigote forms os Leishmania
amazonensis at a dosage of 500 pg/ml. The gross extract of Arrabidaea chica
(Humb. & Bonpl.) Verlot showed cytotoxicity at a concentration of 189,9 ug/ml. The
gross extract from the leaves of Arrabidaea chica is active against promastigotes of
L. amazonensis in vitro model for further research and promising treatment options
for leishmaniasis.

Key words: Leishmania amazonensis, Arrabidaea chica, phytochemical study,
cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, os quais séo transmitidos ao homem e diversas espécies de animais
silvestres e domésticos por meio da picada de insetos denominados flebotomineos.
Essas doencas representam uma das endemias parasitarias de maior importancia
em termos de saude publica no mundo, haja vista a sua ampla distribuicdo, se
encontra entre as seis maiores endemias consideradas prioritarias no mundo (OMS,
2011).

Atualmente estdo distribuidas em todo o territorio nacional, com média
anual de 3.500 casos (OMS, 2011). Os registros da doenca sao especialmente na
regido Nordeste (FUNASA, 2012), representando foco endémico especificamente
nos estados do Ceara, Maranho, Piaui, Pernambuco e Bahia (OMS, 2011). E uma
doenca sistémica que, se nao for tratada adequadamente, pode evoluir para 6bito
em mais de 90% dos casos (BRASIL, 2009).

A leishmaniose apresenta-se em quatro formas: cutanea, cutédnea difusa,
mucosa e visceral (MARZOCHI et al., 1999). A forma cutanea € a mais comum (1 a
1,5 milhGes de casos por ano) e representa 50 a 75% dos casos novos registrados.
As espécies envolvidas nas leishmanioses cutaneas sdo Leishmania (L.) mexicana,
Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.) pifanoi, Leishmania tropica,

Leishmania major e Leishmania aethiopica (GRIMALDI et al., 1989).

Apesar do tratamento tanto para a leishmaniose visceral quanto a
leishmaniose tegumentar americana ter sido instituido ha mais de cem anos, poucas
drogas estao disponiveis e, antes de iniciar o tratamento, € necessario avaliar alguns
aspectos como a faixa etaria do paciente, gravidez e as coinfeccfes. Além disso, as
drogas de eleicdo no tratamento das leishmanioses também devem ser avaliadas
quanto a toxicidade. Os antimoniais pentavalentes (Sb"), a anfotericina B e as
pentamidinas, podem apresentar eventos adversos como artralgias, mialgias,
cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, anorexia, nausea e vOmito
(HEPBURN et al., 1993; BRUMMIT et al., 1996).

Em 1985, no Sul da Europa, foi descrito o primeiro relato de coinfeccéo
leishmaniose/HIV; atualmente, ha registros em 35 paises (SOUSA-GOMES et al.,
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2011). A experiéncia mundial do aumento do niumero de casos de coinfec¢éo levou
a modificagdes na historia natural das leishmanioses (ALVAR et al., 1997).

Segundo Pelissari et al. (2011), os aspectos relacionados aos efeitos
adversos levam o paciente ao uso diario de doses inferiores ao recomendado, com
consequente tratamento inadequado, recidivas e lesdes de pele que deixam
cicatrizes podendo levar a deformidades. O paciente se torna sujeito de estigmas
gue podem levar ao isolamento social, desemprego, alcoolismo, doengas mentais e
até ao suicidio (KASSI et al., 2008).

Paises desenvolvidos e em desenvolvimento tem aumentado o interesse
em medicamentos fitoterapicos. No Brasil, a area de quimica de produtos naturais
tem recebido investimentos da iniciativa privada e, sobretudo, do governo. Apesar de
erroneamente difundida a idéia de que medicamentos a base de plantas sejam
seguros e livres de efeitos colaterais, os eventos adversos de agentes fitoterapicos

sdo menos comuns em relagéo as drogas sintéticas (CALIXTO, 2000).

A diversidade quimica e a imensa gama de bioagentes derivados de
plantas levou a criacdo de centenas de drogas farmacéuticas. Diversos paises da
América Latina demonstraram que muitas plantas possuem atividade leishmanicida
(FOURNET et al., 1992; TORRES-SANTOS et al., 1999; DELORENZI et al., 2001,
FERREIRA et al., 2002; SALVADOR et al., 2002).

A espécie Arrabidaea chica (Humb. E Bonpl.) Verlot é uma vegetal da
familia Bignoniaceae, conhecida popularmente como “pariri”’, “crajiru”, “puca-panga”,
“coapiranga”, “chica” ou “cipo-cruz’. Nativa de quase todo o Brasil e comum na
Floresta Amazonica (VON POSER et al.,, 2000). A medicina tradicional Ihe atribui
propriedades antiinflamatdérias, adstringentes e terapéuticas (GENTRY, 1992; KALIL
FILHO, 2000), sendo utilizada no combate de enfermidades de pele, olhos, célicas

intestinais, anemia, ictericia, entre outras (REGO, 1995).

Mediante o uso medicinal e a abordagem fitoquimica da A. chica
indicando a presenca de metabdlitos como alcaloides, antocianidinas, antocianinas,
antraquinonas, esteroides, triterpenoides, fenois, flavanonois, flavanois, flavanonas,
saponinas e taninos catéquicos (BARBOSA E QUIGNARD, 1998; ALVES, 2008),

15



este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro dos

extratos brutos provenientes de folhas e caule de A. chica.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sédo representadas por um grupo de doencas com
carater zoonoético que acometem o homem e outras espécies de animais silvestres e
domésticos. Causadas por protozodrio digenético pertencente ao género
Leishmania, realiza o ciclo biolégico nhum hospedeiro invertebrado e em outro
vertebrado, sendo o cdo o principal reservatorio doméstico e fundamental na
manutenc¢ao da infeccéo no local.

Com os eventos adversos provocados pelas drogas de eleicdo no tratamento
humano e algumas cepas resistentes as drogas, reforcada pela Portaria
Interministerial N 1.426 de 11 de julho de 2008 que proibe, em todo o territério
nacional, o tratamento da leishmaniose em caes infectados ou doentes, com
produtos de uso humano ou produtos nao-registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, € premente a avaliacdo de novas alternativas
terapéuticas, de facil acesso e aplicacdo pela populacdo, com menos efeitos

colaterais e que fundamentem a viabilidade do tratamento em Medicina Veterinaria.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historia da Leishmaniose.

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias que afligem a
humanidade h& varios séculos. Seus primeiros registros reconhecidos foram de
rostos com mutilagdes nasais, em pecas de ceramica pré-Inca do Peru e do Equador
(400-900 d.C.), caracteristicos da leishmaniose mucocutanea (GREVELINK e
LERNER, 1996). No Velho Mundo (Asia, Africa e Europa) os relatos da doenca
datam do século | d.C (CHOI e LERNER, 2001). Na Grécia em 1835 foi denominada
"ponos" ou "hapoplinakon". Em 1869, na india, recebeu o nome "kala-jwar" (febre
negra) ou "kala-azar" que significa pele negra em virtude do discreto aumento da
pigmentacado da pele ocorrido durante a doenca (MARZOCHI et al., 1981).

No século passado, em 1900, um milénio ap6s os relatos no Velho
Mundo, o agente da doenca foi descrito pela primeira vez, na india, por William
Leishman, durante a necropsia de um soldado. Trés anos depois, em um estudo
independente, Charles Donovan descreveu 0 mesmo parasito no figado de
pacientes com suspeita de malaria crénica. Ainda no mesmo ano, Laveran E Mesnil
descreveram o protozoario com o nome de Piroplasma donovani (FAUST et al.,
1974).

Leonard Rogers, em 1904, foi o primeiro a conseguir cultivar o parasita e
observou que nas culturas o parasita apresentava flagelos. Patton, em 1907
observou as formas amastigotas em mondcitos e as formas promastigotas no
intestino de insetos que picavam pacientes com calazar (FAUST et al.,, 1974). Em
1908, Charles Nicolle na Tunisia demonstrou o papel do cdo como hospedeiro
intermediario e s6 em 1924 a transmissao da Leishmania donovani ao homem pela
picada de Phlebotomum argentipes é confirmada, fechando assim, o ciclo desta
zoonose (BADARO E DUARTE, 1986).

3.2 Epidemiologia.

As leishmanioses ocorrem em 98 paises dos cinco continentes com relato

de transmissdo endémica. A contagem de casos oficiais totalizou mais de 58.000
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casos de LV (leishmaniose visceral) e 220.000 casos de LTA (leishmaniose
tegumentar americana) por ano. A prevaléncia mundial das diferentes formas
clinicas da Leishmaniose tegumentar e visceral ultrapassa 12 milhdes de casos. No
entanto, apenas cerca de dois tercos dos paises relataram dados de incidéncia, por
um periodo de cinco anos, geralmente refletindo uma auséncia de vigilancia ou de

outras investigacdes (ALVAR et al., 2012).

A distribuicdo geogréfica de cada espécie do género Leishmania
corresponde ao tipo de doenca que ocorre em cada regido do mundo (Figura 1). A
leishmaniose visceral é causada pela L. donovani no Sul da Asia e Africa, enquanto
a L. infantum provoca a mesma forma visceral no Mediterrdneo, no Oriente Médio,
Ameérica Latina e partes da Asia também. Outros mamiferos também podem ser
infectados com Leishmania spp., como os cdes que desenvolvem leishmaniose
visceral canina e servem como um importante reservatério do parasito nas regides
acometidas. A leishmaniose cutdnea é causada por L. major na Africa, Oriente
Médio e regibes da Asia; por Leishmania tropica no Oriente Médio, Mediterraneo e

partes da Asia; e por Leishmania aethiopica em partes da Africa (OMS, 2011).

Figura 1 — Mapa da disseminac¢ao das leishmanioses no mundo (WHO, 2011).

Diferentes espécies do género Leishmania podem estar envolvidas nos

casos de leishmanioses nas Américas, onde a forma visceral pode ser encontrada
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em toda a América do Sul e até o Norte do México. Ha relatos, também, no Canada
e 0os EUA. Ja constam relatos na Australia, em diversas espécies de cangurus e
outros marsupiais, com possibilidade de transmissdo da doenca para humanos
através da carne infectada e também devido a proximidade com os animais nativos
(GELANEW et al., 2010). Dados, ainda, constam casos no Timor Leste (CHEVALIER
et al., 2000) e Tailandia (KONGKAEW et al, 2007).

Atualmente, segunda a Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, a LV
esta distribuida em 25 unidades federadas, atingindo 1300 municipios brasileiros.
Nos ultimos anos a doenca vem se expandindo para as regides Centro-Oeste, Norte
e Sudeste, sendo que, até o final da década de 1990, a regido Nordeste concentrava
90% dos casos e em 2009 registrou 47,5% do total de casos do Pais (BRASIL,
2011).

Os dados epidemiolégicos dos Ultimos anos revelam também a

periurbanizacdo e a urbanizacdo da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio

de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba
(MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e,
mais recentemente, as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS),
Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL, 2011).

A Leishmaniose tegumentar no Brasil caracteriza-se pela diversidade das
apresentacoes clinicas e de espécies causadoras da doenca. No nosso pais, sete
espécies de Leishmania estdo associadas a essa forma da doenca, das quais
algumas causam sindromes peculiares associadas a fenbmenos imunopatogénicos
especificos, como a forma difusa causada por L. (Leishmania) amazonensis e a
forma mucosa causada por L. (Viannia) braziliensis. A leishmaniose visceral (LV) é
causada pela a L. infantum/chagasi (ISHIKAWA et al., 2002); no entanto, ha relatos
de resisténcia em camundongos BALB/c para a infeccdo com L. amazonensis
isolados de pacientes com leishmaniose visceral. Esta resisténcia parece ser devido

a alteracdes do curso da doenca em seres humanos (ALMEIDA et al., 1996).

No periodo compreendido entre os anos de 2005 a 2009, a média de
casos a cada ano de Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil foi de 3.679,
acompanhada de taxa de letalidade de 5,8%. A LV pode evoluir para o 6bito em
mais de 90% dos casos, quando nao tratada corretamente. Num periodo de

avaliacdo maior, 2000 a 2009, foi registrada no Brasil uma média de 24.684 casos
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de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) pelo Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificagdo (SINAN). O indice de letalidade dessas doengas demonstra
aumento gradual, passando de 3,2% em 2000 para 5,7% em 2009 (BRASIL, 2011).

As leishmanioses sdo predominantemente rurais, com uma epidemiologia
domeéstica ou peri-doméstica, sendo que algumas pessoas contraem a doenca nas
cidades ou nos arredores (WHO, 2011). Atinge principalmente populagbes de baixa
renda, sendo considerada emergente devido a sua urbanizacdo e a coinfeccdo com
outras doencas. Os fatores de risco, como a desnutricdo concomitante ou doencas
infecciosas, parece muito importante no que diz respeito a futura evolucao clinica da
doenca (DESJEUX, 2004).

As leishmanioses correspondem a uma das doencgas mais negligenciadas
no mundo, estimada em segundo lugar em mortalidade e morbidade e em quarto
entre as infeccBes tropicais de maior prevaléncia (BERN et al., 2008). A expanséo
da leishmaniose e 0 aumento acentuado da sua prevaléncia estdo relacionados a
mudancas ambientais e de migracdo de pessoas ndo imunes para areas endémicas
(WHO, 2011). As modificacdes antrdpicas no ambiente sdo capazes de expandir a
area de atuacdo de um vetor e, consequentemente, da Leishmania spp.,

principalmente para areas nao-habitadas anteriormente (PATZ et al., 2000).

Outra observacao importante quanto a expansdo das leishmanioses séo
as coinfecgcbes, destacando-se a infeccdo pelo HIV (CRUZ et al., 2006). A
notificagdo da leishmaniose é consideravelmente subestimada em todo o mundo; em
se tratando da Africa e Asia, que contam com altas prevaléncias das duas doencas,
a situacdo pode ser ainda pior; com isso, a leishmaniose tornou-se uma doenca
multifacetada, como aconteceu com outras doencgas infecciosas que apresentam
coinfeccdo com o HIV, em que a infectologia da doenca deve ser reavaliada
(CATORZE, 2005).

3.3 Leishmania spp.

A classificacdo taxondémica da Leishmania spp. proposta por Lainson E

Shaw (1987) é a seguinte:

Reino: Protista (Haekel,1886)
Subreino: Protozoa (Goldfuss,1817)
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Filo: Sarcomastigophora (Honiberg E Balamuth,1963)

Subfilo: Mastigophora (Diesing,1866)

Classe: Zoomastigophora (Calkins,1909)

Ordem: Kinetoplastida (VickKerman,1976)

Subordem: Trypanosomatina (Kent,1880)

Familia: Trypanosomatidae ( Grobben,1905)

Género: Leishmania (Ross,1903).

Sao descritas pouco mais de 30 espécies de Leishmania, destas,
aproximadamente 21 espécies possuem importancia médica e veterinaria. As
diversas espécies sao morfologicamente indistintas, sendo diferenciadas por
analises isoenzimaticas, métodos moleculares ou por anticorpos monoclonais
(BATES, 2007).

O género Leishmania, é constituido por trés subgéneros distintos. Essa
classificacéo é feita com base no segmento do intestino do flebotomineo em que o
parasito se desenvolve, bem como, pelas analises filogenéticas de sequéncias de
DNA. Segundo Lainson E Shaw (1987) as espécies que se desenvolvem na porgao
posterior do intestino integram o subgénero Viannia. JA as espécies com
desenvolvimento na porcao anterior e média do intestino, pertencem ao subgénero
Leishmania (SAF°'JANOVA, 1982). O terceiro subgénero é o Sauroleishmania, que
sdo encontrados em répteis e somente ha pouco tempo foi incluido dentro do género
ap6s andlise filogenética baseada em sequéncia de DNA. E considerado um grupo
de desenvolvimento secundario derivado das espécies de mamiferos (BATES,
2007).

Os protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas
morfolégicas evolutivas: a amastigota e a promastigota. A forma amastigota
apresenta corpo ovoide, entre 2,1 e 3,2 um, imével e intracelular, com pouca
variagdo morfologica entre as espeécies. O nacleo é grande, arredondado ou ovoide,
ocupando maior parte do corpo do parasita. O cinetoplasto, mitocondria Unica
constituida DNA (k-DNA) fica préximo ao nucleo e tem forma de bastonete. Uma
bolsa flagelar relacionada as atividades de endocitose e exocitose, encontra-se na
regido anterior do corpo celular, por onde o flagelo fica fixado. Complexo golgiense,
reticulo endoplasmatico e outras organelas estao localizadas no citoplasma. A forma
amastigota se desenvolve poucas horas ap0s sofrer fagocitose pelas células-alvo do

hospedeiro vertebrado (WEBSTER E RUSSEL, 1993; GULL, 1999; BATES, 2007).
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A forma promastigota € uma forma extracelular do protozoario que
apresenta corpo alongado e tamanho variando entre 14 e 20 ym. Possui um flagelo
livre responsavel por sua locomocdo. E encontrando no intestino do inseto
flebotomineo onde sofrem pequenas transformac6es morfologicas (Figura 2), sendo
classificadas em cinco estagios: promastigotas prociclicas, sdo as formas recém
ingeridas que podem ser destruidas ainda no inseto; nectomonas, que s&o
encontradas na regido do intestino médio, sdo mais delgadas; leptomonas sé&o
formas menores; na regido da valvula estomacal sdo encontradas as duas formas
finais de estagio: haptomonas, de flagelo curto e iméveis; e metaciclicas, que séo o
estagio infectante do parasita, pequenas, resistentes e muito ageis (KAMHAWI et al.,
2006).

|
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Figura 2 - Ciclo de vida da Leishmania spp. no inseto vetor (SCHLEIN, 1993)

3.4 Ciclo bioldgico.

As leishmanioses podem ser causadas por varias espécies de Leishmania
spp. O espectro clinico dependera da espécie do parasita e da resposta imunoldgica
do hospedeiro. As formas clinicas podem ser cutanea, mucocutanea, cutanea difusa,

cutanea disseminada ou visceral (MARZOCHI et al., 1999).

23



A inoculagdo do protozoario dentro do hospedeiro mamifero ocorre
quando o inseto se alimenta de sangue, que € um requisito fundamental da
oviposicdo da fémea. Durante a alimentacdo do inseto, as formas promastigotas
metaciclicas sdo regurgitados juntamente com imunomoduladores derivados do
parasita (proteofosfoglicanos), além dos varios componentes salivares do inseto. As
promastigotas metaciclicas sdo rapidamente fagocitados por um dos varios tipos de
células encontrados no hospedeiro mamifero. Os tipos celulares incluem neutrdfilos,
macrofagos, células dendriticas e mondcitos. Depois da fagocitose das
promastigotas metaciclicas, estas s@o transformadas em amastigotas, que s&o
formas circulares e imoOveis. Os amastigotas se replicam dentro das células
hospedeiras, o que leva a ruptura da célula e consequente liberacdo dos parasitas,
permitindo a reinfeccdo de fagocitos. A transmissdo é completa quando fagocitos
infectados sédo ingeridos por outro fleb6tomo (Figura 3), no repasto sanguineo e, em
seguida, convertem as formas amastigotas em promastigotas no intestino de
flebotomineos (SEHGAL et al., 2012).

Sandfly stages . Mammalian host stages e
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Female sandfly takes a Macrophage ~4< - |are taken up by
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are then ingested in Lo o) N o [transform inte
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e other cells
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Breakage of > v‘.",\n;

infected cell
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Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Genetics

Figura 3 — Ciclo bioldgico da Leishmania spp. (Nature Reviews, 2005).
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3.5 Patogenia.

Os flebotomineos possuem atividade crepuscular e noturna. Estes tem
predilecdo por habitar em locais proximos a fontes de alimento e sdo muito
encontrados no intra e peridomicilio. Quando as fémeas picam um hospedeiro
mamifero ja infectado com leishmaniose ingerem as formas amastigotas e no tubo
digestivo do inseto estas formas se transformam em promastigotas, as quais sofrem
uma série de transformacdes morfolégicas e fisioldégicas diferenciando-se
posteriormente em promastigotas metaciclicas (forma infectante) que se deslocam
para o tubo digestivo do inseto (AMORA, 2004).

Através de um novo repasto sanguineo, as fémeas contaminam um
hospedeiro vertebrado saudavel onde sao liberadas as formas promastigotas
metaciclicas do parasita juntamente com sua saliva. Ainda na epiderme do
hospedeiro, essas formas promastigotas sao fagocitadas pelas células do sistema
mononuclear fagocitario (LAURENTI, 2010). Ja no interior dos macrofagos, no
vacuolo parasitéforo, estas formas promastigotas diferenciam-se em amastigotas e
multiplicam-se energicamente até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberagéo
destas formas que serdo fagocitadas por novos macrofagos num processo continuo,
ocorrendo entdo a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células
do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea.
Cerca de 3 horas ap6s a inoculacdo ja € possivel observar varios neutrofilos e
alguns macrofagos parasitados tanto por promastigotas quanto por amastigotas. Os
leucdcitos migram progressivamente da pele para outros locais do organismo e se
encontram ausentes 24h depois (SANTOS-GOMES et al., 2000).

Os 6rgaos sofrerdo hiperplasia progressiva na tentativa de conter o
progresso da multiplicagdo das promastigotas. A ndo destruicdo da Leishmania
fagocitada pelos macrofagos, condicdo que facilita a progressédo da doenga parece
estar na dependéncia da ativacdo destas células pelos linfécitos T (SHIMOMURA,
2006). As complicacbes infecciosas e as hemorragias sdo 0s principais fatores
associados a morte na leishmaniose visceral (BRASIL, 2011).
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3.6 Imunologia.

A susceptibilidade ou resisténcia as infec¢des por Leishmania dependem
de uma série de fatores, que envolvem desde a carga parasitaria do hospedeiro, a
espécie de Leishmania envolvida, a resposta imunolégica do individuo, bem como a
imunidade mediada por células e expressao de citocinas, até componentes da saliva
do vetor. Todos estes tém um fator preditivo para o progresso ou ndo da infeccéo.
Para que a infeccdo seja bem sucedida € necessario o parasito escapar tanto a
resposta imunolégica inata quanto a adaptativa do hospedeiro, de modo a garantir o
sucesso do parasitismo. As formas promastigotas, ao adentrarem o organismo, sédo
fagocitadas pelos macrofagos, entretanto sao resistentes a proteodlise e degradacéo
no fagossomo desta célula. No interior do organismo do hospedeiro mamifero
susceptivel, além dos macréfagos, as promastigotas sdo fagocitadas por outras
células fagociticas-mononucleadas, tais como neutrofilos e células dendriticas,
transformando-se em amastigotas (SHARMA E SINGH, 2009).

Componentes da saliva do fleb6tomo protegem o parasito e aumentam a
infectividade para o hospedeiro durante repasto sanguineo. O maxadilan, presente
na saliva de Lutzomyia longipalpis, € um peptideo com acdo vasodilatadora com
varios efeitos sobre macrofagos, o que pode explicar a sua habilidade em exacerbar
a infeccdo por L. major, em camundongos, e prolongar a sobrevivéncia da
Leishmania. Dentre suas acfes, pode-se citar: inibicdo da producao de 6xido nitrico,
H,O, e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pelo macréfago, e todos os fatores
associados com a morte da Leishmania, e aumento dos niveis de IL-10 e IL-6
(GOMES E OLIVEIRA, 2012).

A proteina C3b do complemento € uma potente opsonina, capaz de ligar-
se a corpos estranhos, promovendo sua fagocitose através de receptores presentes
nas células fagocitarias. As espécies de Leishmania possuem em sua superficie
uma glicoproteina, gp63, capaz de converter C3b em iC3b, o que favoreceria a sua
fagocitose. No entanto, uma vez fagocitado, o parasito torna-se muito resistente a
degradacdo, sendo, desta forma, essa conversdo crucial para a sobrevivéncia da
Leishmania (SHARMA E SINGH, 2009).
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Macréfagos detém um importante papel na defesa do hospedeiro e na
regulacdo da resposta imune. Acredita-se que essa resposta protetora € mediada
pela inducéo da 6xido nitrico-sintase em macréfagos em consequéncia do estimulo
de citocinas de perfil Thl, como o IFN-y. Isto resulta na diminuicdo da producao de
arginase, e consequentemente, das poliamidas, essenciais para o crescimento do
parasito e sua sobrevivéncia nos macrofagos, e uma aumentada producdo de

derivados do 6xido nitrico com papel leishmanicida (MORENO et al., 2012).

A identificacdo de duas populacdes distintas de células CD4+, baseada
nos seus diferentes perfis de citocinas foi feita por Mosmann et al. (1986). Estudos
posteriores, na maioria utilizando o modelo murino de infecgdo por L. major deram
origem ao paradigma de que o perfil Thl estaria relacionado a resisténcia a infec¢éo
intracelular e o perfil Th2, a susceptibilidade (HEINZEL et al., 1989). H& muito tempo,
as espécies do género Leishmania sao consideradas um modelo ideal para o estudo
dos mecanismos de infeccdo intracelular persistente. Em primeira instancia, a
imunidade protetora contra todas as espécies €, por consenso geral, reconhecida
como sendo Thl dependente (ALEXANDER E BROMBACHER, 2012).

No entanto, as espécies do género Leishmania desenvolveram diferentes
mecanismos para sobreviver no hospedeiro mamifero. Como consequéncia, criaram
excelentes ferramentas para encontrar caminhos para evitar o desenvolvimento de
uma resposta Thl protetora. Estudos envolvendo camundongos deficientes de
citocinas, assim como diferentes espécies e linhagens de Leishmania questionaram
a simplicidade, ou até mesmo a anulacdo da premissa basica de
resisténcia/susceptibilidade do Th1/Th2 a infecgao intracelular. Parte da reavaliacdo
dessa premissa resultou na identificacdo de populacbes adicionais de células
TCDA4+, que incluem células TCD4+ reguladoras, células Th9 e Th17; que podem
influenciar significativamente nos resultados da doenca (ALEXANDER E
BROMBACHER, 2012).

Células T reguladoras (Tregs) sao linfécitos que regulam a resposta
imune adaptativa em vertebrados superiores. Seu papel primordial é levar a
homeostase e diminuir a inflamacéo causada pela producéo excessiva de IL-10. Sua

deficiéncia é associada a doencas autoimunes, incluem células T

27



CD4+CD25FOXP3+ derivadas do timo, e células T reguladoras naturais (nTreg)
(PETERSON, 2012).

O papel das Tregs durante a infeccdo por Leishmania é multifacetado,
promovendo doenca ou protecdo dependendo do modelo experimental utilizado. No
modelo de infec¢do por L. major, tem sido demonstrado o acumulo de células T
reguladoras CD4+CD25+ nas lesdes e linfonodos drenantes de camundongos
resistentes da linhagem C57 BL/6, além do seu papel responsavel pela persisténcia
do parasito IL-10 dependente e infeccao latente (ALEXANDER E BROMBACHER,
2012).

As células Th9 sdo consideradas um subgrupo de células Th2, que
necessitam da influéncia adicional do TGF- para ser reprogramada, bem como da
IL-2. Células Th9 expressam o fator de transcricdo PU.1 mas ndo expressam 0S
fatores T-bet, GATA3, ROR-yt, ou Foxp3. Células Th9 produzem tanto a IL-9 como
IL-10, embora a expressao de IL-10 ndo seja regulada por PU.1. Enquanto células
Th9 sdo consideradas a principal fonte de IL-9, esta citocina também pode ser
produzido pelo Th17 e por células T reguladoras (NOVAK E NOELLE, 2010).

Estudos envolvendo o papel da IL-9 durante a leishmaniose s&o limitados
e restritos a L. major. Trabalhos mostram que esta citocina pode ser induzida
precocemente na infeccdo em camundongos BALB/c, DBA/2 e C57BL/6,
susceptiveis e resistentes, respectivamente (GESSNER et al., 1993; NASHED et al.,
2000) . No entanto, niveis elevados da IL-9 foram observados em camundongos
BALBI/c, e a capacidade das células TCD4+ em produzir IL-9 persistiu apenas nesta
linhagem, com o progresso da infeccdo. A vacinacao dos camundongos susceptiveis
com anticorpos Anti-IL9 mostraram efeitos protetores, uma vez que ha uma troca

nos perfis Th2/Thl, em favor de uma resposta protetora (ARENDSE et al., 2005).

Células Th17 estdo associadas com a protecao de superficies da mucosa,
mas também com doencas autoimunes e alergias. O seu desenvolvimento esta sob
a influéncia de TGF- e IL-6 e IL-21. Células Th17 sdo caracterizadas, em particular
pela producéo de IL-17, e também pela secrecdo de IL-22 e IL-21 (ALEXANDER E
BROMBACHER, 2012).
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A IL-17 desempenha um papel significativo na migragéo, recrutamento e
ativacado de neutroéfilos. Neutrofilos tém papel importante na infeccéo por Leishmania,
sendo recrutados rapidamente ao sitio de inoculagcédo, onde fagocitam os parasitos.
Além disso, iniciam o processo inflamatoério, importante para o estabelecimento da
resposta imunoldgica. E de se esperar que as células Th17 teriam papel importante
a desempenhar neste momento (CHARMOY et al., 2011).

Por exemplo, enquanto neutrofilos contribuem para uma resposta
protetora contra L. donovani, eles promovem uma resposta favoravel a infeccéao
contra L. major em camundongos BALB/c. De modo geral, o papel das células Th17
permanecem incertos e tanto a promocao da doenc¢a quanto a protecdo podem ser
atribuidas a sua influéncia. Decisivamente, a espécie infectante e a genética do
hospedeiro desempenham um papel na atividade das células Th17 (ALEXANDER E
BROMBACHER, 2012).

3.7 Sinais Clinicos.

A apresentacédo clinica exibe polimorfismo e o espectro de gravidade dos
sinais e sintomas também séo variaveis, embora exista certa correspondéncia entre
as distintas apresentacgdes clinicas e as diferentes espécies do parasita. A presenca
de linfadenopatia localizada com auséncia de lesdo visual € comum. A Ulcera tipica
de leishmaniose cutanea (LC) € indolor e costuma localizar-se em areas expostas da
pele; tem formato arredondado ou ovalado, mede de alguns milimetros até alguns
centimetros, a base da lesédo é eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme, as
bordas da ferida sdo bem delimitadas e elevadas com um fundo avermelhado e
granulagdes grosseiras (BRASIL, 2007).

A forma disseminada da leishmaniose tegumentar é uma expressao
relativamente rara que pode ser observada em até 2% dos casos, sendo,
ultimamente, descritos em pacientes soropositivos para HIV. A forma cutanea difusa
€ rara, porém grave, que ocorre em pacientes com alergia e deficiéncia especifica na
resposta imune celular a antigenos de Leishmania (BRASIL, 2007).

Clinicamente, a forma mucosa se expressa por lesdes severas localizadas
nas mucosas das vias aéreas superiores. A disseminacdo hematogénica ou linfatica
promove a lesdo mucosa metastatica. Geralmente, surge apo0s a cura clinica da

forma cutanea, com inicio insidioso e pouca sintomatologia. Na maioria dos casos,
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resulta de casos de Leishmaniose cutdnea sem tratamento ou com tratamento
inadequado, que se tornam cronicas (BRASIL, 2006).

Em cées, a Ulcera cutanea costuma ser Unica, eventualmente multipla,
localizada nas orelhas, focinho ou bolsa escrotal. No entanto, deve-se estar atento a

outras doencas que causem sinais clinicos semelhantes (BRASIL, 2007).

3.8 Diagnéstico.

E importante ressaltar que a utilizacio de métodos de diagnostico
laboratorial visa ndo somente a confirmacdo dos achados clinicos, mas subsidia
informacdes epidemioldgicas como a espécie envolvida no ciclo; essas informacdes,
guanto notificadas, orientam quanto as medidas a serem adotadas para o controle
da doenca. Na anamnese devem constar dados que relacionem a area residencial
do paciente a regido endémica, caracteristicas geograficas da area residencial,
identificacdo dos insetos predominantes no local, além da presenca de cées
suspeitos (MARZOCHI et al.,1981).

Os dados relativos aos aspectos epidemiologicos das leishmanioses,
referentes aos Ultimos dez anos, demonstram aumento na letalidade da doenca em
diversas regides do Pais. Com o incremento dos recursos financeiros no tratamento
intensivo, as normas quanto a investigacdo epidemiol6gica rapida, além do
tratamento especifico, constatando que o diagndstico tardio contribui fortemente
para o aumento da letalidade. Os dados do SINAN referentes aos anos de 2001 a
2008 demonstram individuos com idade menor que um ano e com 50 anos ou mais,
sdo 0s pacientes que mais sofrem o0s resultados desse aumento de letalidade

(BRASIL, 2011).

As técnicas diagndsticas laboratoriais sédo diversas e vao desde achados
parasitolégicos as técnicas imunoldgicas e biomoleculares. O Ministério da Saude
sugere o diagndstico pelos exames parasitolégicos direto, o isolamento in vivo ou in
vitro, a reacdo de imunofluorescéncia reativa com titulo de 1:80 ou mais, atentando
para as reacgfes cruzadas, e o0s testes imunocromatograficos, comumente
conhecidos como teste rapido, que utilizam antigenos recombinantes (BRASIL,
2011).
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A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) €é uma reacdo de
hipersensibilidade tardia bastante empregada na rotina de pacientes com a forma
cutanea e mucocutanea da doenca (MARZOCHI et al.,1995; REED et al.,1996). A
técnica pode apresentar resultado negativo quando realizado muito cedo (um més),
mesmo na presenca de lesbes cutaneas, ou em repeticdes do teste com poucas
semanas de intervalo (WEIGLE et al., 1991).

A partir da década de 80, varias técnicas de biologia molecular foram
desenvolvidas para a deteccdo e identificacdo precisa dos parasitas do
género Leishmania, sem necessidade de isolamento do parasita em cultura. As
provas moleculares de deteccédo e identificacdo da doenca sdo empregadas no
diagnéstico da doenca e estudos taxondmicos. Elas permitem diagnosticar doencas
infecciosas baseado na amplificacdo do DNA. Métodos de hibridizacdo com sondas
especificas e técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos, incluindo a reagdo em
cadeia da polimerase - transcriptase reversa (RT-PCR) para deteccdo de RNA e
PCR para deteccdo de DNA, estdo disponiveis para identificacdo do parasita
(GONTIJO E MELO, 2004).

Entre os métodos laboratoriais utilizados para deteccdo do agente
etiologico ou do seu material genético, a PCR é considerada uma técnica de
diagndstico bastante especifica. Algumas das vantagens desse método quando
comparado a outros métodos parasitolégicos sdo a possibilidade da deteccédo do
DNA de Leishmania, mesmo com uma baixa carga parasitaria;, especificidade,
disponibilidade rapida de resultados, possibilidade da utilizacdo de diferentes
materiais bioldégicos e a possibilidade de detectar o DNA de promastigotas e
amastigotas (GOTO e LINDOSO, 2010).

Os principais alvos utilizados sdo o DNA do cinetoplasto (KDNA),
sequéncias de DNA codificadoras de RNA ribossémico (rDNA), l6cus do mini-exon,
l6cus da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD), sequéncias teloméricas,
entre outras (LIMA, 2010).

Nos estudos com leishmaniose visceral, a PCR tem sido utilizada com
varias finalidades além do diagndstico, tais como 0 monitoramento do tratamento e
estudos epidemioldgicos, inclusive identificando varias espécies tendo grande valor
na detecgéo de Leishmania spp em flebotomineos (PAIVA et al., 2006). Esta técnica

tem sido descrita como um meétodo sensivel para a deteccdo do parasita,
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independente da imunocompeténcia ou da historia clinica do paciente (WEISS,
1995). Muitos centros de pesquisas tém avaliado o uso da PCR para o diagndstico
de leishmaniose visceral utilizando o sangue periférico, considerando que a bidopsia
esplénica e a puncdo de medula 6ssea nao sdo técnicas adequadas para uso fora
do ambiente hospitalar (LACHAUD et al., 2001).

Apesar de ser um método sensivel para a deteccdo de Leishmania em
uma variedade de materiais clinicos de humanos e cées, a PCR é mais usada em
estudos epidemioldgicos do que no diagndstico de rotina (SOLANO-GALEGO et al.,
2001). Para utilizacdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes para se tornar

mais simples e com custo operacional mais baixo.

Para sorologia especifica, a puncdo de medula 6ssea para o diagndstico
parasitolégico é primordial (BAIN, 2001). O hemograma com contagem de plaquetas,
a velocidade de hemossedimentacdo, creatinina, uréia, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, atividade de protrombina, albumina, globulina, fosfatase
alcalina, bilirrubinas e amilase sérica sdo outros exames que poderdo complementar
e auxiliar o profissional médico na determinacdo da doenca. Com o intuito de
prevenir ou detectar precocemente complicacfes infecciosas e hemorragicas, o
sumario de urina, hemocultura, urocultura e radiografia do térax devem ser
solicitados. Em decorréncia da prevaléncia elevada de coinfeccdo HIV-leishmania
recomenda-se oferecer o teste de HIV a todo paciente com diagndstico de
leishmaniose, considerando que esta pode manifestar-se como doencga oportunista
em pessoas imunodeprimidas (BRASIL, 2009).

De acordo com a Nota Técnica n.° 48/2011 do Ministério da Saude, o
diagnostico laboratorial da doenca no céo é semelhante ao realizado para o paciente
humano, baseado no diagnostico parasitolégico e sorolégico. Os métodos
diagnésticos sorolégicos da LVC, recomendados pelo Programa de Vigilancia e
Controle das Leishmanioses para os 6rgaos de saude publica no Brasil sdo o Ensaio
Imunoenzimatico (Elisa) como método de triagem e a Reagéo de Imunofluorescéncia
Indireta (Rifi) como confirmatorio, cujos kits, no ano de 2011, tiveram sensibilidade e
especificidade acima de 95%.

3.9 Tratamento.
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Algumas formas de leishmanioses, como a visceral, podem ser fatais ao
paciente se ndo tratadas. Na falta de uma vacina eficaz, o controle dessas doencas
fica dependente unicamente da quimioterapia. Os medicamentos utilizados contra as
leishmanioses ainda sdo muito restritos. Os antimoniais pentavalentes sdo as
drogas de escolha para o tratamento das leishmanioses had mais de 60 anos
(FREZARD et al., 2009).

No Brasil, o Ministério da Saude (2009) preconiza o0 uso do antimoniato de
N-metil glucamina, o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal. A
prescricdo de um desses medicamentos deve ser feita considerando a faixa etaria,
presenca de gravidez, co-morbidades e o perfil de toxicidade das drogas. Todas as
drogas de escolha pelo 6rgdo sdo toxicas e com diversos efeitos colaterais
(PELISSARI et al., 2011).

No Brasil, uma Portaria Interministerial do Ministério da Saude e do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, n° 1.426, de 11 de julho de
2008 proibe, em todo o territério nacional, o tratamento de leishmaniose visceral em
caes infectados ou doentes com produtos de uso humano ou nao registrados no
MAPA para tratamento especifico em cdes. Regulamenta ainda que, para a
obtencdo de registro no MAPA, o produto de uso veterinario para tratamento de
leishmaniose visceral canina devera preferencialmente ser constituido de drogas ou
principios ativos ndo destinados ao tratamento de seres humanos. Portanto, o

tratamento descrito abaixo refere-se exclusivamente ao uso humano.

Antimodnio Pentavalente

O antiménio trivalente, ou tartaro emético, foi instituido no Brasil por
Gaspar Vianna em 1912. Atualmente, sob a forma de antimoniais pentavalentes
(SbV), sdo as drogas de escolha para o tratamento das leishmanioses. Ha
comercialmente o antimoniato de N-metilglucamina (NMG) (Glucantime), na América
Latina e Africa, e o estibogluconato de sodio (SGS) (Pentostam), nos EUA e Europa
(LIMA et al., 2007).

Embora os antimoniais sejam a base da terapia antileishmania, seu
mecanismo de acdo ainda permanece incerto. Dados recentes sugerem que O

antiménio compromete o potencial redox tiol da célula induzindo o efluxo de tiol
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intracelular e inibindo a tripanotiona redutase (OUELLETTE et al., 2004). Uma
enzima especifica do parasito, TDR1, pode catalisar a conversédo de SbV para Sb |l
usando glutationa como redutor. A enzima antimonio redutase, ACR2, também reduz
0 SbV e aumenta a sensibilidade ao mesmo. O tiol, incluindo tiol parasito-especifico
como glicilcisteina, pode reduzir SbV para Sb Il de forma ndo enzimatica. E possivel
que mais de um mecanismo seja responsavel pela ativacdo da droga (LIMA et al.,
2007).

O esquema terapéutico recomendado para a leishmaniose visceral € de
20mg/Kg/dia, durante 20 dias, podendo chegar a 30 dias e, nho maximo, 40 dias,
utilizando o limite maximo de 3 ampolas/dia. As injecdes devem ser feitas por via
intravenosa ou intramuscular, com repouso apés a aplicacdo. A via intramuscular
pode apresentar o inconveniente da dor local (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Os antomoniatos pentavanentes apresentam diversos efeitos colaterais
tais como artralgia, mialgia, inapeténcia, nausea, vomito, sensacdo de plenitude
gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaleia,
tontura, insbnia, choque pirogénico, edema, hepatite com aumento de
transaminases e fosfatase alcalina, insuficiéncia renal aguda por alteracdo da
liberacdo do horménio antidiurético e toxicidade direta sobre as células tubulares,
pancreatite e alteracbes dose-dependentes do eletrocardiograma (ECG),
cardiotoxicidade, pancreatite, (LIMA et al., 2007; SUNDAR E CHAKRAVARTY, 2010;
PIMENTEL et al., 2011). Deve-se observar que, mesmo doses menores da droga

também podem induzir efeitos colaterais (CASTRO et al.,1990).

A resisténcia ao medicamento é ponto de discussdo quanto ao seu uso
correto e o0 surgimento de cepas resistentes. Este fenbmeno é complexo e
multifatorial, pois varios sdo 0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
resisténcia. Testes in vitro de sensibilidade em células infectadas continuam a ser a
melhor estimativa dos mecanismos de resisténcia da Leishmania, porém, as
discrepancias entre os mecanismos de resisténcia demonstrados in vitro e nas
apresentacoes clinicas da doenca tornam necessarias o uso de testes moleculares
para identificar marcadores de resisténcia; mediante testes de facil implementacéao,
substituindo a determinacéo demorada de 1Cso no modelo de macréfagos infectados
com as formas amastigota do parasita. (JEDDY et al., 2011).
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Anfotericina B

A Anfotericina B é um antifungico, produzido por cultura de actinomicetos
Streptomyces nodosus. E considerada como droga de primeira escolha no
tratamento de gestantes e de segunda escolha quando ndo se obtém resposta ao
tratamento com o antimonial pentavalente ou na impossibilidade de seu uso
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Interage com os esterdis da membrana, principalmente o ergosterol, com
consequente alteracdo de permeabilidade de membrana e do equilibrio osmatico do
parasita (SUNDAR et al., 2004).

Embora altamente eficaz, a anfotericina B é toxica e esta associada a
efeitos secundarios graves. No entanto, em areas onde ha altos niveis de resisténcia
ao antimoniato pentavalente, a anfotericina é claramente a droga de eleicdo para o
tratamento, uma vez que casos de resisténcia ndo aparecem rapidamente. Novas
formulacBes lipidicas da anfotericina retém sua atividade antifungica, enquanto
diminuem drasticamente sua toxicidade (OUELLETTE et al., 2004).

A dose preconizada pelo Ministério da Saude é de 1mg/kg/dia e apesar
de ser a droga de segunda escolha no tratamento da leishmaniose, seu uso é
limitado pelos efeitos adversos, como anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada,
convulsdes, calafrio, febre, flebite, anemia, anorexia, diminuicdo da funcao tubular
renal e hipocalcemia em um terco dos doentes (LIMA et al., 2007), sendo que toda
sua terapéutica deve ser realizada com o paciente hospitalizado.

Pentamidina

A pentamidina, uma diamina aromatica, € a droga de segunda escolha no
tratamento da leishmaniose, sendo utilizada na forma de sais de pentamidina
(isotionato de pentamidina). Quanto ao mecanismo de acéo, tem sido relatado que

atua na inibicdo da topoisomerase |l mitocondrial, interfere no potencial de
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membrana da mitocdndria, no transporte de célcio, além de modificacbes no
cinetoplasto do protozoéario (BASSELIN et al., 1996).

Um estudo comparando a efichAcia do isotionato de pentamidina
(4mgl/kg/dia), trés aplicacdes, intramuscular, durante uma semana, e N-metil-
glucamina, 20 mg SbV/kg/dia durante 20 dias, intravenoso, apontou eficacia
semelhante, tendo a vantagem do menor tempo de tratamento e menor toxicidade
cardiaca (PAULA et al., 2003).

Os efeitos adversos da pentamidina incluem hipotensdo, nauseas,
vomitos, sincope, alteracdes renais, além dos efeitos sistémicos no metabolismo da
glicose (diabetogénico e hipoglicemia) (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) foi originalmente desenvolvida para o
tratamento de metastases cutaneas de carcinomas mamarios (LEONARD et al.,
2001) mas que também demonstra atividade contra Leishmania. Tem sido
empregada desde 1998 na india para o tratamento da leishmaniose visceral e a sua
efichcia levou a uma avaliagdo como um tratamento das outras formas de
leishmaniose (VELEZ et al., 2010). Tem sido testada com bons resultados in vitro,
em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani, desde 1987 e a
partir de 1992, in vivo, na leishmaniose visceral (COSTA-FILHO et al., 2008).

Esta droga age interferindo na membrana celular do parasita, sem
interagir com o DNA, depois modula a composicdo lipidica, a permeabilidade e
fluidez da membrana, assim como o metabolismo de fosfolipideos, induzindo morte
celular por apoptose (PARIS et al., 2004; VERMA E DEY, 2004).

A miltefosina parece ser uma alternativa para o tratamento de pacientes,
uma vez que sua acao nao esta relacionada ao estado imunoldgico do hospedeiro.
Entretanto, o farmaco parece afetar o sistema gastrintestinal, causando voémitos e
diarreia, além de poder aumentar os niveis sanguineos de transaminases, bem

como elevar os niveis de uréia e creatinina (FISCHER et al., 2001).

Paramomicina
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A paromomicina é um antibiético aminoglicosideo, extraido de
Streptomyces rimosus. Atua na inibicdo de sintese protéica através da ligacdo as
proteinas ribossémicas, induzindo uma leitura equivocada do mRNA. Desta forma,
interfere no complexo de formacao de peptideos e causando ruptura dos polissomos
em monossomos nao-funcionais (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

Por via parenteral tem mostrado eficacia, tanto isolado quanto combinado
ao antimoénio pentavalente para leishmaniose visceral. Na india e no Quénia teve
resultado promissor com cura de 90% para leishmaniose visceral na dose de
15mg/kg/dia durante 20 dias, incluindo casos refratarios ao antiménio (THAKUR et
al., 2000).

No entanto, a paromomicina pode apresentar nefrotoxidade e ototoxidade,
afetando o oitavo par de nervos cranianos, o que pode levar também a problemas de
controle motor e do equilibrio (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

3.10 O uso da fitoterapia nas leishmanioses.

O tratamento quimico classico contra as leishmanioses apresenta varios
Obices, dentre eles o custo dispendioso, efeitos colaterais deletérios ao paciente e a
comprovada resisténcia de algumas cepas aos medicamentos; por conseguinte,
existe uma necessidade de investigar outros alvos terapéuticos e de controle da
doenca, quando comparadas as drogas de eleicao.

A fitoterapia foi a terapéutica predominante até a primeira metade do
século XX. A OMS estima que 50% da populacdo mundial fazem uso de
preparacdes oriundas de plantas medicinais. Atualmente, no continente africano, o
uso de plantas para tratamento de doencas representa 80% da prética terapéutica
escolhida (DA SILVA et al., 2011), os quais representam alternativas frente ao alto
custo dos farmacos sintéticos e a ampla distribuicdo das leishmanioses naquele
continente (TUROLLA E NASCIMENTO, 2006).

Mohammad (2011) demonstrou que o uso associado do extrato de
Ephorbia milii, Aloe vera, gordura animal e acafrdao (Curcuma aromatica) tem grande
influéncia no tratamento da leishmaniose cutdnea em modelo murino. Em trabalho
de revisdo sobre duas importantes plantas de amplo uso medicinal no continente

africano, Da Silva et al. (2011) demonstraram que a pristimerina, metabdlito presente
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na Maytenus senegalensis, tem atividade, in vitro, contra formas promastigota de L.
major, que € uma cepa de referéncia no desenvolvimento de vacinas.

Algumas plantas utilizadas na medicina popular brasileira (Baccharis
trimera, Cymbopogon citratus, Matricaria chamomilla, Mikania glomerata, Ocimum
gratissimum, Piper regnelli, Prunus domestica, Psidium guajava, Sambucus
canadensis, Stryphnodendron adstringens, Tanacetum parthenium, e Tanacetum
vulgare) apresentaram atividade leishmanicida de seus extratos brutos (LUIZE et al.,
2005).

A utilizacdo de 6leos de Copaifera reticulata (copaiba) no tratamento da
leishmaniose é citada em varios estudos etnofarmacologicos (GRENARD E
MORETTI, 1987; KVIST et al., 2006). Um estudo recente de Santos et al. (2012)
sobre a atividade leishmanicida do Oleo de copaiba contra promastigotas,
amastigotas axénicas e amastigotas intracelulares do parasita, comprovaram que a
morfologia tipica destas formas mudou drasticamente apos o tratamento com Oleo
de copaiba.

Oliveira et al. (2002) comprovaram a Vviabilidade do extrato de
Porophyllum ruderale (jack.) Cass. (arnica) sobre formas promastigotas, amastigotas
intracelulares e amastigotas de cultura axénica de Leishmania (Leishmania)
mexicana. No Estado do Pard, Chagas et al. (2010) avaliaram o extrato aquoso de
Campsiandra laurifolia  Benth. (Fabaceae) (acapurana) para resposta
imunomoduladora, revelando potencial imunossupressor com atividade anti-
inflamatoria, diminuindo os danos teciduais causados pelo sistema imune em
resposta a infeccgéo.

Mendes (2006) observou atividade dos extratos de Morella pubescens e
da Guarea glabra no crescimento dos parasitos, comprovando a atividade de tais
extratos na producdo dos acidos organicos do metabolismo das promastigotas,
possibilitando a identificacdo de alvos especificos de ataque.

Nico (2006), pesquisando um novo adjuvante na vacinagdo contra
leishmaniose, no modelo murino de leishmaniose visceral canina, determinou a
saponina CPO05 de Calliandra pulcherrima Benth como potencial adjuvante com o
antigeno FML de Leishmania (L.) donovani. Luize et al. (2005) observaram
atividade leishmanicida in vitro dos extratos de Stryphnodendron adstringens e
Tanacetum parthenium apresentando efeito significativo contra Leishmania

amazonensis.
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Ramirez-Macias et al. (2012) avaliaram atividade leishmanicida in vitro de
nove flavonoides derivados da Delphinium staphisagria em Leishmania infantum e
Leishmania braziliensis. Os nove flavonoides apresentaram atividade leishmanicida
contra formas promastigotas e amastigotas de ambas espécies e em concentracdes
semelhantes até ou inferiores que o medicamento de referéncia (Glucantime®).

Almeida-Souza (2011) demonstrou que o extrato bruto do fruto de
Morinda citrifolia (Noni) é ativo contra L. amazonensis em modelo in vitro e promissor

para novas pesquisas de opc¢des terapéuticas para leishmaniose.

3.11 Espécie vegetal em estudo.

Como uma possivel droga no tratamento das leishmanioses, foi
selecionada a A. chica, conhecida popularmente como cipé-pau, cipé-cruz, carajuru,
carapiranga (CORREA, 1984), pariri, carajiru, crajiru, carajeru, crejer, entre outras,
pertencente a familia das Bignoniaceae, que possui 78 géneros e 832 espécies
(LOHMANN E ULLOA, 2008), as quais sao encontradas, em sua maior parte, nas
regides tropicais e subtropicais, com duas grandes regides nativas, o Brasil e 0
continente africano; o Brasil é o pais com o maior nUmero de espécies, ocorrendo
desde a Amazébnia até o Rio Grande do Sul (PAULETTI et al., 2003). Os compostos
farmacologicamente importantes dessa familia sdo o acido ursolico, acido oleandlico,
a e B-lapachona, lapachol, verbascoside, corymboside, lupeol, quercitrina, apigenina,
acido pomalico e isoacteoside; compostos com reconhecida atividade moluscicida,
tripanocida, larvicida, anti-oxidante, antidiabético, antiplasmédio, anti-inflamatdrio,
imunoestimulantes, antimicrobiana, antidepressivo, antiofidico, antineoplasico,
antinociceptiva e neurotrofico (RAHMATULLAH et al., 2010).

A A. chica tem a seguinte classificacao taxondmica (CRONQUIST, 1981):

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem: Scrophulariales
Familia: Bignoniaceae
Género: Arrabidaea
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Espécie: Arrabidaea chica

E uma planta arbustiva, uma liana lenhosa de tronco em formato
quadrangular, de cor cinza bem como seus ramos, que sdo estriados. Possui folhas
compostas bi ou trifolioladas, penaticomposta do tipo imparipenada, de foliolos
glabros, oblongos e lanceolados; fitotaxia tipo oposta distica e com estématos
distantes. Suas flores sdo campanuladas, roseas a violaceas, em disposicéo
terminal (LOHMANN E HOPKINS, 1999; LORENZI E MATOS, 2002). O fruto €
alongado, linear e capsular, extremidades afiladas, uma nervura medial, cor
castanho-ferrugem e com sementes elipsoides (COSTA et al.,, 2001). A planta
alcanca, em média, 2,5 m de altura e possui folhas modificadas denominadas

gavinhas, que auxiliam na sua fixac&o ao substrato (CORREA, 1984) (Figura 04).

Figura 04: Arrabidaea chica (H E B) B. Verlt. (RODRIGUES et al., 2009)

As espécies pertencentes ao género Arrabidaea sdo usadas na medicina
tradicional para assepsia de feridas e tratamento de desordens intestinais
(CORREA, 1926). Alcerito et al. (2002) isolaram quatro flavonoides com atividade
antifangica das folhas de A. brachypoda. Pauletti et al. (2003) descobriram novas
glicosilxantonas isoladas do caule de Arrabidaea samydoides que apresentaram

propriedades antioxidantes.

40



A medicina popular atribui a espécie um amplo espectro de acgdo:
antiinflamatdrias, adstringentes e terapéuticas; tem conhecido uso no tratamento de
dermatopatias (psoriase, dermatites, feridas, uUlceras, piodermites), nos transtornos
intestinais, reprodutivos, hematolégicos, neoplasias orais, uterinas e leucemia;
urélitos, hipertensdo arterial sistémica, conjuntivites, diabetes melittus, algumas
hepatopatias, na prevencdo de céaries dentarias e uso cosmético, (GENTRY, 1992;
REGO, 1995; KALIL FILHO, 2000). Seu uso se da pela forma de banhos de assento,
pomadas, cremes, tinturas, chas e lavagens (BORRAS, 2003).

Das folhas de A. chica foi isolado o 3-deoxiantocianidina (carajurina) no
primeiro estudo fitoquimico da planta (CHAPMAN et al., 1927), um pigmento muito
utilizado por indios para fazer tatuagens e no tratamento de oftalmias e repelente de
insetos (ZORN et al., 2001). Este pigmento ndo era restrito a A. chica (TAKEMURA
et al.,1995) como achavam anteriormente (SCOGIN, 1980; HARBORNE E
WILLIANS, 1998); ap0s o isolamento de antocianinas, fito-esterois, 7,4’-di-hidroxi-5-
metaxiflavona e 6,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona (carajuruflavona).

No vegetal A. chica, foram identificados alguns pigmentos derivados da
cajurina: a carajurina e a carajurona (GRENARD et al., 1987). Também foram
isolados fitosterois, flavonoides e pigmentos utilizados em cosméticos (ESTRELA,
1995; ZORN et al.,, 2001; DEVIA et al., 2002). A 3-deoxiantocianidina, a 6,7,3'-
trihidroxi-5-dimetoxiflavilium e a 6,7,3’,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilium, isoladas das
partes aéreas da A. chica juntamente com a conhecida 6,7-dihidroxi-5,4’-
dimetoxiflavilium (carajurina) sdo antocianinas, corantes naturais raramente isoladas
e identificadas devido a sua grande instabilidade. As antocianinas sao fundamentais
nos mecanismos de polinizacdo de flores, na dispersdo de sementes por insetos, na
defesa contra insetos predadores, além dos relatos do alto poder antioxidante em
doencas metabdlicas (KONG et al., 2003).

Também é reconhecida pelo uso do extrato das folhas como agente de
cicatrizagdo de feridas, exibindo estimulagdo de crescimento de fibroblastos e da
sintese de colageno in vitro e in vivo (JORGE et al., 2008). Lentz (1993) também
observou o uso da A. chica contra picada de insetos e cobras.

O extrato alcodlico da A. chica foi testado a uma concentracdo de 4 mg/kg
e exibiu uma atividade significativa em formas tripomastigotas de T. cruzi, induzindo

41% de lise de células (BARBOSA et al., 2008). Além disso, o extrato etandlico in
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vitro, ndo demonstrou qualquer toxicidade aguda relevante, mesmo a uma dose de
1000 mg/kg. Cartagenes (2009), avaliando o efeito do extrato da A. chica em
camundongos nao observou sinais de morte ou toxicos. Outros estudos também nao
observaram efeito toxico do extrato hidroalcdlico da A. chica (OLIVEIRA et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 1998; SAMPAIO et al., 1998; CUNHA et al., 2000; OLIVEIRA et al.,
2004; PAES et al., 2005;).

Amaral et al. (2012) pesquisaram o uso do extrato etandlico das folhas de
Arrabidaea chica e suas fracbes, quanto a acdes antioxidantes, citotdxicas,
antibacterianas e diuréticas. As amostras demonstraram atividade antioxidante,
diurética e nenhuma citotoxicidade ou atividade antimicrobiana. O uso para tratar
infec¢des do trato urinario deve-se pela acdo diurética demonstrada, o que aumenta
as 'lavagens' do trato urinario, reduzindo a multiplicacdo bacteriana na vesicula

urinaria.

3.12 Legislacao sobre Fitoterapicos.

Os fitoterdpicos sdo produtos obtidos de plantas medicinais, ou de seus
derivados, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou

paliativa, de acordo com o Plano Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.

Desde que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu, em
1978, o uso oficial de fitoterapicos, o Brasil desenvolveu, regularmente, legislacdo
satisfatoria que abrange o uso e a pesquisa de plantas medicinais. Iniciada pela
Portaria Ministerial n.° 212 de 1982, que instituiu a investigacao clinica de plantas de
uso medicinal; apoiada pelo decreto 5.813, de 2006, que institui a Politica Nacional
de Plantas Medicinais; a portaria n.° 971, de 2006, que insere as praticas
integrativas e complementares no Sistema Unico de Saltde (SUS) e a Portaria
Interministerial n.° 2.960, de 2008, que instituiu o Programa Nacional de Plantas
Medicinal e Fitoterapico, mediante a coordenacdo de um comité (FARMACOPEIA,
2011).

Os medicamentos desenvolvidos a partir de extratos vegetais
padronizados por desenvolvimento de pesquisas, que usam 0s mesmos padrdes

estabelecidos para os medicamentos sintéticos, seguem critérios estabelecidos pela
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (BRASIL, 2009). Em 2008 foi
publicada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(RENISUS), contendo 71 plantas, porém com poucas informacfes sobre as
mesmas. A Portaria GM/MS n° 886/2010 instituiu, no ambito do SUS, o programa
Farmécia Viva (FARMACOPEIA, 2011).

A regularizagdo sobre a utilizagdo da biodiversidade da flora brasileira,
com o objetivo de garantir 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterdpicos, também esta sob o &dmbito do Conselho de Gestdo do Patrimdnio
Genético (CGEN), que € o 6rgao competente para emitir as autorizacdes de acesso
ao patriménio genético de espécies para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e
desenvolvimento tecnoldgico; o que inclui a atividade de elaboracéo de fitoterapicos,
cuja funcao de secretaria executiva é exercida pelo Ministério do Meio Ambiente.

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA instituiu, por Instrugcdo Normativa (154/2007), o Sistema de
Autorizacao e Informacédo em Biodiversidade — SISBIO, que regula as normas sobre
a realizacdo de atividades com finalidade cientifica ou didatica no territério nacional

através do registro voluntario para coleta de material botanico, dentre outros.

Em relacdo as prospeccdes econbmicas sobre mercado de fitoterapicos,
as estimativas apontam que essa modalidade terapéutica devera movimentar cerca
de US$ 93,5 bi em 2015 (SCARAMUZZO, 2012); a Associacdo Brasileira de
Fitoterapia (ABIFIT) alerta, ainda, sobre o uso de plantas tipicas do Brasil serem
largamente exploradas por empresas européias e norte-americanas, em funcédo de
diferencas sobre a pesquisa em fitoterapicos; cerca de 70% dos pesquisadores da
area de fitoterapicos de paises desenvolvidos estdo na iniciativa privada, enquanto

gue no Brasil a pesquisa ainda esta muito concentrada no meio académico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

e Realizar a caracterizacdo fitoquimica e avaliar a atividade leishmanicida in
vitro dos extratos brutos de folhas e caule de Arrabidaea chica.

4.2 Especificos

e Identificar as classes de constituintes quimicos dos extratos brutos de

Arrabidaea chica;

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos de Arrabidaea chica em cultura de

células;

e Avaliar a atividade dos extratos brutos de Arrabidaea chica contra formas

promastigota de L. amazonensis.
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5. MATERIAIS E METODO

5.1 Area de Coleta

A coleta das amostras de A. chica foram realizadas no Viveiro Tracoa,
localizada em S&do José de Ribamar, na llha de S&o Luis, Maranhao, Brasil (Figura
5), nos meses de agosto a novembro do ano de 2011. A ilha esta a 2° ao Sul do
Equador, nas coordenadas geograficas latitude S 2°31" e longitude W 44°16’, com
area de 1.4551 km? e a 24 metros acima do nivel do mar. Possui solo
predominantemente argissolo, com rochas sedimentares, clima tropical, quente e
umido. A coleta foi realizada na estacdo seca com indice médio de precipitacao
pluviométrica de 900 mm e temperatura média de 28 °C (LABMET, 2012).

A exsicata da planta encontra-se registrada e catalogada sob o nimero
1067, no herbario “Atico Seabra” do Departamento de Farmacia da Universidade

Federal do Maranhéao.
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Figura 5 — Localizagdo geografica do local de coleta das amostras de Arrabidaea
chica — Ilha de S&o Luis — MA (Google Earth, 2012).

5.2 Preparo dos extratos de Arrabidaea chica

45



Para a obtencéo dos extratos etandlicos brutos (EEBs) de A. chica, folhas
e caule, apés separacao e limpeza, foram deixados por 96 horas em estufa a 40°C e
circulacao de ar forcado, para secagem. O material vegetal seco foi entédo triturado
em moinho de facas, separadamente, folha e caule, e os macerados foram imersos
em alcool etilico a 96 °GL na propor¢do 3:1. Em seguida, os macerados foram
filtrados em funil de Buchner com papel filtro e bomba a vacuo; concentrados a baixa
pressdo entre 30 a 40 °C, em evaporador rotatério, até a evaporacdo completa do
solvente; acondicionado em frasco ambar e conservado a -20°C até a liofilizacéo e
realizacdo dos testes (BARBOSA et al., 2004).

Para determinacdo do peso seco foram utilizadas trés aliquotas de 0,5 mL
do EEB em béckeres secos previamente tarados. O solvente das aliquotas foi
evaporado sob corrente de ar quente e os béckeres, apds resfriados, foram pesados
em balanca analitica para determinagcdo do peso seco dos residuos. Esta operacéo
foi repetida sucessivas vezes até obtencdo de pesos constantes. Para célculo do
rendimento (%) utilizou-se o peso total do pd, o peso seco obtido e o volume final
total do extrato concentrado, de acordo com Cartagenes (2009).

A preparagdo do estudo e as analises fitoquimicas foram realizadas no
Laboratdrio de Produtos Naturais da Universidade Federal do Tocantins, Campus de

Porto Nacional.

5.3 Anadlise fitoquimica

Os extratos foram submetidos a identificacdo dos constituintes quimicos
por classe metabdlica. As classes de metabdlitos secundarios testados foram:
saponinas, antocianinas e chalconas, fenois e taninos, flavonoides, esteroides e

triterpenoides e antraquinonas, de acordo com Costa (1982) e Matos (1997).

5.3.1 Antraquinonas

Em uma placa de 96 pocos, 150 uL da amostra do extrato foram
colocados em trés pocos e adicionado 50 yL de NaOH 0,5M. O aparecimento de

coloragéo vermelha indica a presenga de antraquinonas.
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5.3.2 Flavonoides

A amostra foi gotejada em tira de papel de filtro e em seguida adicionado
solucéo 5% de AICI;. O aparecimento de fluorescéncia de cor amarela sob luz UV

365 nm indica a presenca de flavonoides.

5.3.3 Triterpenoides e esteroides

Em uma placa de 96 pocos, foram pipetados em um poco 150 pL da
amostra. Em seguida, foi adicionada 1 gota de anidrido acético e 2 gotas de acido
sulftrico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada indica a presenca de

esteroides e a cor vermelha, presenca de triterpenoides.
5.3.4 Saponinas

Em trés tubos de ensaio foi colocado 1 mL da amostra e 2 mL de agua
destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 segundos e colocado em repouso
por 10 minutos. A presenca de espuma com altura superior a 1 cm indica a presenca
de saponinas.
5.3.5 Compostos fendlicos

A amostra foi gotejada em tira de papel de filtro e em seguida adicionado
solucéo 5% de FeCls. O aparecimento de mancha azul escura indica a presenca de
compostos fendlicos.
5.3.6 Taninos

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL da amostra e gota a gota, foi

adicionado uma solucdo de gelatina a 2,5%. A formacédo de precipitado branco

indica a presenca de taninos.
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5.3.7 Antocianidinas e chalconas

Em trés tubos de ensaio foi adicionado 1 mL da amostra. No tubo 1, foi
adicionado HCI 0,5M até atingir pH 3,0. No segundo e no terceiro tubo foi adicionado
NaOH 0,5M até atingir pH 8,0 e 11,0 respectivamente. O aparecimento de cor
vermelha, lilds e azul-purpura nos tubos 1, 2 e 3 respectivamente, indica a presenca
de antocianidinas, enquanto a coloracdo vermelha nos tubos 1 e 3 é indicativo de

chalconas.

5.4 Cultura de Parasita.

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/76/MA-
76) foram mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino,
estreptomicina (50 pg/mL) e penicilina (100 pg/mL), a 26°C em estufa BOD. Para
garantir a caracteristica de infectividade, foram utilizadas somente culturas de

promastigota com no maximo sete passagens in vitro.

5.5 Atividade dos extratos de A. chica contra formas promastigotas

A concentracdo de uso dos extratos foi determinada por triagem. Os
extratos foram diluidos em DMSO e, de forma seriada em triplicata, adicionados em
placas de 96 pogos contendo meio RPMI. Foram determinados pogos contendo
apenas o0 meio e o parasita, sem adi¢cao do extrato ou da droga de referéncia; pogos
somente com o meio e pocos com a droga de referéncia, Anfotericina B, na
dosagem de 2 pg/mL. Estes pocos sdo usados como controle, indicando

contaminacgdao e resisténcia do parasita avaliado.

ApoOs o preparo da placa com as concentracfes seriadas dos extratos a
serem testados, adicionou-se em cada pogo 100 pL de cultura de formas
promastigotas de L. amazonensis na fase log (1 x 10° parasitos/mL) cultivados em

meio RPMI, incubando posteriormente a placa em BOD a 26°C.

A viabilidade das formas promastigotas foi mensurada no final dos

intervalos 24, 48 e 72 horas, através da observacdo de parasitas viaveis em
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microscopio invertido, classificando de acordo com a mobilidade dos parasitos em

zero (nenhuma forma viavel), cinco (poucas formas viaveis) e dez (formas viaveis).

Apoés o tratamento, a atividade leishmanicida foi realizada mediante a
contagem de parasitas viaveis em camara de Newbauer. Os dados normalizados,
conforme formula abaixo foram utilizados para a analise estatistica e calculo do I1Csg

da substancia testada.
5.6 Cultivo celular

Macrofagos da linhagem J774.G8 foram cultivados em frascos de 25 cm?
com meio RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 20 mM de L-
glutamina, bicarbonado de sédio a 7,5%, penicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (50
pg/mL) a 37 °C e 5% de CO.. A solucao teve o pH ajustado em 6,9 com variacéo de
0,3.

5.7 Ensaio de citotoxidade celular in vitro

A citotoxidade in vitro do extrato de A. chica foi realizada através do
ensaio colorimétrico MTT, conforme Mosmann (1983). Foram pipetados 100 ul do
cultivo de células J774.G8 cultivadas em RPMI para placas de 96 pocos com
densidade de 10° células/mL. Para melhor ades&o das células no fundo dos pocos,
as placas eram incubadas por 2 horas em estufa a 37°C em 5% CO,. Apds este
periodo foram adicionadas concentracdes seriadas de 500 a 0,97 ug/mL do extrato
de A. chica. Para cada concentracdo do extrato, foi mantido um controle negativo
somente com 0 extrato e o meio. A droga de referéncia para avaliagcdo de
citotoxidade foi o DMSO em diluicbes seriadas iniciadas com 20%. As placas eram
incubadas por 24 horas em estufa a 37°C em 5% CO,. Apdés o intervalo de 24
horas, foram adicionadas 20 yul de MTT na concentracdo de 5 mg/mL e incubadas
por duas a quatro horas em estufa sob as mesmas condi¢des. Apds este periodo a
placa foi centrifugada a 1500 rpm por cinco minutos. De todos os pocos da placa
eram retirados 200 ul do liquido, adicionados e homogeneizados 100 pl de DMSO
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em cada poco. A leitura foi feita em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de
540nm. A citotoxidade foi expressa em porcentagem, sendo determinada a
concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (CCsp), através do programa
GraphPad Prism 5.

5.8 Analise dos resultados.

Os resultados numéricos foram expressos como média + desvio padréo,
sendo organizados em tabelas ou plotados em gréficos. Para as varidveis com
distribuicdo paramétrica foi utilizada a analise de variancia (ANOVA). As andlises
foram feitas com o software GraphPad Prism 5.0.4 (GraphPad Software Inc.).

5.9 Comité de Etica Experimental

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, sob nimero de protocolo 26/2009.
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6. RESULTADOS

6.1 Extratos brutos etandlicos e prospeccéo fitoquimica da A. chica.

O extrato resultante das folhas da A. chica foi de textura cremosa de odor
adocicado e cor vermelha alaranjada intensa, enquanto o extrato do caule tinha
textura coloide de cor verde escura intensa e odor adocicado. O rendimento do
extrato de folhas foi de 59,2% e o rendimento do caule foi de 3,33%. O liofilizado das
folhas, de cor vermelha intensa, apresentou-se como uma mistura amorfa altamente
higroscépica.

Os resultados da prospeccéo fitoquimica (Tabela 1) mostraram que 0s
extratos de folhas e caule de A. chica possuem flavonoides, taninos, antocianinas e
chalconas. Diferindo nos metabdlitos somente em relacdo aos compostos fendlicos,

que esta presente nas folhas e nédo foi detectado no extrato proveniente do caule.

Tabela 01 — Prospeccéo fitoquimica do extrato bruto etandlico da folha e do caule de

Arrabidaea chica.

Arrabidaea chica

Classe dos metabdlitos

Folha Caule
Antraquinonas - -
Flavonoides + +
Triterpenos/éster - -
Saponinas - -
Compostos fendlicos + -
Taninos + +
Antocianinas/chalconas + +

(+) presenga; (-) auséncia

6.2 Atividade dos extratos de A. chica anti-promastigotas de Leishmania

amazonensis.
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Durante os testes de triagem dos extratos da planta, quanto as
concentracbes de potencial leishmanicida, o extrato do caule da A. chica néo
demonstrou acdo contra o protozoario, na maior concentragcado testada 500 pg/mL
durante 72 h de incubacao, portanto néo foi utilizado na continuidade dos testes.

Em relacdo ao extrato bruto proveniente das folhas de A. chica, a triagem,
através da avaliacdo em microscépio invertido, demonstrou reducdo da viabilidade
em 50% das formas promastigotas na concentragao de 125 pg/mL, nos intervalos de
24, 48 e 72 horas de incubagao; assim como a concentracdo de 250 ug/mL que
também apresentou acdo leishmanicida em 24 e 48 horas, mas demonstrou
auséncia total de viabilidade dos parasitas no intervalo de 72 h de incubacao; a
concentragdo de 500 ug/mL foi a dosagem que demonstrou melhor eficiéncia, nos

trés intervalos testados, contra os parasitas, conforme pode ser observado na Figura

6.
o_
—
4 m24H
T 48H
L0
72H
© ——

62,5ug/ml 125ug/mi 250ug/ml 500ug/ml
Extrato Arrabidaea chica

Viabilidade do parasita

Figura 6 — Inibicdo de formas promastigotas de Leishmania amazonensis cultivadas
em meio RPMI, a 24°C, e tratadas com extrato bruto das folhas de Arrabidaea chica
nas concentragbes de 62,5 a 500 pg/mL. Escore: (10) viaveis, (5) pouco viaveis, (0)
inviaveis.
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A droga de referéncia utilizada, a Anfotericina B, provocou a reducéo de
50% do numero de promastigotas viaveis a partir de uma concentracdo de 0,76

pg/mL, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragéo inibitoria de 50% (ICsp) das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, apos 72 horas de tratamento com o extrato bruto etandlico
das folhas de Arrabidaea chica e Anfotericina B

Tipos de tratamento ICs0 (ug/mL)
Extrato etanélico da folha de A. 155,9 +0,1185
chica

Anfotericina B 0,76 + 0,9218

Os valores representam média * desvio padrao.

O efeito do extrato bruto das folhas de A. chica sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis foi monitorado durante trés dias consecutivos. O
ICs foi determinado na concentragédo de 155,9 pg/mL, conforme pode ser observado

na Figura 7.
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Figura 07 — Atividade leishmanicida do extrato bruto etanodlico das folhas de
Arrabidaea chica nas concentragdes de 0,97 a 500 uyg/mL em formas promastigotas
de Leishmania amazonensis (10% ml).

6.3 Citotoxidade celular in vitro.

Os testes de citotoxicidade do extrato das folhas de A. chica em
macrofagos de linhagem J774.G8, por meio do ensaio colorimétrico MTT, foram
realizados durante 24 horas. A concentragcao de 189,9 ug/mL demonstrou toxicidade
em 50% das células, correspondendo o CCsy. Os resultados podem ser observados
na Figura 8.
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Figura 08 — Citotoxicidade em macrofagos J774.G8, demonstrando o percentual de
células viaveis, cultivadas em meio RPMI, a 37°C e 5% CO. e tratadas com extrato
bruto etandlico das folhas de A. chica nas concentragdes de 0,97 a 500 ug/mL.
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7. DISCUSSAO

A leishmaniose é uma das seis doencas tropicais de maior relevancia
mundial e ocupa o segundo lugar, depois da malaria, entre as infeccbes por
protozoarios que acometem os seres humanos, segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). As plantas oferecem fonte de moléculas que apresentam diferentes
efeitos na homeostase dos seres vivos. Estas moléculas tém sido extensivamente
reconhecidas como importantes fontes da maior parte dos componentes ativos em
medicamentos terapeuticamente eficazes (CALDERON et al., 2009).

O estudo fitoquimico dos EEBs da A. chica demonstrou a presenca de
flavonoides, compostos fendlicos, taninos, antocianinas e chalconas. Os resultados
confirmaram a presenca, no extrato, de substancias que ja foram descritas na
literatura (SCOGIN, 1980). A pesquisa dos constituintes quimicos presentes na
espécie em estudo podem apresentar varias variaveis, pois se trata de uma analise
de triagem. Puhl et al. (2006) e Taffarello (2008) também identificaram taninos, além

de antraquinonas, nucleo triterpénico e agucares nos extratos etanélicos de A. chica.

O género Arrabidaea € fonte de antocianinas, flavonoides e taninos
(PAULETTI et al.,, 2003). As antocianinas sdo pigmentos vegetais pertencentes a
familia dos flavonoides, também identificados como compostos fendlicos (TAIZ E
ZEIGER, 2004). Os compostos fendlicos, que atuam como antioxidantes naturais
tém sido relatados como potenciais agentes terapéuticos contra uma ampla gama de
doencas incluindo cancer, doencas inflamatoérias e o envelhecimento (ALCERITO et
al., 2002; MOYER et al., 2002; KONG et al., 2003; SRIVASTAVA et al., 2007). A
atividade terapéutica dos compostos fendlicos é principalmente atribuida a sua
capacidade antioxidante, a quelacéo de ions metalicos redox ativos, a modulacédo da
expressao génica e interacdo com as vias celulares de sinalizacdo (SOOBRATTEE
et al., 2005).

A A. chica é utilizada na medicina tradicional brasileira como agente de
cicatrizacdo de feridas (JORGE et al., 2008), no tratamento da inflamacéo, coélica
intestinal, disfungdes sanguineas, inflamagéao uterina e leucemia (ZORN et al., 2001,
JORGE et al., 2008; BARBOSA et al., 2008). Um estudo farmacologico
demonstrando sua atividade antineoplasica e antioxidante, in vitro, relacionou estes
beneficios diretamente ao maior teor de flavonoides da planta, as antocianinas,
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reforcado por biotécnicas, como o tratamento com xilanases (TAFFARELLO, 2008).
Seus efeitos anti-inflamatorios foram demonstrados in vivo (OLIVEIRA et al., 2009) e
in vitro (ZORN et al., 2001). Além disso, hé relatos da capacidade antioxidante da
planta relacionada a presenca das antocianidinas (JORGE et al., 2008). Ribeiro et al.
(2010) e Ribeiro et al. (2012) avaliaram a atividade antineoplasica da A. chica,
reforcando a relagdo com a presenca de antocianinas, flavonoides ou da acéo de
ambos. Estes e outros beneficios tornou premente a pesquisa de novas fontes de
antocianinas (ZAFRA-STONE et al., 2007), flavonoide abundante na espécie em
estudo, o que justifica as diversas pesquisas sobre os metabdlitos da A. chica.

Barbosa et al. (2008) isolaram dois flavonoides a partir do extrato
etandlico de A. chica e, apesar de ser amplamente utilizada na medicina popular
para cicatrizacdo de feridas, pouco se sabe sobre as propriedades farmacologicas e
toxidade dos seus extratos (PASCUAL-TERESA E SANCHES-BALLESTA, 2008),
ressaltando-se a necessidade de avaliagbes que garantam a seguranca do uso das
antocianinas.

Vérios fatores devem ser levados em consideracdo quanto ao efeito
toxico de um extrato vegetal como, por exemplo, fatores sazonais, ambientais,
variacdes genotipicas da espécie, a parte da planta utilizada para produgcdo do
extrato, a época de coleta e a idade da planta. Os métodos tradicionais de extracdo
também podem afetar o rendimento e a qualidade (composi¢cao quimica) do produto
final a ser testado. As técnicas extrativas simples sdo vantajosas no aspecto de
menor custo do que a escolha de biotécnicas mais avancadas (TAFFARELLO,
2008).

Apesar do extrato bruto das folhas de A. chica apresentar efeito
leishmanicida numa concentracdo elevada e citotoxidade em 50% das células na
concentragéo de 189,9 ug/mL, os dados existentes na literatura sdo controversos.
Estudos experimentais quanto a atividade antiinflamatoria da A. chica néo
evidenciaram nenhum sinal clinico ou histopatoldgico de toxicidade do extrato na
mucosa gastrica (CUNHA et al., 2000), na pleura (OLIVEIRA et al., 2004) ou em
feridas abertas, feridas suturadas e queimaduras (OLIVEIRA et al., 1998). A baixa
toxicidade do extrato aquoso da planta, sem nenhum sinal ou sintoma anormal, ou

alteracdes histopatoldgicas também foram observados por Oliveira et al. (2009).
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Na literatura observamos que os efeitos téxicos sdo descritos
principalmente em células, como demonstrou Azevedo et al. (2011) que a CCsp, em
cultura de células Vero, foi superior a 500ug/mL, dose terapéutica constatada neste
trabalho; e ndo ha relatos que os extratos causem danos teciduais, como
demonstrou Rodrigues et al. (2009), que avaliaram o efeito do extrato em Ulceras, na
concentracdo de 500 mg/kg, com inibi¢cdo do indice de leséo ulcerativa de 76%.

O efeito do extrato bruto das folhas de A. chica sobre as formas
promastigota de L. amazonensis identificou ICsp na concentragdo de 155,9 pyg/mL,
sendo estabelecida a dose terapéutica em 500 pg/mL. OLIVEIRA et al. (2009)
indicaram DLsy, em camundongos, de 2 g/kg via intraperitoneal e 6 g/kg via oral,

doses muito superiores que as estabelecidas na triagem deste trabalho.

A acdo antibiética contra Staphylococus aureus, Candida albicans e
Escherichia coli (ALVES, 2008) e antiviral contra virus HSV-1 e HSV-2 (AZEVEDO et
al., 2011) do extrato da A. chica foi constatada com sucesso na mesma

concentracéo deste trabalho.

A terapéutica contra as leishmanioses ja esta estabelecida ha 50 anos
(CALDERON et al., 2009); as diamidinas, pentamidina e anfotericina B s&o utilizados
como drogas de segunda escolha para no tratamento; no entanto, a utilizacao
destas drogas € limitada devido a sua toxidade ou a administracdo inadequada
(CROFT, 2001).

Véarios metabdlitos vegetais isolados tém atividade biolégica importante
contra Leishmania SP. (ANDRADE-NETO et al., 2007; GUO et al., 2005; HOLETZ et
al., 2002; CALDERON et al., 2009), como a M. senegalensis (DA SILVA et al., 2011)
e a Porophyllum ruderale (OLIVEIRA et al., 2002); outras moléculas purificadas e
extratos dos géneros Annona (Annonaceae) (COSTA et al, 2006), Cassia
(Fabaceae) (SARTORELIl et al.,, 2007), Copaifera (Fabaceae) (SANTOS et al.,
2012), Croton (Euphorbiaceae) (ROSYAL et al.,, 2003), Cuatteria (Annonaceae)
(CORREA et al., 2006), Jacaranda (Bignoniaceae) (PASSERO et al., 2007)), Piper
(Piperaceae) (NAKAMURA et al., 2006), Stachytrarpheta (Verbenaceae) (MOREIRA
et al., 2007), Pourouma (Moraceaea) (TORRES-SANTOS et al., 2004), Euphorbia
(Euphorbiaceae) e Aloe (Asphodelaceae) (MVOHAMMAD, 2011), que também tém

espécies amazobnicas, possuem reconhecida atividade leishmanicida.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos por meio de uma abordagem fitoquimica preliminar

e farmacologica in vitro do EEB de Arrabidaea chica demonstram que:

Os extratos brutos das folhas e do caule de Arrabidaea chica tem rendimento

de 59,2% e 3,33%, respectivamente;

A prospeccéo fitoquimica preliminar demonstra que 0s extratos possuem

flavonoides, compostos fendlicos, taninos, antocianinas e chalconas;

O extrato bruto das folhas da Arrabidaea chica possui atividade contra formas

promastigota de L. amazonensis, com um ICso de 155, 9 pg/mL;

O extrato bruto das folhas de Arrabidaea chica apresenta citotoxicidade
celular (CCsp - 189,9 pg/mL) no teste in vitro in vitro em concentracfes
superiores a dose leishmanicida, ndo inviabilizando portanto, 0 seu uso

terapéutico.
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