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RESUMO

A auséncia deesultados efetivos no controla deishmanias&/isceral (LV) incentivaa
pesquisa por novas altetivas que possam ser efetivas no combate a estgaléessim o
objetivo deste estuddoi desenvolver fitoterapicopara o tratamento dav. Das plantas
Aloe vera Coriandrum sativune Ricinus communigoram obtidos 3 extratos brutosoD
extrato bruto foobtidauma fracédo cloroférmica, uma fracdo acetato de etila e uma fracao
metandlica Além disso, foram obtidos éleos essenciai€dsativunme Lippia sidoides o
Oleoresina deCopaifera reticulata Na primeira etpa, os produtos naturaiforam
avaliadbs sobre as formas promastigotas e amastigotad eihmania chagasie
citotoxicidadesobre células monociticas de murinos RAW 26Rar. meio dos testes
vitro determinouse o valor da CI50 de cada fracdo/6leo sobre promastigotas e amastigotas
deL. chagasia partir do teste MTT e pelo imunoensaio ELIBAItu, respectivamentdNa
segunda etapa foram selecionadoBacdo e o 6lecom maior eficacian vitro e menor
citoxicidade para uso terapéuti@o vivo. No testein vivo hamsters foram infectados
intraperitonealmente por 1x1@romastigota®,ImL PBS 1x del. chagasie os animais
foram divididos em sete grupos com 10 animais em cadanfirmacédo da infeccafoi
feita 30 dias apOs a inoculacdo experimerdals animais/grupdoram eutanasiados e
foram coletadas amostras de baco e figado peadizacdodas andlises damprints e
histopatologico O tratamento ds animaisdurou 30 dias consecutivpsmas todo o
experimento durou 90 dia®D deo e a fragcdo foram adm#trados em duas doses
100mg/kg e 5mg/kg. O controle positivo usou 20r8d’/kg deantimoniato de meglumina
(Glucantimé); controle negativdoi de animais infectados quéiorecebeamtratamento e

o ultimo grupo era apenas de animais sadiggds 15 dias de tratamento 4B) dois
animaise no 30° dia postratamenb (D90) seisanimas por gmupo foram eutanasiados e
amostragdo figado e bacgo foram coletadas para an&lséeo-resina deC. reticulatae a
fracdo acetatde etila deR. communigoram os mais eficientes com valores de CI50 sobre
promastigotas dé,88 e 345 ug/mL e contraamastigats de 0,52 e 17,28ug/mL. Nenhum
produto naturadiferiu do controle positivgpentamidim (CI50 de 0,17 7 2311 pginlL)
contrapromastigota® anfotericira B (CI50 de 0,081 51,87 pgmL) emamastigotasCom
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relacdo a citotoxicidade oem-resinade C. reticulatae a fracdo acetato de etila Be
communisndo evidenciaram efeito toxicdlos testes in vivo, o histopatolégicoesplénico
sugere queosanimas tratads houveumarespo$a imune celulaestimulad No figado
0s sinais mais O6bviosobservados foram focos inflamatérios com formacdes
granulomatdides. Focos de hemorragia foram mais evidentes no dagpp@nimais
infectados e nado tratadoBodos os tratamentos reduziraa carga parasitaria espléniea
hepética eo efeito foidosedependenteEstes resultadosugerengue os produtos naturais
obtidos deC. reticulab e R. communigpodem sereficazespara o tratamento da LV

embora novos testes sdo necessarios para avaliar 0s possiveis mecanismos de acao

Palavraschave: Produtos naturais. Leishmaniase viscer@itatamento alternativo.

Hamster
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ABSTRACT

The absence of effectivesults oncontrol of VisceralLeishmaniasis (VLptimulates the
search fomew alternativethat can be effecter onthe combatof this diseaseThus the
objective of this study was to develgghytotherapicdo treat VL. From the plantsAloe
vera Coriandrum sativunandRicinus communig/ereobtainedthree crude extract&rom
crude extractst were obtained bloroform, ethyl acetate and methanol fractions for each
plant. It were also obtainedC. sativumand Lippia sidoidesessential oils andn oleoresin
from Copaifera reticulata In the first step the natural products were evaluated on
promastigotes and amastigetef Leishmania chagasand cytotoxicity on monocytic
murine RAW 264.7 cellsBy the in vitro tess were determined IC50 values of each
fraction/oils on promastiges arm amastigotes ofL. chagasi by MTT test e by
immunoassay ELISA in situ, respectiveln the secondtep the most effectiveand the
least toxicfraction and oilin the first stepwvere selectedfor therapeuticusein vivo tests.

On tese assays golden hamsters were infected intraperitonealy Hyx10
promastigogés/0.1mL PBS 1xof L. chagai and the animals were divided in seven groups
with ten hamstes each. The infection confirmation was made in tieth day after
experimental inoculation, twanimals for each group were euthmed and samples of liver
and spleen were collected to realimprints and histopathological analysiShea ni mal 0 s
treament was consecutives thirtdays but the whole experiment last®@ days The oil

and fraction wer@administrated in two des 100mg/kgand50mg/kg.The positive control
used 20mg Sh'/kg from antimoniae of meglumire (Glucantimé&); negative control of
animals infecteduntreatedand last group was jushealthyanimak. After fifteen days of
treatment(D45) two animalsand on thirthief day postreatment(D90) six animals per
group were euthamed and samples of liver and spleen were collected to analises
oleoresinof C. reticulat and ethyl acetate fraction 8. communiiad moreeffectiveness
with IC50 values on promastigotes ©88 and3.45 pgimL and against amastigotes@®52
and17.28 pg/mL. None natural product differ from positive control pentamidigs0 of
0.17 1 2311 pginlL) against promastiges andamphotericin B (C50 of 0.08 i 51.87

Hg/mL) on amastigotesin the cytotoxic test the oleoresmn C. reticulataand ethyl acetate
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fraction from R. communisshowed notoxic effed. The in vivo tests the splenic
histopathologysuggesthat treatechnimalshad a stimulatedcellular immune response. In
the liver the more obvious signebservedwere inflammatory foci and formations
granubmatoid. Hemorrhagic foci were evident in the untreaad infectedgroup. All
treatments reduced spleen and liver parasite load and found to bdegeselent. Thse
resultssuggesthat natural products obtained frdbn reticula and R. communigan be
effective for the treatment oYL, although newdests are needed to evaluate the possible
mechanisms of action

Keywords: Natural productsVisceral leishmaniasif\lternative treatmentHamster.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniaseisceral (LV) é uma zoonose parasitaria de carater cronico e em
casos ndo tratados pode ser f§MIRO et d., 2008) Isto porque suas caracteristicas
clinicas, histopatolégicas e imunologicas dependem da viruléncia do protozoario infectante
e da suscetibilidade do hospedeiro (PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA, 19%ska
enfermidade tem comagenteetioldégico nas AnéricasCentral e do Sub protozoario
Leishmaniachagasique possuduas formas bem caracteristicapramastigotaflagelada
metaciclicainfectante presenteno vetor biolégico e a amastigptparasito intracelular
obrigatorio das células do sistema feigioo mononucleafLAINSON; RANGEL, 2005.

O unico reservatoriodo ambiente urbano é @iq Canis familiaris e no ambiente
silvestre a rapos&erdocyon thouASHFORD 2000. O principal vetor responséavel pela
transmissao da LV no Brasil € o diptdratzomyia longipalpis(Diptera: Psychodidae)
(LAINSON; RANGEL, 2005) entretanto, na regido do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
o flebotomineo L. cruzitem sido implicado n&ransmissdo da doenca (MISSAWA et al.,
2011) Mais recentemente, um estudo tem siglgeao insetd.. migoneio papel de possivel
vetor da LV na cidade de La Banda, na Argentina (SALOMON et a., 2010).

Segundoa Organizacdo MundialadSaude(OMS) ocorrem 500 mil novos casos
humanos por ande LV. SendoBrasil, india, Bangladesh, Nepal ed3io responsaveis por
90% dos casos humandsLV no Mundo(WHO, 201Q. No Brasil, oNordestebrasileirg
até a década de @@ncentava 90% dos casos de LV humana. étanto, atualmente tem
se observado uma expand@aitorial desta doengapois onumerode notificagesnesta
regidotem diminuido enquanto que em outras degi brasileiras aumentddm 2006e em
2008 foramregistralosem torno de55% e 48% respectivamentale casos positivogara
LV no Nordeste (BRASIL, 2010). Outro aspecto favoravel paesta expansdo foi a
urbanizacdo da LV, através da adaptacdo do inseto vetor as areas urbanas associada a
aproximagao entre o reservatorio canino e o homem (HARHAY et al., 2011).

A endemicidade da LV no estado @ear& comprovada as cidades dEortalea,
Sobral e Barbalha apresentam a maior incidéncdodaca em humang¢€EARA, 2008).

No que diz respeito a populagédo canina levantamento realizadwm ano de 200eém
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Fortalea demonstrou prevaléncia dV de 26,2% (196/750) em cées domiciliados e de
21,4% (135/631) em cées dea (RONDON et al., 2008). @esinfectadostém sido
encontrados em todos os focos onde ha doenca humana, deste modo, representam o
principal elo na cadeia de transmiss@RAMICCIA; GRADONI, 2003.

O tratamentocom substanciasintétias da LV humanae caninautiliza como
farmacosde primeira escolha os antimoniais pentavalenBesém devido aograves
efeitos toxicos surgiram outras drogas coalopurinol anfotericina B esua forma
lipossomal, aminosidingparamomicina quinoloras, metronidazol pentamidinae mais
recentemente miltefosa(CROFT; COOMBS, 2003; SHARIEF et al., 20U8ZZETI et
al., 2006 OLIVA et al., 2010. No entantpo efeito toxico das drogas usadas no protocolo
terapéutico e o aparecimento de parasitos eggestem casos humanos na iIndi@ROFT;
COOMBS 2003; $FARIEF et al., 2006)e a comprovacdo dmeficdcia do tratamento
canino QOLIVA et al., 2010 reforcaram a auséncia de medidas curativas eficientes que
comprovam a necessidade do desenvolvimento de slteghmanicidas eficazes e menos
toxicas tanto para o cdo quanto para o homem. Estes fatos foram corroboraliicesr svs
estudos realizados no BrasilGBETTINI et al., 2005) e na EuropdlIETO et al., 2003;
CORRALES 2007) Na ausénciae cura parasitobica,o tratamento contra a LV em caes
com medicamentos utilizados no tratamento humano Bigoono Brasil de acordo com a
PortarialnterministeriaMAPA/MS 1.426/2008 (RASIL, 2008).

Nesse contexto,abese que o uso empirico de plantas medicinais paetalacdo
tem demonstrado a existéncia de constituibteativosem todas as partes de qias com
poder de curar diversas enfermidadssscitando assim grande interesse no estudo
cientifico destes componenteAdemais, m quarto dos medicamentos do a0
farmacéutico possui bioativos extraidos de plantas em sua composicdo, alguns dos quais
tém sido usados como matépama de drogas sersintéticas ROSSIBERGMANN et
al.,, 1997).Desta forma a pesquisavaliando plantas medicinai:ya busca denovos

principios ativos realmente efetivos no tratameatddeishmaniaseaninaé relevante
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1Farmacos usados notratamento da LV
2.1.1 Farmacos de Primeira Escolha

Desde a antiguidade os antimdnios s&o usados na medicina para diversos fins
terapéuticos, mas apenas em 1912 Gaspar de Oliveira V{gimaa 1)observou que o
tartaro emético, um antimonial trivalente {$ptinha efeito terapéuticem casos de
leishmaniaseéegumentaramericana(LTA) e em 1915 foi demonstrado a sua eficacia no
tratamento d&V (RATH et al., 2003). No entantdevidoaos seusgraves efeitos toxicos e
colaterais este foi substituido pelos antimoniais pentavalentes'YShais como o
estibogluconato de sédio (Pentosfare o antimoniato de meglumina (Glucantffheue
sdo os farmacos de primeira escolha para o tratamento humaRMEN, 1997) e canino
(ALVAR et al., 1994)este ultimo realizadapenasa EuropaAlém do maisgstas drogas
sdo 10 vezes menos toxicas que os antimoniais trivaler®BHRTSet al., 1995)

Figural: Médico e cientista Gaspar de Oliveira Vianna (11 de maio de11885de junho de 1914). Fonte:
http://www. historyofmedicine.blogspot.com.
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O antimoniato de meglumin&igura 2)é obtido sinteticamente lgeassociacao do
acido antiménico e da -Wetil-D-glucamina, no entantesua fornula estrutural ndo é
definida, sabese apenasque este composto é solivel em agua e pouco em solventes
organicos (RTH et al, 2003) Entretanto, em 2008 um estudo trouxe unmwvan
perspectiva para a estrutura quimica do antimoniato de meglumina a partir, da analise de

espectrometria de massa de ionizacaefmrospray(FREZARD et al., 2008).

OH
C¥H R |
\ HO Glucantime
HM I nnse
Vomse stounule
D"-'. + :-‘E'
'_'sﬁ‘ 1,5y5ml
o NH s
| | N oy
OH , .
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Figura 2i Antimoniato de megluminastrutura quimica proposta por Frézatrale (2008)(A); Antimoniato

de Megluminana forma comercigiGlucantimé) (B). Fonte:http://www.oasportal.policia.gov.co

Este medicamentapesar de ser utilizado desde a década de 50, ainda é&oje, s
desconhece o mecanismde acdo e a toxicidade seletizxistem trés hipéteses que tentam
explicar a acdo deste farmaco, a primeira cita guecanismo de acao deste pent@viz
pode ser pal formacédo de complexos de carboidratos e antimosiguaisfacilitariam a
distribuicdo da droga nos maéagos do hospedeird segundasugereque o antimoniato
de meglumina seja uma pdoga,convertidano interior do macréfago em $pcomposto
toxico para as formas amastigotas ldgshmaniaspp (ROBERTSet d., 1995), e este
composto trivalente iridnterferr n o p r o ¢ ecxidagdo dos &cifios graxos e na
glicolise do parasito levando a uma deplecéo dos niveis de ATP intraceldlahNB -
FOUCE et al., 1998).A terceira hipOteserelata queexiste na forma amastigota uma
metaloprotease zinco dependente, quadeda ser inativada se o antimonio substituisse o
zinco nesta enzimab qual por sua veze essencial para o desenvolvimento do parasito
(BANGS et al., 2001).


http://www.oasportal.policia.gov.co/
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2.1.2 Outros farmacos usads no combate leishmaniasevisceral

O alopurinol(Figura 3)é outro Airmaco muito utilizado no protocolo terapéutico da
LV, normalmente associado ao antimoniato de meglumina por possuir efeito apenas
inibitério do crescimento deeishmaniaspp. Entretanto, sua toxicidade quando comparado
aos antimonios e sua administrac@al gdo caracteristicas que favorecem seu uso. Porém,
os resultados obtidos na terapia com o0 uso apenas do alopurinol ou mesmo em associacao
nao tem se mostrado eficaz na cura da LV canifaNEROLLE; BOURDOISEAU,
1999).

ll) A s H

Figura 37 Alopurinol drog leishmaniostatia de uso conjunto com antimoniato de meglumiBstrutura

guimica do Alopurinol (A). Fonte: http://dailymed.nim.nih.gov; formulagdo comerc{@). Fonte:

http://www.medicalook.com.

Neste contexto, muitos estudos tém demonstrado dqerapia do antimoniato de
meglumina sozinho ou associado com alopurinol no protocolo terapéutico de caes natural
ou experimentalmente infectados pogishmaniaspp. foi capaz de induzir parcial ou
completamente a reducdo dos sinais clinicos, contudo apgéstamento, 0os animais
permaneceram positivos de acordo com diagnéstico molecular em amostras da medula
O0ssea, vale ressaltar que estes animais permaneceram em observacdo por 48 meses
(MORITZ et al., 1999).

Outrosefeitos adversosbservados na terapto antimoniocom o alopurinol sao
letargiae disturbios gastrintestinais e, aléem digsopbservado foco inflamatério no local
de administracdo do antiménio em quase todos os animais tratados, permanecendo como

fonte de infeccdo deeishmanisspppara odlebotomineogALVAR et al., 1994).
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O sulfato de paromomicina (Figura 4), cujo nome comercah#osidinaé um
antibiético aminoglicoside@xtraido deStreptomyces rimosu$Seu mecanismo de acdo
envolve a inibicdo da sintese protéicaaealteracdo dgpermeabilidade da membrana
plasmatica dos parasitodlo entanto, esta drogende a semefrotbxica e ototoxica
(RIBEIRO, 2001).

Figura 47 Aminosidina antibiético pertencente ao grupo de segunda escolha para o tratamento da LV
humana Estutura quimica do sulfato de paromomicigd). Fonte: http://www.uspbpep.comForma

comercial do sulfato de paromomicif). Fonte: http://www.cheminter.com.gt.

Um estudo realizado em Teresif@monstrou que cadassintomaticosaturalmente
infectados polL. chagasie tratados conaminosidinaem geralobtiveran uma melhora
clinica, porémapresentarameicidivaclinica e paraslogica entre50 e 100 diasdo inicio
da terapiae 12 animais apresentaramegueirae otdoxicidade evoluindo parasurdez
(VEXENAT et al., 1998).

A anfotericina B(Figura 5) antibiotico antifingico que atua rompendo a membrana
celular, provocando a morte do parasitoué&ofarmaco muito indicado para o tratamento
da leishmaniasemucocutana, porém € altamente nefrotéxiceendo necessério um

acompanhamento rigoroso do pacig®EARIEF et al., 2006)


http://www.uspbpep.com/
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Figura 57 Anfotericina B antibiético e antifingico pertencente ao grupo de segunda egeotnao
tratamento da LV humanaEstruura quimica (A). Fonte: http://www.bmb.leeds.ac.ukApresentacao

comercial do medicamen{8). Fonte:http://www.stanford.edu

Pesquisas utilizando anfatericina Btém demonstrad@ue este farmaco faficaz
em pacientes infectados paeishmaniadonovaniresistentes ao estibogluconato de sédio
(SHARIEF et al., D06) e quande incorporadoem lipossomas efeitotem sido superior
ao da anfotericina B convencional fRJL et al., 1997).Contudo, mn estudo realizado na
Italia utilizando 13 céesaturalmenteinfectados comL. infantum e tratadoscom
anfotericina B lipossomaldemonstrou a melhora clinica rapida,regressdo de
linfoadenomegalia e esplenogadia e cura das lesdefe pele. d entanto,0s cées
permaneceram positivos nos exames parasitolégie6s8 mesegle observaca¢OLIVA
et al., 1995).

A miltefosina(Figura 6) hexadecilfosfocolingg a mais recente arma no combate as
leishmaniase Este quimioterapico foi rdietizado a partir de um alego do
alquilisofosfolipidicoque demonstrou efeito citotoxico e originalmente foi investigado para

o tratamento contra o cancerARH et al., 2003).

Figura 61 Miltefosina quimioterdpicqpara o tratamento da LV humarastruturam quimica(A). Fonte:
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gpWormulacdoda OMS/WHO para o tratamento da LV huma(B). Fonte:

http://www.stanford.edu.


http://www.bmb.leeds.ac.uk/
http://www.stanford.edu/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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A miltefosina foi capaz de ativar macréfagos de camumsninfectadospor
Leishmaniaspp. e inibir a sintese de lipideosstesprotozoarie (SINDERMANN et al.,
2004). A avaliazao in vitro da atividade leishmanicidaedmiltefosina sobre formas
promastigotas de. donovanie L. infantumobteve como resultadmncentracdo inibitoria
de 50% (CI50)de 0,89 e 2,25 pugiL, respectivamenteEm testesin vivo utilizando
camundongosBalb/c foi observada supressdo parasitaria espléap@s 4 semanas de
tratamento (KIHLENCORDet al., 1992).

Um estudo realizado na Italigtilizando 28 cées infectados naturalmente ¢om
infantum demonstrou que a associacdo da miltefosina com alopurinol sggemente
sobre a replicacdoedL. infantum mas nédofoi capaz de eliminar os parasitos nos
linfonodos detectados por PCR em temeal,;o que sugergue a presenca dos parasitos
foi responséavel pela recidiva da doamps 4 animais ap6s 6 meses do inicio do tratamento
Outro fato observadatravés dd°CR em tempo real foi a presencal¢A dos parasitos
no sangue de todos os animalale resaltar que nao foi observada a completa eliminacéo
dos parasitos emenhum animadlo estuddMANNA et al., 2008).

O uso da miltefosina sozinha no tratamento da LV canina ja foi estudado no Brasil
com animais naturalmente infectados porchagasie apesar da melhora clinieen 50%
dos céese reducdo da parasitemia na medula ¢ssedeste com PCR demonstrou
amplificacdo de DNA do parasitoos animais acompanhadogpor 300 dias apés o
tratamento, comprovando assim que 0s estes @@@muam portades do parasito e
podem ainda manter o ciclo de transmissao ghiedanto,0s autores recomendam que este
tipo de tratamento ndo seja usado em areas endémicas do pais (ANDRADE et al., 2011).

Outros farmacos antimicrobiams como as quinolonas (ibafloxacim,
marboflkacina, enrofloxacina), derivasl do imidazol (metronidazgl) derivads
antifungicos dos azéis(cetonocazol, fluconazol, itraconagoé terbinafina &m sido
avaliados para serem usadoa terapia da LV caninaGangneux et al. (1999)
demonstraramque os antifingicos fluconazol, itraconazol e terbinafina foram menos
efetivos que o antimoniatte megluminaa reducdo da parasitemia esplénica em murinos
infectados porL. infantum No entantp foi observado um efeito sinérgicentre o

cetoconazok o antimonio.
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Um trabalho realizado em FortalezaéardBrasil, utilizando o atifangico
terbinafina sozinho ouassociado ao antimoniato dmeglumina (Glucantimé&) no
tratamentode hamsters experimentalmentdectadoscom L. chagasidemonstrougue o
uso daterbinafinando redwiu a carga parasitaria esplénica e também te&e efeito
sinérgico com o GlucantifidSIMOESMATTOS et al., 2002).

Com relacaasquinolonasBizzeti et al. (2006) avaliaramedicacia da associacao
da ibafloxacinacom metronidazolem cées naturalmente infectadogma cepa dd..
infantumintolerante ou resistém ao antimoniato de megluna. Foi relatadgue ap6s 120
dias todos os animais apresentan@missaodos sinais clinicos e todos os parametros
laboratoriais regrediram paranarmalidade.Contudo, g titulos de antiapos sorolégicos
permaneceram altpalém disso, a PCR permaneceu positiva38B8% (2/6)dosanimais,
demonstrando assim que esta associacdo ndo foi efetiva para pam@s@oldgicada
doenca

A quinolonamariofloxacing utilizadapor 28 diaeem caes naturalmente infectados
por Leishmaniaspp. causoumelhora cliniceem todos os animagurante 9 meses e apos
este periodo 3 cées tiveram recidiva da doenca. A reducdo na densidade de amastigotas no
interior dos maréfagos foi observadapos 3 meses deatamento. M entantops autores
recomendam ques animaisdevamser protegidos por inseticidas e colares impregnados
com deltametrina para evitar aproximacac dlebotomineose possiveis rnfeccdes
(ROUGIEREet 4., 2008)

Apesar deste arsenal de farmacos usados no protocolo terapéutico chwtra a
canina,estadoenca continua cada vez mais disseminalfan dissoa literatura demonist
que estis drogasndo sao capazes de eliminar todos os parasitos, tormendoimais
assintomaticos, fonte de infeccamesponséaveis por manterem o ciclo de transmisséo da
doencgaDesta forma, a demanda por novas drogas leishmanicidas tem sido estimulada nos
altimos anos e o uso de ptas pode seuma alternativa, haja vistaug sdo fontes de
compostos quimicosaraos medicamentos g#éticos usados atualmenfdém do maisos
produtos bioativos oriundos das plantas precisanvaetados cienificamente para sua

comercializacdo junto as empresas farmacéuticas
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2.2Validacao cientifica de plantas com acéo leishmanicida

O uso de produtos oriungale plantasde minerais ede animais, na terapia de
diversas doencas infecciosas ou ,n@d uma pratica muito utilizada pelas civilizagbes
antigas, principanente quando ainda ndo easn produtos farmacéuticos sintéticos
(RATES, 2001)(Figura 7)

Figura 7i Produtomaturalwtlllzadospara combater doenga's:mte [lwww.amnh.org.

O uso de plantas medicinais ficoesquecido principalmente em paises ou
comunidades desenvillas e com alto poder aquisitivapds o desenvolvimentoda
industria farmacéutica EMURCA-VASCONCELOSet al., 2005). No entantaliversos
problemas tém surgidoom ouso dos farmacoatualmente empregados no combeate/
caning conp O aparecimento deeps resistentes od protozoario Leishmania spp.
(SEIFERT, CROFT, 200§ e o aumento decasosde co-infeccdo porErlichia sp.
(OLIVEIRA et al., 2008

Além dissq a ineficacia das drogas sintéticas usadas atualmente no tratamento da
LV caninaé comprovada p@ue o uso dessdarmacos é@xclusivamente para minimizas
danos causados nos 6rgéaos pelo alto parasitismo e remissao dos sinais pdmutiado
um bemestaradequad paraa vidado animal (OLIVA et al., 2010) Os trabalhos com
plantas medicinaigém se tornando cada vez mais necesspdaosa descoberta de novos
compostos que sejam eficazes contra o parasito e auxitierorirole desta enfermidade
(CORRALES 2007)
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A pesquisa com plantas e a producdo de medicameritoxdosde plantas com
atividade medicinal comprovada cientificamente envolve vérias etapas desde a selecdo da
planta até a comercializacdo do produto final, podendo seguir a trajdétédazida
apresentada po€CamurcaVasconcelos et al. (2005) do original publicado Rates (2001)

(Figura §.

Dados botanicos e antropologicos sobre o
uso popular e preparacao de plantas

Farmacologia: testes prée-clinicos e clinicos e
toxicologia para awvaliar o uso popular

Farmacologia clinica: tnagem
clinica monitorada

Fomecimento de infarmacgdes para “Yenda de planta medicinal in Venda de fitoterani
comunidade e incentivo de cultivo natura, com instrugdes de 3” d Ed 1o era[ilc:us_.
medicinal domeéstico preparo pacronizatos & estavels

Figura 8 i Trajetéria para validacdo de aispopular de plantas medicinais. FOnt€AMURCA-
VASCONCELOS et al (2005) traduzido 8ATES (2001).

A primeira etapa da validac@o cientificarresponde @levantamento dos dados
botanicos da plaa inclundo suadentificacéo vegetal e dados sobre uso popqlse i&o
determinar a parte da plardaserusadaa forma de administracdasdoses e tempo de
tratamento.A segunda etapa da validacdo envolve testes farmacologicadinicés e
clinicos para avaliar o uso popular, quasédo realizados testes que determinam a eficacia
contra os agentes causadoms enfermidade a ser combatida e a segurara d
administracdo para a espéaeser tratadaA parte clinica por sua vezenvolve testes
monitorados na espécie aldo hospedeirgue possibilitam o registro da planta ou produto
a ser utilizadoAs trés ultimas etapas constituem o procéissd davalidagdoque envolve
a populacaalvo para que se torne possiveliso correto da planta meial. Estas séo as
etapas para que o produto final possa ser produzido ou consumido de forma cOrreta.

calculoda margem de seguranca@malmente realizado em animais de laboratorio e visa
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determinar efeitos toxicos da administracdo da planta em amgasisanimais
(CAMURCA-VASCONCELOSet al., 2005).

2.2.1 Testesin vitro para validag&o de boativos leishmanicidas

Nas leishmaniasg estudos quimicos e imunofarmacologidosvitro tém sido
realizados com o intuito de encontrar novos compostos menos cit@degmnomicamente
viaveis, de efeito especifico e que sejam uma alternativa para a resisténcia do parasito as
drogas atualmente utilizadasNeste contexto sdo usadas diversas técnicasitro
especificaspara avaliar a atividade leishmanicida das plamtastra promastigotas,
amastigotas e amastigotas axénicddMRROLA et al., 2004) As quais serdo relatadas

apenas as que sao mais utilizadas em promastigotas e amastigotas axénicas e intracelulares.

I. Testes sobre promastigotas

As formas promastigotaflageladas (Figura 9) multiplicamse no interior do
intestino dos flebotomineos esta fase é denominada logaritmei#g a formacdo da
promastigota metaciclicaEsta forma infectante enconsa apenas na&hamadafase
estacionariaonde ndo havera mais dive6es Durante novo repasto sanguineo, o
flebotomineo regurgita a forma metaciclica na corrente sanguinea, assim este parasito
estara pronb para infectar os macréfagos dos mamiferd®das estas etapas do
desenvolvimento podem senimetizadas no cultivo koratorial SACKS; PERKINS
1985.

\

Figura 9 7 Promastigotas cultivadas em meio M199 e
\ coradas por kiPanético Aumento de 100x-onte: Rondon,
F. C. M.T LABODOPAR.
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A inibicdo do crescimento de promastigotas pode ser avaliada através do teste de
contagem direta. Neste teste é obsenaddividade leishmanicida de produtos bioativos
sobre a presenca e motilidade de promastigotas cultivadas em microplacas de 96 pogcos com
0 auxilio de um microscopio invertido KIAN-BACAB et d., 2003). Os parasitamoveis
tambémpodem seavaliadosusando azul deripan e vermelho neutral (DI'TA et al.,

2005). Este método calcula os valoresalacentracdo do farmaco capaz de indf¥o dos
parasitogCI50).

Os métodos colorimétricos séo: azul alamar; atividadfesfataseacidae o MTT.

O azul de alamar é um indicador de O&xrdducdo usadoexclusivamente em
promastigotas. lEma técnica simples e recomendada em triagens farmacoldgicas de grande
escala. Os parasitos viaveisram emvermelho e os ndwvidveisem azl, aleituraé feita

em leitor demicroplacas confluorescénciaa 540-590nm (HABTEMARIAM, 2003).A
atividadeda fosfataseacidaé dosada para avaliar o crescimento parasitario na presenca de
compostos bioativos, a partir da lise das células e adicamittefenil fosfataseA leitura

é realizadam leitora de microplacas compimento de onda de 405nf@ARRIO et al.,
2001). O MTT, reducao ddbrometo 3-[4,5-dimetiltiazot2-il] -2,5-difenil-tetrazolium em
formazan insoluvektem sido empregado como um paedra de viabilidade parasitaria nas
respostas aos compostos bioativdSRENOet al., 200). A reacédo € interrompida com a
adicdo de 50% de isopropanol e 10% de sulfato dodecil de sddio (SDS) e a leitura é feita a
570nm. Infelizmente, o MTTinterage com ajumas drogas como 0 antmato de
megluminae assim diminui a acuracia do te¢®RENO et al., 2001, BRAGA et al.,

2007).

Il. Testes sobre amastigotas intracglares e amastigotas axénicas

As técnicas empregadas sobre as amastigotas intracelfFigesa 10) séo
consideradas mais laborios@gs que as usadas nas promastigatagido a necessidade de
cultivo celular. No entanto, sédo as de maior relevancia clinica por ser a forma parasitaria
encontrada nos hospedeiros mamiferaMRROLA et al., 2004)
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FiguralO0i Formas amastigotas observadasiemprint hepaticoem aimento de 100Xsetas pretas)onte:
Rondon, F. C. Mi LABODOPAR.

Uma maneira de caracterizar os efeitos dos compostos bioptikeesta formedo
protozoarioé utilizacdo @ citometria de fluxajue possibilita caracterizar os efeitos dos
compostos bioativede plantas sobre as func¢des celulared eishmaniaspp. e 0 uso
combinado de compostdlsiores@ntes permiteima descricdo mais detalhada das formas
celulares para evideiar a inibicdo causada pelo composto bioativo (PLOCK et al., 2001)
Outro método usado € o de tagem direta onde tambégnfeita a leitura com auxilio do
microscopio invertido para avalia carga parasitaria dos macrofag@aARRIO et al.,

2001).

Outra técnica analisada em parasitos intracelular € o imunoensaio EL8Aque
ja foi estudado em outro tripanosomatidedrgpanosoma cruziNeste estudo esta técnica
mostrou ser de facil aplicacdger ser um método colorimétrico sua analise é fetaum
espectrofotdbmetro de microplacas, eliminando assim, o erro induzido pela subjetividade
que é presente em analises feita sob microscopio (PIAZZA et al., 1994). Portanto, esta
técnica se mostra promissora na analise de produtos bioativos com efidéaado

amastigotas intracelulares.
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Os ensaios usados sobre amastigotas axénicas sé@@todos de cultivanais
dificeis eoneross, pois deven mimetizar o ambiente adequado para a transformacédo da
promastigoteemamastigota respeitandademperatura d81 a38°C, pH4,5a&,2e5a 7%
de CQ, dependendo da espécie ldgshmania Além disso,0s meics para cultivo celular
sdoacrescide de soro fetal bovinoguja concentracdo de promastigotas varia de acordo
com a espécie deeishmaniaspp(GUPTA et al.,200]). Os testes para avaliar a atividade
leishmanicida de compostos bioativos sobre a viabilidadea desha doparasito séo a
contagem direta do protozoario com microscopio invertidecedoMTT (SERENOet al.,
2001).

Vale ressaltar que os compostasativos mais eficazes nos testesvitro devem
sersubmetidos aos testes toxicoldgicos para obtencdo das doses letais capazes de matar
10% (DL10) e 50% (DL50) dos animaile laboratérip permitindese delimitar as doses
gue possam ser usadas nos tastes/o(CAMURCA-VASCONCELOSet al., 2005).

2.2.2 Testesin vivo para validacdo de bioativodeishmanicidas

A identificacdo de novos alvos de farmaens parasitog de terapias mais efetivas
tem aumentdo o numero de estudos de triagem e de desenvolvimentpradutos
bioativos leishmanicidas (MLLIE; FAIRLAMB, 2006).Desta maneira, os@gramas de
desenvolvimento de farmacos sgiimuladogela facilidade emeproduzir a infeccéo por
Leishmaniaspp. no modelo animal apropriadd® modelo experimental mais ako em
estudos de infeccdo vigek progressiva e disseminante éhamster(Figura 11)onde os
sinais clinicos de hepatsplenomegalia, hipoalbuminemia e pancitopenia sdo semelhantes
aos achados no homem infectadoE(MBY, 2002). ApOs a inoculacdo dos esitos o
estabelecimento dafeccéo é monitorado atravéslmépsia esplénica de 3dahamstersle
cada grupo apos 30 dias da inoculacdo (MANANDHAR et al., 2008)
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Figura 1L 7 Hamster douradoMesocricetus auratysprincipal espécie animalsada em estudos de infecgdo

experimental pokeishmaniaspp.Fonte:Fonte: Rondon, F. C. M. LABODOPAR.

Finalmente, os animais usados teste cona espécie alvogpodem ser natural ou
experimentalmente infectadosfato este comprovadopor PCR e/ou métbos
parasitologicos. No entanto, somente 0s animais assintomaticos ou oligossintoméaticos sao
adicionados ao experimento, sendo distribuidos de forma aleatdrigruposOs grupos
tratados recebeno compostonatural mais eficaz nos test@s vivo em hamsr em
diferentes concentracdpsé-estabelecidas pelo calculo da DLA@emais,quanto maior o
tempo de observagdo ptiatamento dos animais mais confiaveld® os resultados
(BRASIL, 1996;NOLI; AUXILIA , 2005).

2.3Plantas com acao leishmanicida

2.3.1 Estudosin vitro

Os diversos estudos vitro realizados com o0s mais variados extratos e/ou
compostos bioativos de plantas sobre as diferentes espécies de leishmimias
demongtaram resultados promissores para a obtengdo de novos principios ativos no

combateasleishmaniasgestao apresentados na taldela
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Tabela 1: Efeito leishmanicidain vitro de plantas

" Concentragéo
Protozoario Concentracdo Inibitéria
Planta . ) Inibitéria (C150) Fonte
Leishmaniaspp. . (CI50)
promastigotas .
amastigota
?éﬁ)‘éz;a L. donovani <115pug/mL 3-11 pghl DUTTA et al., 2008
Annona muricata L. amaggneqsis 25 gL
(Graviolg L. bra2|l|enS|ls 25 pgmL - OSORIQet al., 2007
L. donovani 25 pgmL
Byrsonima . PERAZA-SANCHESet
crassifolia L. mexicana 14 pgL - al. 2007
(Orelha de veado K
Calophyllum
caledonicum L. donovani 5 pgimL -
(Arvore de santa L. amazonenses - 12,5 pgmL BILLO etal., 2005
marig
Conobea L. amazonensis Muito Ativo -
scoparioide L. braziliensis Muito Ativo -
(Vassourinha do L. infantum Muito Ativo - WENINGERet al,, 2001
brejo) L. panamensis - 1,3 pgmL
Hiamatanthus
( A;gﬁ?’; dt;aou L.amazonenses 20 pghmlL 5 pgmL CASTILLO et al., 2007
Suculba
F()'Appe;rth:;’:;gm L. amazonenses 5 pgml 69 pghL ESTEVEZet al., 2007
Tabernaemontane
sananho L. amazonenses 9 pug/mL 58 ug/mL ESTEVEZ et al., 2007
(Sarango)

(-) ndo houve avaliacdo dos extratos e/ou compostos sobre a forma promastigota/amadtiejetandeia
Spp.

As substancias isoladas a partir de plantas que obtiveram bom deseimpétroo
foram: chalconas erPiper spp. (GHEN et al. 1993), aminoglicosterdides e aminosteroides
de Holarrhena curtisii (KAM et al., 1997), flavondides d@entrolobium sclerophyllum
(ARAUJO et al., 1998), naftoquinonas A SER et al., 2000 TEIXEIRA et al., 200),
neoignanas dé/irola surinamensi§BARATA et al., 2000), fendis como timdk Lippia
spp. (TEIXEIRA, 1999) polifendlicos deCocos nuciferafMENDONCA-FILHO et al.,
2004); taninos (OLODZIEJ; KIDERLEN, 20(), diterpenos delaetia procera
(JULLIAN et al., 2005)alcalbdides de&Zanthoxylum chiloperonFERREIRA et al., 2002),
Piper spp. (MKAMURA et al., 2006),Dysoxylum binectariferunfLAKSHMI et al.,
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2007), Tabernaemontanapp. (ESTEVEZ et al., 2007; SARES et al., 2007),ridoides
espirolactonas délimanthus sauuba(CASTILLO et a., 2007)jridéides glicosidicos de
Scrophularia lepidotd TASDEMIR et al., 208) e Stachytarpheta cayennen$MOREIRA
et al., 2007).

2.3.2 Estudosin vivo

Os estudos sobre a atividade leishmanicida de plamtasyo, utilizando tanto o
modelo doBalb/ccomo o do hamster, ndo tém obtido resultados semelhantes \ats,
em alguns casos. As fracfes diclorometano e éter de petrélPepdeomia galioides
(canela branca) e seus constituintes ativos difendlicos exibiram propriedades, no
entanto, esta atividade n&o foi observada no estudio utilizando camundongdBalb/c
infectados conk.. amazonensi@OURNET et al., 1996). Na tabela 2 estéo relatados alguns

estudos que avaliaram o efeito leishmanicida de plantas em modetorexgalin vivo.

Tabela 2: Estudosn vivo de atividade leishmanicida de Plantas

Reducéo da

Planta Animal Leishmaniaspp Carga C.O mposto Efeito do Fonte
o isolado Composto
Parasitaria
Dysoxylum 0
binectariferum Hamster L. donovani 38-69%no fiRohitukned - LAKSHMI etal,
baco 2007
0,
. '>906n0 DUTTA et al.,
Aloe vera Balb/c L. donovani  figado, medula - - 2008
Ossea e baco
Ocimun
gralissimum o mster L. braziliensis . Timol ] TEIXEIRA, 1999
Lippia sidoides
Tabebuiaspp Lapachol -
Reduziu
Zar-lthoxylum Balb/c L. amazonensis - fiCanthin6-oned  70%das FERREIRAet al.,
chiloperone ~ 2002
lesBes
. Reduziu o .
Chenopodium . PATRICIOet al.,
. Balb/c L. amazonensis tamanho das - -
ambrosioides o 2008
lesbes
45,62 €
Mimusops elangii  Hamster L. donovani - 4cido Bassic 78% no  LALA etal., 2006

baco
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0,
Maesa balansae Balb/c L. infantum - maesabalide Il >?O/0 no  GERMONPREZ
figado et al., 2005

(-) ndo houve avaliagao dos extratos e/ou compostos sobre a reducéo parasitaria esplénica ou hepatica ou na
medula éssea, bem coma reducdo do tamanho da leséo dos protozoaribeidemaniaspp.

2.3.2.1 Mecanismos de acdo dos componentes derivados de Plantas

Alguns estudosn vitro e in vivo evidencian acdo direta sobre o parasittow
atividadeindireta, onde ocorre uma acaounestimulanteDentre as diversas plantasm
potencial na modulacdo da resposta imareishmaniaseKalanchoe pinnatgfolhada
fortuna) tem demonstrado efeito sobre a reducdo das lesedeamundongosBalb/c
infectados experimentalmente por amazonesis pelo aumento da producao & por
macrofagos DA SILVA et al., 199). Outro estudodemonstrou que o extrato da parte
externa deAloe veraaumentou a producdde NO de macréfagosriundos deBalb/c
infectadosexperimentalmente pdr. donovanie o efeio citotoxico mostrou um pequeno
percentual de células mortas, de 12% e 188bre células humanas monociticas e
macrofagos de murinpsespectivamentéDUTTA et al., 2008).

Uma planta que demonstrou atividade diresmbre o parasito foi a
Tabernaemontanaatharinensiqleiteiro-de-vaca), sua fracdo etandlidaa em alcaldides,
demonstrouefeito citotoxico sobre o parasitb. amazonensisNo entantp ndo foi
observado citotoxicidade sobre os anddagos infectadogSOARES et al., 2007), em
como na fracdo Mdroalcdolica deStachytarpheta cayennendigervdo) que apresentou
efeito direto sobre promastigotasldéraziliensisMOREIRA et al., 2007).

Até o presente momento nenhuma substancia sintética foi realmente efetiva no
tratamento dakishmaniasee & estudos realizados com produtos e/ou metabdlitos ativos
de plantas tém demonstrado resultadosvitro e in vivo promissores porém ainda
apresentarse muito divergentekste fato eforca a necessidade de mais pesquisas com
plantas para encontrar um ofiérapico capaz de eliminar adiferentes formas de
Leishmaniaspp, potencializando o efeito imunomodulador do hospedeitmra baixa
toxicidade. Funcionandassim,como uma alternativa para o tratamenjaj@e consiga

maximizar o controle da doenca naspulacdes canina e humana.
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2.4Plantas utilizadas no presente estudo

Cinco plantasforam estudadas para verificaratividaddeishmanicidan vitro e in
vivo, sdo elasAloe vera(babosa),Copaifera reticulata(copaiba),Coriandrum sativum

(coentro) Lippia sidoideg(Alecrim-pimenta) eRicinus communi@namona).

2.4.1 Aloe vera

As plantas do géneraloe (Figura R) pertencem a familia Liliaceaegn folhas
espinhosas verdes com um liquido viscoso no interior, originarias da Africa e ha tempos
sdo utilizadas pelmedicina popular no Japao para cura de injdrias na pele, alémadisso,
plantas deste género possuem wnaima a carboxipeptidase é capaz lidrolisa a

bradicininao que evidencia o safeito antiinflamatorio FUJITA et al., 1979

Outros compostos ja foram isolados e identificados através de cromatografia de alta
eficiéncia e pela cromatografia eletrocinética micelar: antraquinonas barbaloina e
isobarbaloina que sdo usadosncopurgativos, além da aloenina e de outros compostos
fendlicos como aloesina,-@-feruloylaloesina e aloeresina A (OKAMURA et al., 1996;
KUZUYA et al.,, 2001). Outro efeito atribuido a plantas deste género é a atividade
antimicrobiana e efeito catarticOKAMURA et al., 1996).

Mais recentemente, foi demonstrado o efeito antineoplasi@lagaarborescence

em camundongos com neoplasia pancreatica (FURUKAWA et al., 2002). Dutta et al.
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(2008) demonstraram que o extrato da parte externa da folA&gera, popularmente
conheci da cfoimfitazcomtra tepasled odonovanicom CI50 variando de 70

a 115pgmL em promastigotas e 3,1 a 11,4 pd/ em amastigotas. Mas, nao demonstrou
toxicidade sobre células monociticas e macrofajeste mesmo estudo,resultado do
testein vivamostrou queo extrato da babosa sobBalb/c infectados experimentalmente
com L. donovani na dose de 15mg/kg/5 dias reduziu a parasitemia em mais de 90% no

figado, bagco e medula dssea sem alterar as fun¢des hepaticas e renais.

2.4.2 Copaifera reticulataDucke

A familia Fabaceaeabrange todas as plantasgineroCopaifera(Figura 13. Este
géneropossui importantes espécimes de plantas medicinais, principalmente, na regiao
Amazobnica A espécieCopaifera reticulataé conhecida populane nt e como fAcop a?
estaarvoreé bastante conhecida na Regido Amazoénica. Tudo indica que o uso deste 6leo
resina veio da observagcdo dos indios ao comportamento de certos animais que, quando

feridos, esfregavarse nos troncos das copaibeiras (PLOWDEN420

Figura 13i Arvore do géner&opaifera Fonte: http:/http://www.ciflorestas.com.br


http://www.ciflorestas.com.br/
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O odleoaresina obtido a partir do tronco destas arvérasmplamente comercializado
em todo o pais devido a suasgriedades antiinflamatodriascecatrizantes (BASILE et al.,
1988; MACIEL et al.,, 2002; VEIGA JR; PINTO, 2002 contra larva de Culex
quinquefasciatug Aedes aegyp(SILVA et al., 2003; GERISteal., 2008) As atividades
anti-Trypanosoma antiLeishmaniga foram mencionadas em estudos etnofarmacologicos
(MACIEL et al., 2002; VEIGA JR; PINTO, 2002). Mais recentemente, um estudo realizou
triagem com oito Oleeeesinas deCopaiferaspp. eC. reticulata demonstrou ter melhor
atividade contra as formas promastigotas, amastigotas axénicas e amastigotas intracelulares
delLeishmania amazonengiSANTOS et al., 2008).

2.4.3 Coriandrum sativum

Coentroé o nome popular da plan@oriandrum sativun{Figura14), estaervaé
muito utilizadana Europa e Asia, pertencentéaénilia Umbelliferae, originad da regi&o
do Mediterraneo, € amplamente utiliaath culinaria brasileirgorincipalmente na regido
Nordestina (MELO et al., 2003Foi empregada como medicanto nogaisesuropeus e
asiaticos. Possuicdo depurativgpodendo ser utilizadna forma de ch&/ou tintura. E
indicach para problemas hepéaticleves. Sua acéo digestiva € muito boa, podendo também
ser empregapara combater colicas intestinais migemas de gaseflanta awal, de
ciclo curto, utilizase seudrutos secos moidos ou mess@as folhas frescas. (MNEZES
JR 2002).

Figura 471 ErvaCoriandrum sativumFonte:http://www.gardeninginfozone.com
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Sujatha e Srinivas (1995) analigmn diferentes extratos aquosos de especiarias e
vegetais indianos avalianacefeito antioxidante sobre a peroxidagao lipidica na membrana
de eritrécitos humanosaextrato aquoso das sementesdentro,dentre outrognibiu em
67% a peroxidacdo lipidic O coentro possui outras atividades como efeito
hipoglicemiante (ElITHRA; LEELAMMA , 1999), efeito preventivo em intoxicacbes por
chumbo em camundongofGA et al.,, 20Q), efeito protetor contra o0 metabolismo de
lipideos no cancer do colon experimentaCH(THRA; LEELAMMA, 2000),
antimutagénico (ORTESESLAVA et al., 2004), antidiabético &&LAGHER et al.,
2003), diurético (ASSAOUI et al., 2007), gastroprotetor LAMOFLEH et al., 2006),
antifangico (ATANDA et al., 2007), ansiolitico AMGHOREISHI et al.,2005) e anti

helmintico sobrédaemonchus contortude ovinos (EEUALE et al., 2007).

2.4.4 Lippia sidoidesCham

A planta Lippia sidoidesCham (Figura 15)pertence a familia Verbenaceae, é
popul arment e ¢ on hpicine gMAZIS,n2002).fls Ifothase floras
constituem a parte medicinal desta planta. Seu Oleo essencial possui elevado valor
comercial, pois contém timol ou uma mistura de timol e carvacrol, dois terpenos fendlicos
com fortissima propriedade antimicrobiana e-aéfitica (MATOS, 2000BOTELHO et
al., 2007.
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Figura 15/ A plantaLippia sidoides Fonte:http://www.lyndha.com

A atividade antihelmintica do 6leo essencialldesidoidesfoi comprovadasobre
Haemonchus contortusum nematdide de pequenos ruminant8yphacia obelata e
Aspiculuris tetrapterade camundongos (CAMURGXASCONCELOS et al.,, 2007).
Assim como sua atividade larvicida contra larvasAddes aegypt{CARVALHO et al.,
2003 CAVALCANTI et al., 2004. Outras atividades também relatadas do 6leo essencial
delL. sidoidessdoacéao:artiinflamatoria, gastroprotetorantioxidante (MONTEIRO et al.,
2007)e antifungica (FONTENELLE et al., 2007)

2.4.5 Ricinus communis

A plantaRicinus communiéFigura 16)popul ar ment e oamohae ci d a
pertence a familia EupHaiaceaeque engloba vasto numero de plantas nativas da regido
tropical, € uma planta arbustiva, com diversas colorac6es de caule, folhas e racemos,

podendo ou ndo possuir cera no caule e pe(RIDRIGUES et al., 2002)

c

(
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Figura 1 PlantaRicinus communig-onte: Rondon, F. C. M. LABODOPAR.

Os frubs, em geral, possuem espinhAs sementes apresenta@ com diferentes
tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloracdo. O 6leo de mamona ou de ricino,
extraido pela prensagem das semgncontém 90% de acido graxo ricinoléico, o qual
confere ao O6leo caracteristicas singulares, possibilitando ampla gama de utilizacdo
industrial, tornando a cultura da mamoneira importante potencial econémico e estratégico
par o pais.O 6leo de ricino, lastido das sementes, além do seu emprego medicinal e em
cosméticos, tem sido utilizado na producdo de biodieseARFPA;, GUERCI, 1982).A
torta de mamonagor sua vez utilizadacomo adubo organico possuinei@ito nematicida
(SAVY FILHO, 20q1).

Os trabéhos elaborados com esta platdan sidoexecutados principalmente com
suas sementedevidoa fracdo protéica das sementEsn suadolhas foram identificados
0S seguintes compostos quimicos: triterpenos, alcaldides, flavondides, glicosideos,
saponinas etaninos e stas partes da planta costumam ser empregadas como
antimicrobianas, acaricidas, filaricidas, moluscicidas e antivirais. Além disso, as folhas de
mamonasao usadas popularmente no Brasil como hipoglicemiante e como diurético

(RODRIGUESEt al., 2@2). A influéncia de uma dieta a base de plantas sobre infec¢des
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por Leishmaniaspp. emPhlebotomus papatasiemonstrou qua dieta comR. comunnis
cau®u mais de 50% de mortalidade efdrmacgéo nos parasitos em 88%s infeccoedos
flebotomineos inféados(SCHLEIN; JACOBSON 1994).
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3 JUSTIFICATIVA

As tentativas de tratamentta LV caninacom drogassintéticascomercialmente
utilizadas em humanos néo t&mo efetivas poiso empregalesses medicamentos apenas
melhora tempa@riamenteos sinaisclinicos do animal ndo revertendo a parasitemi®s
cées tratadopermanecenportadores da doenca gortanto, capazes de infectar o vetor
mantendo a doenga ativa no ambiefiiste fatoassociado a grande variedade de efeitos
colateras e ao alb custo em manter a terapéutica, assim coawo.aparecimento de
parasitos resistentes as drogaséticasatualmente empregadasstimulaa pesquisa de
novas alternativas de tratamenieste contexto, aiso deplantas medicinais a partir da
validacdo cientifica possibilitaa o desenvolvimento de um tditerdpico eficaz no
tratamento da LVhumana ecaninae, por sua vez,poderdauxiliar no controleda

leishmaniasgisceralem ambas as populacdes
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

As plants A. vera C.reticulata C. sativum L. sidoidese R. communispossuem
atividadeleishmanicida.
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5 OBJETIVOS

5.1 0bjetivoGeral

Desenvolver fitoterapicocom atividade leishmanicida partirdas plantag\. verg

C. reticulata C. satiwm, L. sidoidese R. communis

5.2 ObjetivosEspecificos

Caracterizar quimicamente as fracdes e 6leos obtidos de cada planta;

1 Determinara eficaciain vitro das fragcbesobtidas de A. verg C. sativume R.
communissobre as formas promastigotas e amastigigas chagasj

{1 Determinar a eficicia vitro dos 6leos essenciais @e sativume L. sidoidese do
Oleoresina deC. reticulata sobre as formas promastigotas e amastigotak. de
chagasj

1 Avaliar acitotoxicidade ds fracbes e dos Ole@®bre mondcitosmurinos RAW
264.7

1 Avaliar a eficaciain vivo dos bioativos com maior eficacian vitro e menor
toxicidade em hamstey dourade (Mesocricetus auratys experimentalmente

infectads porL. chagasi
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6 CAPITULO 1

Efeito in vitro de fracBes deAloe vera Coriandrum sativume Ricinus communissobre

Leishmania infatume contra células monociticas de murinos

(In vitro effect of Aloe vera Coriandrum sativumand Ricinus communidractions on

Leishmania infantumand on murine monocytic cell$

Periodico: Veterinary Parasitology 178:235240, 2011(Qualis A2). Submetido em 01
de Setembro de 2010. Aceito em 07 de Janeiro de 2011.
doi:10.1016/j.vetpar.2011.01.007.
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RESUMO

Na América do Sul, a leishmaniase visceral (LV) é uotnase causada lpeprotozoério
Leishmania infantunfsinonimia =L.. chagas) e é primeiramente transmitida pela picada de
fémeas dd.utzomyia longipalpisO principal reservatério do ambiente urbano é o éao.
aplicacdo das medidas de controle recomendadas pelos Orgsasddendo tem surtido o
efeito desejavel na reducdo da incidéncia da LV humana e a falta de drogas efetivas no
tratamento canino resultaram em sua proibicdo no Brasil. Portanto, € necesséario pesquisar
por novas alternativas para o tratamento da LV humaaaiea. Os objetivos deste estudo
foram avaliar o efeitan vitro das fracbes déloe vera(babosa),Coriandrum sativum
(coentro) eRicinus communi§namona) sobre promastigotas e amastigotds ddgantum

e analisar a toxicidade contra células monagstimurims RAW 264.7. Para determinar a

CI50 das fracBes sobre promastigotas foi usado o teste MTT e contragataastoi
realizada a técnica ELISH situ. Todas as fracGes foram efetivas contra as promastigotas

e nao diferiram do controle positipertamidina (p>0.05)Entretantp as fracdes acetato de

etila e cloroférmica d&®. communis assim como, a fragdo metandlica@lesativunforam

as mais eficientes contra &srmas amastigotas e nado diferiram do controle positivo
anfotericina B(p>0.05). A fracdo acetato de etila d& communidoi a menos toxica,
apresentando uma viabilidade de 83,5% sobre células RAW .2ZEgt& resultado foi
similar ao controle positivo anfotericina(B>0.05).Estes estudos evidenciam que a fracéo
acetab de etila deR. mmmunispode ser utilizada no estudo vivo porque apresentou
eficacia contra promastigotas e amastigotad..dmfantume a menor toxicidade contra

células monociticas de murinos.

Palavraschaves Atividade leishmanicida Leishmania infantumpn amastigads;

promastigods; atotoxicidade
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ABSTRACT
In South America, visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by the pnotpamEes
Leishmania infantungsyn. L. chagasj and is primarily transmitted through the bite of the
femaleLutzomyia longipalpislts main reservoir in urban areas is the dog. The application
of control measures recommended by health agencies have not achieved significant results
in reducing the incidence of human cases, and the lack of effective drugs to treat dogs
resulted in the probition of this course of action in Brazil. Therefpieis necessary to
search new alternatives for the treatment of canine and human visceral leishmaniasis. The
objectives of this study were to evaluate thevitro effect of fractions fromAloe vera
(aloe), Coriandrum sativunfcoriander), andRicinus communigcastor) on promastigotes
and amastigotes df. infantumand to analyze the toxicity against the murine monocytic
cells RAW 264.7. To determine the viability of these substances on 50% parasi@f (IC

we used a tetrazolium dye (MTT) colorimetric assay (bromidesalimethylthiazol2-yl-
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2,5-dephenyltetrazolium), and on amastigotes we performeal situ ELISA. All fractions
were effective againskt. infantum promastigotes and did not differ frorhet positive
control pentamidine (p>0.05). However, tRe communisethyl acetate and chloroform
fractions, as well as th€. sativummethanol fraction, were the most effective against
amastigotes and did not differ from the positive control amphoteridip>B.05). TheR.
communisethyl acetate fraction was the least toxic, presenting 83.5% viability of RAW
264.7 cells, which was similar to the results obtained with amphotericin B (p>0.05). Based
on these results, we intend to undertakesivo studies withR. communisethyl acetate
fractions due the higkffectiveness against amastigotes and promastigotesiofantum

and the low cytotoxicity towards murine monocytic cells.

Keywords: Lleishmanicidal activity;Leishmania infantumAmastigotes;Promastigotes
Cytotoxicity.

1. Introduction

Leishmaniasis comprises a group of diseases caused by several species of
Leishmaniaand expresses a variety of clinical symptoms. In addition, this group akdse
is the third largest amonigfectious diseases transmittegt vectors, behind malaria and
filariasis (SolaneGallego et al., 2009). This complex disease is endemic in many tropical
and suktropical areas of the Old and New World, reaching 88 countries with over 350
million people at risk (WHO, 2005). Leishman&s an infectious disease that affects poor
people living in rural and suburban settings (Alvar et al., 2006). Visceral leishmaniasis
(VL) is the most serious of these diseases because it can be fatal if not treated and is
extremely important in veterimamedicine because dogs are considered the main domestic
reservoir for human infection (Gramiccia and Gradoni, 2005).

In Brazil, the control measures to combat VL employed by health agencies advocate
euthanasia of positively tested dogs as the primargradtdowever, this measure has not
yielded the expected results, demonstrating the need for new alternatives to help control the
disease. In Europe, the objectives of dmishmaniatreatment in dogs are typically to
induce a general reduction of the i@ load, to treat organ damage caused by the

parasite, to restore efficient immune responses, to stabilize aindluced clinical
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improvement, and to treat clinical relapse (Oliva et al., 2010). But the drugs currently
available have not proven parafgical cure effective in dogs, and therefore the use of
these drugs is prohibited in Brazil (Brazil, 2008), although this position is not been
accepted by the most veterinary practitioners.

New alternatives of control are used likbe antisand fly measres with
deltamethrin impregnated collars or permetivased spebn that have higher efficacy
(Maroli et al., 2010) Moreover, the use of plants to obtain new drugs has increased due to
the need to control parasites with multidmegistance and to mamize the control of
endemic diseases like VL (Croft and Coombs, 2003; Sharief et al., 2006). The use of
secondary metabolites from certain plants was effectivimm ivitro studies on different
forms of Leishmaniaspp., demonstrating the feasibility of abiag new compounds to
combat this parasite (Chen et al., 1993; Schinor et al., 2007; Soares et al., 2007).

Aloe verabelongs to Liliaceae family and was selected for this study due to the
effectiveness of the leaf extract agaihsishmania donovanin vitro and itsability to
reduce more than 90% of tievivo parasite burden in the spleen, liver, and bone marrow
of Balb/cmice (Dutta et al., 20072008. Ricinus communi&, known as castor bean, is a
Euphorbiaceae that has bioactivity in mammalian celtduding effects as an antioxidant,
antrinflammatory, antibacterial and antivird@eattieet al, 2005; Ghosh, 2005)Vhile the
oil of the Coriandum sativumthe coriander of the family Umbelliferae, show pronounced
antibacterial and antifungal effsofMatasyoh, 2009).

Thus, the objectives of this study were to evaluaterthatro effect of fractions of
A. verg C. sativumandR. communigsigainst promastigotes and amastigotes. aifantum

and their cytotoxicity on the murine monocytic cells, RA8M.7.

2. Materials and methods
2.1.Obtaining the fractions

The leaves oR. communisvere collected on the campus of State University of
Ceara in Fortaleza in northeast Brazil, and the leavés wéraand the seeds &. sativum
were purchased commercialljhe samples were dried at room temperature for 7 ddys to

communisandC. sativumand 14 days foA. vera The leaves were cut and the seeds were
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crushed in an industrial blender, the material was then immersed in 96% ethanol for a
week. After passinghe extracts through a rotary evaporator, they were subjected to liquid
chromatography with silica filtration and repeated washings with hexane, chloroform, ethyl
acetate, and methanol. The solvent of each organic phase wasenapoyated to obtain
hexare, chloroform, ethyl acetate, and methanol fractions of each plant (Degani et al.,
1998; Conegero et al., 2003).

2.2.Phytochemical tests

The qualitative phytochemical tests of phenols, tannins, catechins, - leuco
anthocyanidins, flavonoids, steroids, terpengsinones, saponins, and alkaloids were
performed according to Matos (2009) and Siddiqui et al. (2009). These tests are based on
the visual observation of the colorimetric changes or the precipitate formation after an

addition of specific reagents.

2.3. Cultivation of L. infantum

Promastigotes oL. infantum strain MHOM46/LC/HZ1 were grown in M199
(Cultilab®) plus 10% fetal calf serum (FCS) (CultifJp HEPES (Sigmshldrich®), bovine
Hemin (Inlay’), sodium bicarbonate (Sigafsdrich®), gentamicin (40 mgiL) (Inlab®),
and 5% human male sterile urine. Cultures were maintained in a BOD incubator at 23.6 °C
and peal was done every three or four days.

Amastigotes were cultured with murine monocyte RAW 264.7 cells iw&B
microplates. Murine monocyte RAW 264.7 Iselvere counted in a Neubauer chamber and
the concentration used was 1%k&lis/well. The promastigotes were added at a ratio of
10:1 parasites to cell. These cells were cultured in Dulbecco's (Clltidis 5% fetal
bovine serum, sodium bicarbonate,dagentamicin (Inlaf) at a concentration of 40

mg/mL. The bottles were kept ajar for cultivation under glass with 5%at36.6 °C.

2.4.Tests on promastigotes of L. infantum
Promastigotes were counted in a Neubauer chamber and the concentration used was

1x10° promastigotes/well. The fractions of each plant wissolved in milli Q water, and
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they wereevaluated at 6.25, 12.5, 25, 50, and 10 enlg dccording to Tempone et al.
(2005). After 24 h incubation of parasites with the fractions, a MTT test was performed to
determine the IC50 of each plant fraction on the promastigotes. The positive control was 40
e gnL pentamidine and the negative nbml was M199 media only (Cultil&). All
fractions were tested in triplicate. The results were read with a Multiskan MS
(UNISCIENCE®) microplate reader at a wavelength of 570nm.

2.5. Tests on amastigotes of L. infantum

The fractions of plantsvere dissolvd in milli Q water, and they were used
concentrations of 6.25, 12.5, 25, 50, and 100nkgivasadded to microplates containing
the confluent layer of cells with amastigotes. Thesitu immunoassay to determine the
IC50 was performed by ELISAccordingto Piazza et al. (1994).dBore starting the tests,
the infected cells were stained and parasites observed under a microscope. When we
observed more than 50% of infected cells in a microscopic field, the parasite load was
considered appropriate to perfotttme test. Biefly, after 24 h incubation with the plant
fractions, the microplate wells were incubated with 0.01% saponin (SAdunzh®) in 1x
PBS plus 1% bovine serum albumin (Sigidrich®) for 30 minutes at 37 °C. The
blocking reaction was done wittx PBS plus 5% skimmed milk (Nest)efor 30 minutes at
37 °C. The microplates were washed and dried three times, then we added the serum from
immunized rabbits diluted 1:500 in 1 x PBS followed by 3% skimmed milk in 0.05%
Tween 20 (PBSLT) plus 10% FCS,dakept the plates at 37 °C overnight. The conjugated
anti-rabbit 1gG (SigmaAldrich®) was diluted 1:10,000 in PBSLT and after further washing,
orthophenylenediamine chromogen (OPD) (Sighidrich®) was added. In order to stop
the reaction 4N chloric acidNpvaquimic®) was added, and the reading was performed
using a 492 nm filter in a microplate reader. The positive control for this assay was 40
ng/mL amphotericin B (Sigm#ldrich®) and the negative control was the Dulbecco
medium alone (Culiila®). The rdbits were immunized against promastigotes of

Leishmania infantumrlhe serum was obtain&@ days after the immunization.
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2.6. Cytotoxicity test

Monocytic lineage cells from murine RAW 264.7 were grown inwedl
microplates, 100mg/ mL of plant fractions wer added. Subsequent testing was performed
in situby ELISA using the methodology of Piazza et al. (1994). The positive control in this
step was 40 pgiL amphotericin B (Sigm#ldrich®) and the negative control was
Dulbecco medium (Cultilalf). The readingwas performed using a 492 nm filter in a

microplate reader.

2.7. Statistical Analysis

IC50 values (drug concentration able to inhibit 50% of parasites) in the range of
95% (Confidence interval of 95%) were calculated using a nonlinear regression curve. One
way ANOVA and comparative analysis between treatments was performed by Tukey's
parametric test using and 100% survival was based on the OD of the viability control
containing only promastigotes or amastigotes, and/or murine monocytic cells after

normalizaton using the statistical software GraphPad Prism 5.0.

3. Results

IC50 values of ethyl acetate, chloroform, and methanol fractionalad vera
Coriandrum sativum and Ricinus communion promastigotes and amastigotes Lof
infantumwere summarized ohablel. Besides, the drug reference used ininhatro tests
on promastigotes was pentamidine and on amastigotes was amphoteriiiefly, all
fractions were effective again&t infantum promastigotes and did not differ from the
positive control pentamide (p>0.05). However, th&®. communisethyl acetate and
chloroform fractions, as well as tii2 sativummethanol fraction, were the most effective

against amastigotes and did not differ from the positive control amphotericin B (p>0.05).
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Table 1: IC50values of ethyl acetate, chloroform, and methanol fractionslaé vera
Coriandrum sativum and Ricinus communison promastigotes and amastigotes of

Leishmania infantum

e laaey o S oo
Ethyl acetate
A. vera 1.49 0.51i 4.31 1,038 96.49i 11,175
C. sativum 7.1G6° 1.267 39.97 27,334 10,340i 72,290
R. communis 3.45° 0.881 13.50 17.28° 15.16i 19.69
Chloroform
A. vera 26.20° 11.11i 61.78 96.59 65.93i 141.50
C. salvum 33.27° 8.551 128.90 34.20 29.33i 39.87
R. communis 2.85° 0.421 19.49 17.32"° 1.93i 155.20
Methanol
A. vera 1.54° 6.111 30.01 79.82 56.93i 111.90
C. sativum 3.18° 0.701 14.39 0.57 0.02i 17.56
R. communis 11.12° 1.147 108.40 146.60 82.71i 259.80
Positive
Control
Pentamidine 0.177 23.1F°>  0.07i 58.14 - -
Amphotericin B - - 0.08i 51.87"° 0.017 263.40

Equal letter in same column has not statistical difference on positive control (p>0.05)

The cytotoxicity test on nrine RAW 264.7 cells demonstrated that 100npig/of
the ethyl acetate fraction froR. communisvas the least toxic, resulting in 83.5% cell
viability and was not different from the positive control amphotericin B that demonstrated
90% viability (Fig 1).



59

100% B Control Negative (C-)
100y pm .
. &5 Amphotericin B (C+)
§ B3 A. veraethyl acetate fraction (1)
2 804 m A. verachloroform fraction. (2)
<
4 A. veramethanol fraction (3)
% 50! C.sativumethyl acetate fraction (4)
o * . .
) B C.sativumchloroform fraction (5)
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-‘g T C.sativummethanol fraction (6)
“g 40, XN R. communigthyl acetate fraction (7)
g ZZ R.communighloroform fraction(8)
c . .
nEEN oo R.

g 20 HH R. communignethanol fraction (9)
0] ]
o A

0 : A

C-

Figure 1 Viability of RAW 264.7 cells treated with10@y/mL with
either the ethyl acetate, chloroform, or methanol fractionsloé
vera Coriandrum sativum,and Ricinus communisompared to
positive (40pg/mL amphotericin B) and negative controls (Dulbe
mediumn).

* p<0.05

The phytochemical tests showed the presence of various metabolites in the different

plant fractions and these are summarized in Table 2.
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Table 2: Chemical compounds of each fraction identified by phytochemical ¢estsliag
to Matos (2009) and Siddiqui et al. (2009).

Fraction Tannins Flavonoids Steroids Terpenoids Alkaloids Saponins  Quinones

Ethyl Acetate

A. vera - X X - - - X
C. sativum X - - - -

R. communis X - X - X

Chloroform

A.vera X X X - X - X
C. sativum - X - X X

R. communis - - X - -

Methanol

A. vera X X - - X - X
C. sativum X X X - X

R. communis X X X - X X

4. Discussion

The effectiveness of these plants is probably due to the secondary metabolites
present in the plant frions. The compounds identified by the phytochemical tests have
been evaluated in different species ladishmania For instance, naphthylisoquinoline
alkaloids reduced the growth df. major promastigotes and the infection rate of
macrophages. These effeetere not associated with the production of nitric oxide (NO) or
the secretion of cytokines by macrophages, and were probably due to direct action on the
parasite (PontSucre et al., 2007).

Some terpenoids have also demonstrated leishmanicidal actioh, as citral
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derived from the essential oil @ymbopogon citratysvhich had a significant effect dn
amazonensjgeducing the survival of promastigotes by 100%. Apparently the citral acts on
the division cycle of the parasite (Santin et al., 200Bjalbol, another terpenoid found in

C. sativumfruit, stimulates the production of reactive oxygen species such as NO by
inhibiting the activity of the mitochondrial respiratory chain and decreasing levels of ATP
and glutathione in cells (Usta et al., 2D0%Bhis finding reinforces the theory of indirect
action of linalool, favoring NO production by macrophages in an attempt to eradicate the
intracellular parasite. Other terpenoids and flavonoids obtained @brasta scapigera
were active against amastigetofL. amazonensjsnhibiting the replication of the parasites
(Schinor et al., 2007).

The flavonoid quercetin isolated from leaves Rf communisand fruits of C.
sativum(Rodrigues et al., 2002; Ali et al., 2008) interferes with the iron metabatidm i
donovani,reducing splenic burden in golden hamsters by 75 to 95% (Sen et al., 2008).
Therefore, the inhibitory effect on promastigotes and amastigotes observed in fractions of
C. sativumand R. communisnay be due to the presence of terpenoids ambffioids,
suggesting the action on NO production of macrophages and/or iron dependent enzymes.

Anthraquinones are secondary metabolites belonging to the group of quinones and
are found abundantly in the plants of the geddse The mechanism of action of
anthraquinones is to inhibit the synthesis of nucleic acids and therefore inhibit the
formation of proteins in bacteria (Levin et al., 1988). Thus, the effect observed in
infantum promastigotes may have been due to the inhibition of protein synthgsis b
qguinones present in thke verafractions studied, but the low efficiency on amastigotes and
its high toxicity preclude its use in vivotesting.

The saponins are steroid substances with various biological activities. It is believed
saponins increashe membrane permeability of the parasite causing their lysis, and this is
likely the effect of theR. communigthyl acetate and chloroform fractioos L. infantum
This activity can be explained by the affinity of this metabolite for cholesterol prigsent
the cell membrane, forming insoluble complexes (Francis et al., 2002).

Phytosterols are a group of steroid alcohols naturallg c ur r i ng -1i n pl art

sitosterol and stigmasterol were identified and althotinginte are no studies that report
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leishmanicidal action, the antimicrobial, amflammatory (Nishioka et al., 2002), anti
carcinogenic (Awad and Fink, 2002), and cholestlwaering (Law, 2000) activities of
these phytosterols have been demonstrated. Bouic and Lamprecht (1999) réported
sitosterol increased the activity oflfmphocytes and natural killer cells. Nishioka et al.
(2002) reported that the antimicrobial and -anfiammatory actions oMallotus peltatus
were due to a combination of several substances, amongbtiséosterol. The same anti
inflammatory effects ob-sitosterol and stigmasterol isolated from the leave€roton
pullei were observed by Rocha et @008), although the mechanisms responsible for these
effects are not yet fully understood.

Among the nine fractions tested, the ethyl acetate fractidh dbmmunishowed
the best results. This fraction was highly efficacious againstfantumpromasigotes and
amastigotes while having low cytotoxicity on RAW 264.7 monocytic cells. The presence of
flavonoids, alkaloids, saponins, and phytosterols suggests the action is due-to iron
dependent enzymes and membrane lysis of the parasite, but more stadiegded to
determine the most prevalent metabolite and whether its action is independent or
synergistic.
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7 CAPITULO 2

Eficaciain vitro de Coriandrum sativum Lippia sidoidese Copaifera reticulatasobre

Leishmania chagasi

(Efficacy of Coriandrum sativum Lippia sidoidesand Copaifera reticulataagainst

Leishmania chagasin vitro)

Periddico: Revista Brasiléra de Parasitologia Veterinaria (Qualis B3). Submetido em
11 de Abril de 2011.



67

RESUMO

O aumento na incidéncia da Leishmaniase Visceral (LV) no Brasitsteudneficacia das
medidas de controle da doenca. Além disso, ndo h4 tratamento efetivo paraind/ oa
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos Oleos essencié@lsrtendrum sativune de

Lippia sidoidese do Oleeresina deCopaiferareticulatasobre promastigotas e amastigotas

de Leishmania chagas analisar o grau de toxicidade sobre leSlunonociticas murinas
RAW 264.7. Para determinar a CI50 sobre promastigotas foi usado teste MTT e sobre
amastigotas foi realizado imunoensaicitu pela técnica de ELISA. Os resultados obtidos
comprovaram que o Oleesina deC. reticulata foi o0 mais déicaz contra as formas
promastigotas (CI50 de 7,88mgll) e amastigotas (CI50 de 0,52pd/) e em nenhum dos

dois testes diferiu do controle pentamidina que obteve CI50 de28,1TugmL, no teste

sobre promastigotas, e anfotericina B que obteve CI50 8¢5Q,87ugimL nos testes com
amastigotas (p>0.05). Quanto a citotoxicidaalgenas o Olecesinade C. reticulatando
apresentou toxicidagdeom 78,45% de mondcitos viaveis. Os resultados obtidos sobre
promastigotas e amastigotas e a auséncia de citotadéido 6leaesina deC. reticulata
evidenciam que este Olgesina pode ser viavel para a analise de seus efeitos terapéuticos

em testem vivo.

Palavras-chave:Plantas leishmanicidas, 6leos, citotoxicidade, amastigotas e promastigotas
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Abstract

The increaed incidence of visceral leishmaniasis (VL) in Brazil is due to a lack of effective
disease control measures. In light of the fact that no effective treatment exists for canine
VL, the objective of this study was to evaluate the effect of the esselgiaf Gioriandrum

sativum and Lippia sidoides and oleoresin fronCopaifera reticulata,on Leishmania
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chagasipromastigotes and amastigotéée also examined the toxicity of these treatments
on the murine monocyte cell line RAW 264.7. To determine the iE%ach oil, an MTT

test was performed on promastigotes, andirarsitu ELISA assay was conducted on
amastigotes. Here, exe demonstrate that oleoresin fromC. reticulata was effective
against both promastigotes (IC50 of 7.88mg) and amastigotes (IC5&f 0.52 pgmL),

and neither of the two treatments differed significantly (p>0.05) from pentamidine (IC50 of
0.177 23.11 pgmL) and amphotericin B (IC50 of 0.0851.87 pgmL). Of the three plant

oils tested, only oleoresin showed no toxicity toward moteayith 78.45% viability after
treatment. Inhibition of promastigote and amastigote growth and the lack of cytotoxicity by
C. reticulata demonstrate that oleoresin may be a viable option for analyzing the
therapeutic effects of leishmanicidal plamtsivo.

Keywords: Leishmanicidal plants, oils, cytotoxicity, amastigotes and promastigotes

Introduction

The World Health Organization (WHO) considers visceral leishmaniasis (VL) to be
a major tropical zoonotic disease (MISHRA et al., 2009). VL, which coadirta resist
modern control efforts, is most common in northeastern Asia, eastern Africa and
northeastern Brazil, but cases also occur in southern Europe and elsewhere. Each year,
there are approximately 500,000 new cases and more than 50,000 deathsidepridw
however, because leishmaniasis is not a commonly reported disease in many countries,
these values are probably underestimated (WHO, 2010). In Brazil, this disease has
expanded throughout the canine and human populations in various regions (RONDON et
al., 2008; BRASIL, 2009). In addition, infected dogs have been associated with all human
disease outbreaks, representing the main link in the chain of transmission, and, despite
theexistence obtherLeishmaniareservoirssuch asiorsesand cats, dogs arthe only
confirmed domestic reservoir (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

Until now, canine visceral leishmaniasis (CVL) has proven to be resistant to
available synthetic antiparasitic drugs, thus reinforcing the need for alternatives in disease
control. CVL theapies aim to reduce the parasite load, minimize organ damage by the

parasites, and redirect the immune response to improve animal health and prevent relapse
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(OLIVA et al., 2010).

Alternative methods of parasite control, including deltametinnipregnatectollars
or spoton permethrinbased topical insecticides, are being employed in an attempt to block
transmissio(MAROLI et al., 2010) Furthermore, the use of plants for new medicines has
increased, both to combat multidrtggistant parasites and to nraxie disease control
(CROFT; COOMBS, 2003; SHARIEF et al., 2006).

Essential oils are natural products of great medical importance because they already
possess proven antifungal, antimicrobial, and antileishmanial activities {LEAL
CARDOSO, 2000; ANTHONY eal., 2005; OLIVEIRA et al., 2009). The objective of this
study was to evaluate the effect of the essentials oiSoofandrum sativunmand Lippia
sidoides and oleoresin fromCopaifera reticulataon L. chagasi promastigotes and
amastigotes, as well as theytotoxicities in the murine monocyte cell line RAW 264.7.

Materials and Methods
Extraction of essential oils and oleoresins

The essential oil ofL. sidoides (alecrimpimenta; family: Verbenaceae) was
purchased from PRONAT (Produtos Naturais LTDA). reticulata (copaiba balsam;
family: Fabaceae) oleoresin was purchased at a street fair in the state of ParaCBrazil.
sativum(coriander; family: Umbelliferae) seeds were dried for one week, and the essential
oil was extracted by steam distillation.

Phybchemical tests

Qualitative phytochemical tests of phenols, tannins, catechins, leucoanthocyanidins,
flavonoids, steroids, terpenes, alkaloids, and saponins were performed according to Matos
(2009) and Siddiqui et al. (2009). These tests are based onisted wbservation of
colorimetric changes or on the formation of a precipitate after the addition of specific

reagents.
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Chemical analysis

The oils were chemically analyzed at the Laboratorio de Analise de Alimentos,
EMBRAPA/Agroindastria using gas chmatography/mass spectrometry (GC/MS) on a
5971 GC/MS (HewlettPackar®) at a temperature of 270 °C. Constituent molecules were
identified by their retention indices and mass spectra compared to a database of known
chemical signatures (ALENCAR et al., 198¥0)AMS, 1989).

Cultivation of Leishmania chagasi

Promastigotes ofL. chagasi strain MHOM46/LC/HZ1 were grown in M199
(Cultilab®) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (CuffjatHiEPES (Sigmia
Aldrich®), bovine hemin (InlaB), sodium bicarbonate i@na Aldrich®), gentamicin (40
mg/mL) (Inlab®), and 5% human male sterile urine. Cultures were maintained in a BOD
incubator at 23.6 °C, and were passaged every three to four days.

Amastigotes were cultured with the murine monocyte cell line RAW 264.5-in 9
well microplates. Cells were counted in a Neubauer chamber and plated at a density of
1x10" cells/well. Promastigotes were added at a ratio 10:1 parasites to cell. Cells were
cultured in Dul be® witht58 F@S sotiummbicgrbGnate,tatél a b
mg/mL gentamicin. Bottles were kept ajar and cultivated under glass with 5%aCO
36.6°C.

Assays on L. chagasi promastigotes

Promastigotes were counted in a Neubauer chamber and used at a concentration of
1x10 promastigotes/well. The oils of eactapt were dissolved in mill) water, and were
evaluated at 6.25, 12.5, 25, 50, and 100rnig/according to Tempone et al. (2005). After a
24-h incubation with the relevant compound, a tetrazolium dye (MTT) colorimetric assay
(bromide 34.5-dimethylthiazol2-yl- 2.5dephenyltetrazolium) was performed on
promastigotes to determine viability, and the IC50 of each treatment was calculated. The
positive control for this assay was pentamidine, and the negative control was M199
medium. All oils were assayed inglicate. The MTT assay was analyzed on a Multiskan
MS (UNISCIENCE®) microplate reader at a wavelength of 570 nm.
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Assays on L. chagasi amastigotes

Plant oils were diluted in milQ water to 6.25, 12.5, 25, 50 and 100mbg/and
then added to microplatesrdaining a confluent layer of cells and amastigotesinAsitu
enzymelinked immunosorbent assay (ELISA) to determine the IC50 was performed
according to the method of Piazza et al. (1994). Prior to treatment, infected cells were
stained, and parasites m@eobserved by microscopy. Experiments were performed on cells
exhibiting greater than 50% infection in a given microscope field. Briefly, after a 24 h
incubation with the indicated plant oil, a solution of 0.01% saponin (Sigtdech®) and
1% bovine senm albumin (BSA; SigmigAldrich®) in 1X phosphatéuffered saline (PBS)
was added to each well, and plates were incubated for 30 min at 37 °C. Wells were
subsequently blocked with 5% nonfat dry milk (Né®tlen PBS for 30 min at 37 °C.
Microplates were wasld and dried three times and then -antchagasiserum, diluted
1:500 in 1X PBS containing 3% milk, 0.05% Tween 20 (PBSLT) and 10% FCS, was
added, and plates were incubated at 3@%€rnight. Horseradish peroxidasenjugated
antirabbit 1gG (SigmaAldrich®) was diluted 1:10,000 in PBSLT and, after further
washing, orthephenylenediamine chromogen (OPD) (Sidg#larich®) was added. To stop
the reaction, 4 N chloric acid (Novaquiniiyawas added, and plates were read on a
microplate reader using a 49 filter. The positive control for this assay was 40mig/
amphotericin B (Signialdrich®), and the negative control was Dulbecco medium alone.
To generate anti. chagasiantibodies, rabbits were immunized with promastigotes, and

serum was obtained 30 dayseafimmunization.

Cytotoxicity assay

RAW 264.7 cells were grown in 98ell microplates and treated with 100 prd/ of
plant oils. Subsequent testing was perfornreditu by ELISA, as described above. The
positive control in this step was 40 pgl amphoteicin B (Sigma Aldrich®), and the
negative control was Dulbecco medium. Readings were performed usingnandder in
a microplate reader.

Statistical analysis
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The drug concentrations that achieved a 50% inhibition in the growth of parasites
(IC50) werecalculated using a nonlinear regression curve, with a 95% confidence interval.
Ondway ANOVA and comparative analysis between treatments was performed on
nor mali zed values with Tukeyds parametric t
Prism 5.0. Formormalization, 100% survival was computed as the OD of the control

containing only promastigotes or amastigotes, and/or cells alone.

Results

When applied to promastigotds, sidoidesessential oil exhibited an IC50 of 19.76
png/mL (95% CI, 11.00i 38.98 with an effectiveness value of 56.3%, aBdreticulata
oleoresin exhibited an IC50 of 7.88 pg/ (95% CI,1 . 520. 86) wi th an ef f e
v a |l u@d.2%. fThese results confirmed that both oils were most efficieht ghagasi
promastigotesand did not differ significantly from pentamidine, which had an IC50
ranging from 0.17 t@3.11ug/mL (95% CI,0.0771 58.14). The essential oil &. sativum
was the least effective on promastigotes (27.5% effectiveness), with an IC50 of 181.00
png/mL (95% Cl, of ¥.5371 269.60).

Treatment of amastigotes with essential oils generated IC50 values of 5m0Z g/
(95% CI,0.477 54.33) forL. sidoides 1.51 pgmL (95% Cl,0.061 37.64) forC. sativum
and 0.52 pghL (95% CI,0.057 5.39) forC. reticulataoleoresin. Thee results did not
differ significantly from amphotericin B, which had an IC50 ranging from 0.08 to 51.87
(95% CI1,0.017 163.40). The most potent extract against amastigotesCwasticulata
with 91.4% effectiveness, followed hy. sidoideswith 73.4% efectiveness; the least
efficient was the essential oil @f. sativumwith 68.8% effectiveness. These values did not
differ significantly from amphotericin B, which demonstrated 90.9% effectiveness
(p>0.05)

The oleoresin fromC. reticulata was not toxic toRAW 264.7 cells; the cells
displayed 78.45% cell viability, which did not diffesignificantly from positive and
negative controls (p>0.05). In contrast, the other oils demonstrated some toxicity; 49.9%

viability was observed in cells treated with satvum and 57.8% viability was observed in
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cells treated with.. sidoides These results were significantly different from the positive
control (p<0.05)Figure 1).
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Figure 1. Effect ofC. sativumandL. sidoidesessentials oils, an@. retiaulata oleoresin at a
concentration of 100 pg/mL, on the viability of the murine monocyte cell line, RAW 264.7.
Amphotericin B (40 pg/mL) was used as a reference, and Dulbecco medium served as the

negative control. * p<0.05.

Phytochemical analysis revealéte presence of terpenoids in the extracted oils.
Further characterization determined that the principal constituerits sifloidesessential
oil, C. sativum essential oil an@. reticulataoleoresinwe r e t hlyimoad I, o o and

caryophyllene, respectively (Table 1).
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Table 1: Relative percent composition@driandrum sativunandLippia sidoidesssential

oils, andCopaifera reticulataoleoresin.

) Percentage
Plants Constituents
%
b-Caryophyllene 4318
Copaifera reticulata UBergamotene 8.76
Copaene 8.69
b-linalool 73.21
Coriandrum sativum Camphor 4.25
U-Pinene 4.20
Thymol 59.65
Lippia sidoides b-Caryophyllene 10.60
Cymene 9.08
Discussion

A study among eightlant speciesf the genusCopaifera (C. multijugg C.
officinalis, C. reticulatg C. lucens C. langsdorffii, C. paupera C. marti, and C.
cearensiy related thaC. reticulatademonstrated the greatest efficacy agdiesshmania
amazonensigyith IC50 values of 5 pugiL on promastigotes and 20 mgll on amastigotes.

This oil also exhibited a low level of toxicity toward the murine macrophage cell line
J774G8 (SANTOS et al., 2008). The results obtained here were similaiC wigticulata
oleoresin proving to be even ma#ective againsk. chagasipromastigotes (IC50 of 0.52
png/mL). The differing IC50 values obtained with reticulataoleoresin on amastigotes of

L. amazonensiand L. chagasican be explained by differences in the expression of
membrane proteases, suahgp63 and gp42, and other ligands, such as lipophosphoglycan,
because these molecules directly regulates parasite virulence (BURNS et al., 1993; CHEN
et al., 2000; YAO et al., 2002).
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Oliveira et al. (2009) had previously investigated the activity ofrésdeils from
Cymbopogon citratysL. sidoidesand Ocimum gratissimunagainst promastigotes af.
chagasi.In this study, the most effective compound v@scitratus,with an IC50 of 45
pg/mL, followed by the oil ofO. gratissimumwith an IC50 of 75 pghL; the least
effective essential oil wds. sidoideswith an IC50 of 89 ughL. Another study performed
on promastigotes and amastigoted_othagasireported that essential oils from plants of
the genud.ippia were effective in inhibiting promastigotafection, with IC50 values of
4 . 4 mlefgr L. origanoides 5 .nfL foe Lg ¢itriodora, 1 8 mi9for ¢.calba, and
51. 8mL ¢gfog L. micromera No oil had demonstrated inhibition of intracellular
amastigotes in the human monocyte line THEESCOBAR et ki, 2010). In contrast, in
the present work.,. sidoidesoil exhibited the greatest activity against both promastigotes
and amastigotes af. chagasi The difference between the IC50 values may be due to the
composition of the oils, which is highly varigbldepending on the soil where the plant was
grown, the time of collection, environmental factors and other effects (MARTINS et al.,
2006; NOGUEIRA et al., 2007).

The main constituents d€. sativum, L. sidoideand C. reticulataoils were the
monoterpened-l i nal ool and t hy mo lcaryophyllehe, tefpectivelye s qui t e
Similar findings were obtained by Ghannadi e Sadeh (1999 fasativum Camurca
Vasconcelos et al. (2007) for sidoidesand Santos et al. (2008) fGr reticulata

The mechaism of action of linalool found in the fruit &. sativumis to stimulate
the production of reactive oxygen species, such as nitric oxide (NO), to inhibit the activity
of mitochondrialrespiratory chain and to decrease levels of ATP and glutathione in the
cells (USTA et al., 2009). It reinforces the model that linalool acts indirectly to favor NO
production by racrophages to eradicate the infection vigiishmaniaspp.

Thymol, a terpenoid, causes structural and functional damage to the cell membrane
and ats directly on the synthesis and activity of ATPase and on the concentration of
potassium and phosphate ions in the parasite. These activities have been characterized in
bacteria, andthis is the likely mechanism of action agairistishmaniaits possible
(LAMBERT et al., 2001; OSORIO et al., 2006). Synthetic thymol compounds exhibited an
IC500 f 1 9 L a&ainst grbmastigotes beishmania panamens{OBLEDO et al.,
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2005). In another study, a thyraath L. sidoidesessential oil showed an IC50 of 89

€ gnL againstL. chagasi(OLIVEIRA et al., 2009). The essential oil &f citriodora,

which i s al so rich i n t hymol , rle onoLn shagasa t e d an

promastigotes (ESCOBAR et al., 2010). In this report, the essential &il sidoides

proved to be rich in thymolonarontastigoteedfthee d an |

same speaes. Synthetic thymol exhibited highk250 valueshan theessential oils, which

are composed of natural thymol and other substances. Thuaptheeffective actioof

theoils maybe due to the synergistic effect of other compounds, such as caryoptaién

cymene, or perhaps thymol is not as potent aghirnsanamensisompared td.. chagasi
While the mechanism of action @Fcaryophyllene is not well understood, it is

effective against.. amazonensi$SANTOS et al., 2008) and exhibits amtflammatory

(SHIMIZU et al., 1990), antimicrobial and antioxidant properties (SAHIN et al., 2004).
Investigations using natural produdiave shown great potential in finding new

agents to fight tropical diseases, and the results here demonstrat€. theticulata

oleoresin is highly effective against promastigotes and amastigoties ablagasi while

exhibiting no toxicity toward the RAVZ64.7 cell line. While further research is needed to

prove its efficacyin vivo, C. reticulataoleoresin may be a promising new treatment for

visceralleishmaniasis caused hy chagasi
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8 CAPITULO 3

Eficacia do Oleeresina deCopaifera retculata em hamsters douradosNlesocricetus
auratus) infectados experimentalmente poteishmania chagasi

(Efficacy of Copaifera reticulataoleoresin in golden hamstersNlesocricetus auratus

experimentally infected byLeishmania chagagi

Periddico Veterinary Parasitology (Qualis A2).
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ABSTRACT

Natural productsappearas a viable alternative against \esal Leishmaniasis(VL)
because there is no proven parasitological cure by synthetic th&tapwtudyevaluated

the effectiveness of theoleoresin of Copaifera reticulata in Golden hamsters
experimentally infected bikeishmania chagasill experiment lasted foninety days, but

the treatmenbnly lasted forthirty days The test groups uses0 and 100mg/kgIP of
oleoresin from C. reticulaa and positive control20mg Sb'/kg IP de meglumia
antimoniate(Glucantimé&). In D30, D45andD90af t er t he an campldsdfs eut h e
liver and spleen were collectddr histopathology andmprints from organs to determine

the parasite burden peragn of organThe animals euthanized idB with the higher dose

of the oeloresin ofC. reticulatashowed 80.2% reduction in liv@rparasite load and this
result did not differ statistically (P>0.05) from control positive drug, 92.2%. At the same
time, thespleen reduction parasite load was 49.5% and differed statistically (P<0.05) from
reference dru@®1.7%. In the D90 the efficacy with the higher dog200mg/kg was74.7%

in spleen samples ant2.7% in liver samples, however these resutffered of contol
positive thatobtained efficacy of 97.4% ar@b6% in spleen and liver samplé®<0.05).
Histopathologic findings in the liver and spleen of hamsters that were treated showed
compatibility with the histological aspects of infection by viscerotrop&shnania
Therefore, the oleoresin @. reticulatacan be aralternative for the treatment of th, it
showed efficacy equivalente to the reference drug for the treatment of liver samples and th
histological findingssuggest immune response stimulatibfowever, futher studies are
needed to determine the mechanism of action of this oleoresin against the pratozoan

chagasi

Keywords: OleoresinAlternative treatmenExperimental infectionHamsterLeishmania

chagasi
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Resumo

Os produtos naturais surgecomo alternativa viavel contra leishmaniase viscérsl)

porque ndo ha cura paraddgica comprovada pela terapia sintética. Este trabalho avaliou a
eficacia do Olegesina de Copaifera reticulata em hamsters dourados infectados
experimentalmente pdreishmania chagasiTodo o experimento durou 90 dias, mas o
tratamentoocorreudurante30 dias Os grupos testes usaram 50 e 100mdRgle 6lee

resina deC. reticulatae controle positivo 20m&b'/kg IP de antimoniato de meglumina
(Glucantimé&). No D30, D45 e D90 apds eutanasia dos animais foram coletadas amostras
hepéticas e esplénicas @dnistopatologia eémprints dos 6rgdos para determinacdo da
parasitemia Os animais eutanasiados n@dcom a maior dose do Okeesina deC.
reticulata demonstraram reducédo de 80,2% na carga parasitaria hepatica e este resultado
nao diferiu (P>0,05) da dga de referéncia, 92,2%lo mesmo momento a reducdo do
parasitismo esplénico foi de 49,5% e diferiu estatisticamente (P<0,05) da droga de
referéncia que obteve 91,7%. N@MDa eficacia com 100mg/kg foi de 74,7% nas amostras

do bacgo e 72,7% no figado, codb estes resultados diferiram do controle positivo com
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eficacia de 97,4% no baco e 96% no figado (P<0.05). Os achados histopatolégicos no
figado e bagco dos hamsters tratados foram compativeis com o0s aspectos histologicos de
infeccdo porLeishmaniaviscerdropica. Portanto, o Olesina deC. reticulatapode ser

uma alternativa para o tratamento da LV, pois apresentou eficicia equivalente a droga
padrdoem amostras hepaticas durante o tratamertis achados histolégicesgerem um

efeito imunoestimulanteContudo, novos estudos sdo necessarios para determinar o

mecanismo de a¢do deste 6leo sobre o0 protozbacimagasi

Palavras-chave:Oleo resina. Tratamento alternativo. Infeccéo experimental. Hamster.

Leishmania chagasi

Introducao

A leishmaniaseigsceral (LV) € uma zoonose de caracteristica crénica e em alguns
casos nadratados pode ocasionar obito (Desjeux, 2004). O cdo € o Unico reservatorio
doméstico comprovado, sendo, portanto, o elo responséavel pela transmissdo no ambiente
urbano (Gramiccia &radoni, 2005). Uma das medidas de controle preconizadas pelos
orgdos de saude no Brasil determina que o0 cdo soropositivo deve ser eutanasiado.
Entretanto, esta medida € encarada de forma negativa tanto pelos veterinarios, quanto pelos
proprietarios dos ramais. Além disso, o impacto desta acdo ndo tem demonstrado
resultados favoraveis na reducéo da incidéncia da LV humana. Acreseanfato de que
esta doenca enconisg@ em plena expansdo no territério brasileiro (Brasil, 2010a). Na
regido Sul do Braki antes considerada area indene, em 2009 foram identificados os
primeiros casos autéctones de LV canina e humana (Brasil, 2009; Brasil, 2010b).

Alternativas voltadas para o animal tentam auxiliar o controle desta enfermidade,
como o uso de colares impreglos com deltametrina e permetrazan aplicacdo dspot
on (Maroli et al., 2010). O tratamento canino com drogas sintéticas também é uma opcao,
exceto no Brasil porque esta pratica € proibida. Entretanto, esta medida visa minimizar os
efeitos deletérioscasionados pelo parasito, pois até 0 momento ndo ha cura parasitologica
comprovada (Oliva et al., 2010). Varios estudos tém sido realizados sobre a eficacia de

plantas contra parasitos do génemshmania(Costa et al., 2006; Brenzan et al., 2007;
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Sartoeli et al., 2007; Santos et al., 2008). Este fato reforca a afirmativa de que as plantas
fornecem uma ampla fonte de moléculas que apresentam diferentes efeitos na homeostase
humana (Lorenzi e Matos, 2000). Produtos naturais tém sido extensivamente aidosnhe
como fontes de componentes ativos com importantes atividades efetivas na terapéutica
medicinal. Fato este comprovado, pois a maioria das substancias sintéticas € originaria de
produtos naturais (Harvey, 2008). Antes do advento das triagens decatibbgea e dos

feitos posgendmio mais de 80% das drogas sintéticas eram originadas de produtos
naturais (Sneader, 1996). Portanto, deeeevidenciar o importante papel dos produtos
naturais para a saude humana e animal.

O género Copaifera possui imporntes espécimes de plantas medicinais,
principalmente, na regido Amazénica. O étesina obtido a partir do tronco destas
arvores € amplamente comercializado em todo o pais devido a suas propriedades
antiinflamatoéria e cicatrizante (Basile et al., 1988ciel et al., 2002; Veiga Jr e Pinto,
2002). As atividades anlirypanosomae antiLeishmaniaja foram mencionadas em
estudos etnofarmacolégicos (Maciel et al., 2002; Veiga Jr e Pinto, 2002). Mais
recentemente, um estudo realizou triagem com oito -0ésgtas deCopaiferaspp. ea
espécieC. reticulata demonstrou ter melhor atividade contra as formas promastigotas,
amastigotas axénicas e amastigotas intracelularesidbmania amazonens{Santos et
al., 2008). Outro estudo realizado cof. reticulata evidenciou eficacia contra
promastigotas e amastigotasladgshmania chagasPortanto, o objetivo deste trabalho foi
determinar o efeito do Olemsina de C. reticulata em hamsters infectados

experimentalmente pdr. chagasidados nao publicadas)

Material e Métodos
Comité de Etica

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara registrado sob numero 0862qa8/2009).
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Obtencao e caracterizacdo quimica do étesina

O dleoresina deC. reticulaa da familia Fabaceae foi adquirido comercialmente em
feirarlivre no Estado do Par4, Brasil.

A caracterizacdo quimica foi determinada de forma qualitativa pela andlise de
fendis, taninos, catequinas, flavonoides, alcaldides e terpendides deschitatq(2009)
e Siddiqui, et al. (2009)e quantitativamente pela técnica de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (CG/EM) para caracterizar a estrutura quimica de cada
substancia presente no ol@dencar et al., 1984

Estudoin vivo
Promastigotas de L. chagasi

As promastigotas dé. chagasicepaBA-262 foram cultivadas em meio M199
(Cultilab®) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (CuftjaiEPES (Sigma
Aldrich®), Hemina bovina (Inla®), bicarbonato de sédio (Sigaddrich®), gertamicina na
concentracéo de 40nmL (Inlab®) e 5% de urina humana masculina estéril. O cultivo foi
mantido em estufa tipo BOD em temperatura de 23.6 °C. Apds sete dias de cultivo as
promastigotas foram coletadas e centrifugadas a 2.000 g por 15 minusmiaslacom
tampao fosfato salina 1x concentrado (PBS, pH 7,2) e suspensas, novamente, em PBS. Os
parasitos foram entdo contados em camara de Neubauer. A suspensao final foi ajustada para

fornecer o nimero de promastigotas necessarioogadeulo.

Animaise Infeccao

Cinguenta hamsters douraddgesocricetus auratysde ambos 0s sexos de 6 a 8
semanas de vida, foram mantidos livres de patégenos em gaiolas com acesso livre a racéao
pelletizada e agua. Os animais foram divididos em cinco grupos com 10 hanstzda.
A infeccdo dos animais foi realizada por via intraperitoneal (IP) com promastigotas de
chagasi na concentracdo de 1x1(parasitos/mL em PBS Os animais foram
acompanhados por 90 dias (D90) com avaliacdo clinica onde se obsapatecimeio
de sinais clinicos sugestivos de infeccdo porchagasi como: perda de peso, apatia,

desidratacdo e descamacéo das extremid&#egiena, et al. 2000)
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Protocolo Terapéutico

Apés confirmacado da infec¢cdo que foi realizada pela visualizacdo de anaastigot
nosimprinstsdo baco e figaddos animais do BD e pela constatacdo dos sinais sugestivos
de infeccdo poL. chagasi podese realizar o tratamento nos animsgguindo o protocolo
demonstrado na tabelaA.duracédo dstratamentos foi de 30 dias consévos,do 30° dia
posinfeccao (D30 ao 60° dia péinfeccdo (50). No D30 e D45 (15° dia de tratamento)
dois animais de cada grupo foram submetidos a anestesia dissociativa com 200mg/kg de
Ketamina e 10mg/kg de Xilazina, ambas por via intramuscular ten&iados com
200mg/kg tiopental IPPaiva et al., 2005)Amostras de figado e baco foram colhidas para
histopatologia émprints destes 6rgaos fam realizados e corados por panéti@pido para
determinacdo da carga parasitaoélho, et al2006). Nofinal do experimentdD90),
todos os animais remanescentes (6 hamsters/grupo) foram submetidos ao mesmo protocolo

de eutanasia e amostras dos orgiess foram coletadas para posterior analise.

Tabela 1 Protocolo terapéutico instituido nos grupos expentais.

Via de Animais
Grupos Tratamento o
Administracao Infectados
T1 100mg/kgC. reticulata IP Sim
T2 50mg/kgC. reticulata IP Sim
20mgSh'/kg Antimoniato
Controle _ .
- de meglumina IP Sim
Positivo _
(Glucantim&)
Controle _
. - - Sim
Negativo
Sadio - - Nao

Estudo Histopatologico e Carga Parasitaria
A andlise histopatolégica foi realizada a partir da preservacdo destas amostras em
formalina tamponada a 10%. Fragmentos de figado e bago sofreram processamento

histologico de rotina: desidratacdo em alcoogfahizacdo em xilol e impregnacdo em
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parafina. Os blocos de parafina foram cortados por microtomo com espessura de 4um e
corados pela hematoxilireosina para posterior observacdo em microscépio éptico com
auxilio do 6leo de imersdo em aumento de 10QRicaCapela, et al. 2003). O controle
para aspectos de normalidade dos 6rgdos considerados foram dois animais pertencentes ao
gruposadio que apresentam animais nao infectados

A carga parasitaria de cada 6rgéo foi calculada a partir da férmula: niumero de
amastigotas por nucleo de célula x peso do 6rgdo (gramaj)xdel@cordo com Buffet et
al. (1995). Aeficacia foi calculada de acordo com Ferreira et al. (2010) a partir da relagéo
entre: média de amastigotas no grupo tratado/média de amastigotagppongo tratado

(controle negativo 1) X 100.

Analise Estatistica

Todos os valores de carga parasitaria obtidos foram descritos como média £ desvio
padrdo e estdo apresentados nas Figuras 4 e 5. A comparacao dos grupos foi feita através da
andlise de vadéincia ANOVA twoway seguida pelo teste de Bonferroni. O nivel de
significancia usado foi de 5%. Todas as analises foram realizadas pelo software estatistico
GraphPad Prism 5.0.

Resultados

O olearesina deC. reticulatademonstrou ser rico em terpendidess compostos
de maior predominancia forapaCariofileno (43,18%),U-Bergamoteno (8,76%) e copaeno
(8,69%).

Os valoresda carga parasitaridos animais tratados com o Glessina nas duas

doses e com a droga de referémgtio representados na figura 1
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Figura 1 Carga Parasitaria dasprints esplénicogA) e hepéticos (Bpbtidos no pdodo de 30 dias pés
infeccao (D30), 15 dias de tratamento fp4 30 dias pégatamentdD90) dos animais tratados com o éleo
resina deC. reticulatacomparados com os grupos controle positivo tratados com antimoniato de meglumina e

controle negativo composto por animais infectados e néo tratados.

Nas andlises microscoépicas dogrints esplénicos (figura 2) e hepaticos (figura 3)

observouse reducama visualizagdo dos parasitos nos grupos tratados quando comparados

com o contole negativo com animais infectados e n&o tratados

-‘ M " v — '. 2 P
Figura2: Imprint Bago: AT pequeno numero dirmas amastigotas de chagasi(seta brancéd)animal
infectadoe trardo com 100mg/Kg do dlemsina deC. reticulata 100x; B1 Formas amastigotas de

chagasi(setabrancd i animalinfectado sem tratamento,®@Q Tempo- 90 dias apés a infeccao.
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Figura 3 Imprint Figado: Ai Formas amastigotas de chagai (seta brancal animal tratado 100mg/kg de
Oleoresina deC. reticulata 40x; B i Ninho de brmas amastigotas de chagasi(seta brandai animal

infectado sem tratamento, @0 Tempo- 90 dias apos a infecgéo.

A eficacia obtid nos dias D8 e B0 nobaco e no figado e€stemonstrad nas
tabela 2 e 3 respectivamentés principais resultados comprovam que a eficacia de 6leo
resina deC. reticulatafoi dosedependente no pexdo de 15 dias de tratamento )4 a
dose de 100mg/kg obteve eficicia de280 semelhante estatisticamente (P>0,05) a droga
de referéncia antimoniato de meglumina com 92,2% de reducdo da carga parasitaria no
figado, contudo, a reducdo da carga parasitaria no bago foi de apenas 49,5% e diferiu
estatisticamente da droga de refer@ngue obteve 91,7% (P<0,05). Apdés 30 dias do
término do tratament(D90) a eficacia na dose de 100mg/kgde 74,7% nas amostras do
baco e 72,7% no figado. Estes resultados diferiram do controle positivo antimoniato de

meglumina que apresentou eficacgad¥,4% no bago e 96% no figado (P<0,05).
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Tabela2: Reducéo da carga parasitaria esplénica de hamsters infectados experimentalmente
por Leishmania chagase tratados com Olesina deCopaifera reticulatanas doses de

100 e 50 mg/kg, aos 15 dids tratament@D45) e 30 diasapds o término do tratamento
(D90), comparada aos animais tratados com dose de 20ivkp Ste antimoniato de
meglumina.

100mg/kg 50mg/kg 20mg Sltikg
C. reticulatadleo-  C. reticulatadleo Antimoniato de

Diasde

Experimento

resina resina meglumina
D45 49 5948 409" 91,794
D90 74,79%¢ 60,396° 97,494

Letras minUsculas representam a andlise comparativa entre colunas e as letras mailsculas a analise

comparativa entre linhas. O valor de P<0,05 foi considerado.

Tabela3: Reducé da carga parasitaria hepatica de hamsters infectados experimentalmente
por Leishmania chagas tratados com oOlesina deCopaifera reticulatanas doses de
100 e 50 mg/kg, aos 15 dias de tratamébib) e 30 diasapds o término do tratamento

(D90), canparada aos animais tratados com dose de 20M§gStie antimoniato de

meglumina
. 100mg/kg 50mg/kg 20mg Shkg
Diasde _ _ _ .
_ C. reticulatadleo- C. reticulatadleo Antimoniato de

Experimento ) ) _
resina resina meglumina

D45 80,2968 65,5%°° 92,204

D90 72,7%°¢ 58,89 96,096

Letras minUsculas representam a analise comparativa entre colunas e as letras mailsculas a analise

comparativa entre linhas. O valor de P<0,05 foi considerado.

Os achados histopatoldgicos no figado evidenciaram em todos os animais tratados

as seguintes alteracfes patolégicas: degeneracdo hidrépica/tumefacdo turva variando de
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discreta(figura 4). Nbos animais infectados e néo tratados estes achados apresesetakam

forma mais severa.

Figura 4: Achado histopatolégico de tumefa¢iva discretee moderad@&ncontrado em todos os animais

tratadosapés 90 dias de infec¢atox.

Foi observado a presenca de infiltrado inflamatério com predominancia de células
linféides, plasmocitos e macréfagos, estes Uultimos formando, por vezesjosirr
granulomatoéides (figur&®). Estes achados foram observados nos animais dos grupos

tratados.

Figura 5: Aspecto granulomatéide de infiltrado inflamatério observado no figado em animal tratado com

100mg/Kg de 6legesina deC. reticulatg 40x. Tempoi 90 dias pésnfeccao.
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Nos animais do grupo controle negativo com animais infectados e nao tratados
também foram observados infiltrados inflamatérios e hiperplasia de células de Kupffer
(figura6).

Figura 6 Hiperplasia de células de Kdigf em animal infectado e néo tratado apés 90 dias de infebg@a,

No baco os achados histol6gicos comprovaram que nos grupos tratados o principal
achado foi hiperplasia da polpa branca com predominancia de manguddepetar

(figura 7).

CPERE A T TR P
R b I g2
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Figura 7: Hiperplasia da polpa branca com predomiadie manguito periarteriolat0x.

Nos animais do controle negativo com animais infectados e néo tratados os achados
esplénicos destacaram a hiperplasia folicular, com alguns casos de aiaflaére
foliculos (figura 8) presenca de células de Mott coesiculas de Russellos animais do
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grupo controle negativo com animais néo infectados ndo foram evidenciadas qualquer

alteracao histopatoldgica hepatica e/ou esplénica.
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Figura 8:Hiperplaga folicular da polpa branca com confluénde foliculos em animal infectado e néo

tratado apés 90 dias de infecc@ox.

Com relacao aos achados sugestivos de LV, os mais evidentes em todos 0s animais
infectados dos grupos tratados até 30 diasinféscdo ([B0) foram: perda de peso e a
desidratacdo. Porém os sinais de apatia e descamacdo das extremidades foram mais
observados nos animais do grupo controle negativo composto por hamsters infectados e ndo
tratados Apdés o tratamento, todos os sinais stiges de perda de peso, apatia,
desidratacdo e descamacdao ficaram mais evidentes apenas nos animais gongrojgo
negativo composto por hamsters infectados e néo tratddesanimais dos grupos tratados

nenhum sinal swagtivo de LV foi observado do B4té o final do experimento 9D).

Discussao

O modelo mais adequado para a infeccdo experimental da LV, de acordo com
alguns estudos, é o hamstdesocricetus auratygois esse animal mimetiza a patogenia e
a clinica da doenca humana e canina, msigifelo hepatoesplenomegalia, supressédo da
resposta das células T, hipoalbuminemia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (Goto e
Lindoso, 2004; Melby, 2002; Oliveirat al, 2004). Além de apresentar os sinais sugestivos
de perda de peso, apatia, desidi@ae descamacao das extremidades (Requena et al.,
2000).
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Os achados histologicos em humanos e em cées infectados naturalmente e
infectados experimentalmente pagishmaniaspp. sdo do tipo viscerotropicas revelando no
baco um quadro que comprova a predd@ncia da resposta imune do tipo humoral, devido
a quantidade elevada de plasmdcitos/células de Mott com vesiculas de Russel e auséncia de
imunidade celular. Além disso, as lesGes histopatolégicas no figado do homem e dos
animais infectados evidenciam agdaeracédo hidropica/tumefacao turva, presenca de focos
hemorragicos e infiltrados inflamatérios celulares, podendo apresentar formacgédo de
granulomas e hiperplasia de células de Kupffer (Slappendel, 1988CRigda et al.,

2003). Estas histopatologias namse cada vez mais severas com 0 aumento da carga
parasitaria nos orgaadvos. Estes achados também foram observados neste estudo sendo
gue de forma mais severa nos animais do controle néo tratado.

A pesquisa de amastigotas fodsitiva em baco e figadde todos os animais
infectados, confirmando as observacfes feitas em infeccbes experimentais, e em casos
caninos e humanos de leishmaniase visceral submetida a ne¢helig et al, 2001,
RicaCapelaet al, 2003; Prakasht al, 2006; Wyllie e Fairlarn, 2006).

A eficaciain vivo de plantas ja foi documentada em estudo realizado na india com
Dysoxylum binectariferumem hamsters experimentalmente infectados lpgishmania
donovanj o extrato etandlico na dose de 500mg/kg demonstrou ser téxico, eaaalo
250mg/kg apresentou no final do 30° dia -p@samento eficacia de 69% na reducgéo
parasitaria esplénica. As fragbes cloroférmicaheexanica desta mesma planta na dose de
100mg/kg apresentaram eficacia de 64,3% e 47,8%, respectivamente. Todaw@ostoo
alcaléide Rohitukine foi ineficaz no testevivo (Lakshmi et al., 2007).

Outro estudo utilizando nanoparticulas polilactidas e microemulsées do composto
acido Bassic, um acido triterpendide insaturado, oriunddaBusops elangiicontra
hamsterexperimentalmente infectados gardonovanidemonstrou uma reducdo na carga
parasitaria esplénica de 45, 62 e 78% ap06s 15 dias de tratamento (Lala et al., 2006).

Podese observar que os resultados obtidos no presente estudo na dose de 50mg/kg
de C. reticulataforam similares, entretanto, o 6leesina na dose de 100mg/kg apresentou
eficacia superior. Este fato pode ser explicado devido a composicéo eesien deC.

reticulata que demonstrou ser rico em terpendides, entretanto o mecanismo de agsio dest
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compostos ainda naoifelucidado. Entretanto, ja existem relatos que o-t#dema possui
atividade antlieishmaniaamazonensjsantiinflamatoria, antimicrobiana e antioxidante
(Shimizu et al., 1990; Sahin et al., 2004; Santos et al., 2008). Oupesdétes ja tiveram
seus mecanismos de acdo documentados em outros parasitos, como bactérias, o linalool
obtido do dleo essencial deoriandrum sativumpossui acdo estimuladora de espécies
reativas de oxigénio, tais como o oxido nitrico (Usta et al., 2aD@yo terpendide, o timol
comprovou ter uma agéo direta na sintese e atividade da ATPase e na concentracédo de ions
de potassio e de ferro em microorganismos, esta atividade causa sérios danos na membrana
celular de carater estrutural e funcional (Lambesl., 2001; Osorio et al., 2006).

Além disso, estes resultadesgeremque o Oleeresina deC. reticulatapode ser
uma alternativa para o tratamento da LV, pois foi eficaz na reducdo da carga parasitaria
hepatica equivalente a droga refecéa e os acdos histopatolégicagugerem um estimulo
de area Tho baco responsévpela producéo de células caracteristica da resposta imune do
tipo celular. Contudo, novos estudos sdo necessarios para determinar o mecanismo de agao

deste dleo sobre o protozoakiochagasi
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9 CAPITULO 4

Eficacia da frac@o acetato de etila d&icinus communid.. em hamsters dourados

(Mesocricetus auratusinfectados experimentalmente pot.eishmania chagasi

(Efficacy of Ricinus communid.. ethyl acetate fraction in golden hamster

(Mesocricetus auratusexperimentally infected by Leishmania chagagi

Peridodico Acta Tropica (QualisB1).
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ABSTRACT

TheVisceral Leishmaniasis/L) in Brazil is thefocus of much debate about tathanized

and thetreatment incanine species, dueet hi cal 6 s dilack ofspppveo n and
parasitological cure. This study evaluated the effectiveness of the ehtyl acetate fraction of
Ricinus communign golden hamsters experimentally infected wlitishmania chagasi

All experiment lasted foninety days, butthe reatmentonly lasted forthirty days Tests
groups used0 and 100mg/kg IPof fraction and the positive control group us2@ing

Sb'/kg IP of meglumine antimoniatéGlucantimé). At D30, D45 and D90 afterinfection,

the animals weresuthanized and samples froliver and speen were collectedfor
histopathology andmprints of organs to determine the parasite load the D45, the
treatment with the higher dose of fraction obtaieétcacy of 71.4% in liver samples and

did not differ statistically from positive contrgP>005) with 92.2%. The reduction of
splenic parasitism was 53.7% and differed statistically of reference (Brc@05)with

91.7%. The efficacy with 100mg/kg on9 was 71.2% in liver and spleen samples, but
these results were differ (P<0.05) from positieatcol that obtained efficacy &7.4% and

96% in spleen and liver, respectiveljistopathologic findingsn the liver and spleen were
found in the groups treated consistente with the histological aspects of infection with
Leishmaniaviscerotropic. Therefre, the ethyl acetate fraction BE communigan be an
alternative for the tretament ofLYit showed efficay equivalenb reference drug in liver
samples during étament and histological findiaguggestto stimulate the imune response.
However, futhe studies are needed tdetermine the principal compoundnd the

mechanism of action of this fraction of the protozbanhagasi

Keywords: Ricinus communisAlternative treatment. Experimental infectioHamster.

Leishmania chagasi
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Resumo

A LV (LV) no Brasil é foco de grandes discussdes quanto ao tratamento na espeaie

devido aquestdes éticas eimexisténcia de cura parasitoldégica comprovada. Este trabalho
avaliou a eficacia da fracdo acetato de etiladRa@gnus communiem hamsters dourados
infectados experimentalmente gagishmania chagasirodo o experimentdurou 90 dias,

mas otratamento fode 30 diasgrupos testes usaram 50 e 100mg/kg IP da fracédo e grupo
controle positivo 20mg Sikg IP de antimoniato de meglumina (GlucantineNo D30,

D45 e D0 apobs eutanasia dos animais foram coletadas amostrascasmtesplénicas

para histopatologia @mprints dos 6rgdos para determinacdo da parasitemia. #o d
tratamento com a maior dose da fracdo obteve uma eficacia de 71,4% no figado e nao
diferiu (P>0,05) da droga de referéncia, 92,2%. A reducdo do paraséigpienico foi de

53,7% e diferiu estatisticamente (P<0.05) da droga de referéncia que obteve 91,7%. No
D90 a eficacia com 100mg/kg foi de 71,2% nas amostras do baco e figado, contudo estes
resultados diferiram do controle positivo com eficacia de 97 d%ago e 96% no figado
(P<0,05). Os achados histopatologicos no figado e bagco encontrados nos grupos tratados

foram compativeis com os aspectos histolégicos de infeccaehimaniaviscerotropica.
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Portanto, a fracdo acetato de etila Re communispode ser uma alternativa para o
tratamento da LV, pois apresentou eficidcia equivalente a droga padrdo na reducdo da
parasitemia hepética durante tratamento e achados histolégicgerem efeito
imunoestimulante. Contudo, novos estudos sé@o necesséarios parairdatey principal
composto quimico presente e o0 provaweeécanismo de acdo desta fracdo sobre o

protozoarioL. chagasi

Palavras-chave Ricinus communisTratamento alternativo. Infeccao experimental.

HamsterLeishmania chagasi

Introducao

O protozoap Leishmania chagasagente etiolégico da leishmaniase visceral (LV),
€ um parasito intracelular obrigatorio de células do sistema fagocitico mononuclear
(Lainson e Rangel, 2005Ps 6rgdos de saude no Brasil preconizam como medidas de
controle da LV o @gndstico precoce e o tratamento dos casos humanos, uso de inseticidas
de acao residual e medidas de saneamento do meio doméstico para reducdo da densidade
vetorial e a identificacdo e eliminacdo dos caes soropositivos, pois sdo fontecgéanf
para o ‘etor (Brasil, 201p Esta ultima medida tem levantado diversas polémicas tanto
pelos proprietarios dos animais quanto por profissionais de salde, pois sua aplicacdo nao
tem surtido o efeito desejavel na diminuicdo da incidéncia dos casos humanos (Ahdrade
al., 2007).

No Brasil, esta zoonose encorgiaem ampla expansédo, sendo identificados novos
casos autéctones em areas anteriormente consideradas indenes. Em 2009, foram
identificados os primeiros casos humano e canino de LV na regido Sul e 21 cagngshum
na regido Centr@®este em estudo retrospectivBrgsil, 2009; Carranz&@amayo, et al.

2010).

No Mundo, diversas medidas alternativas tém sido empregadas para prevenir e/ou
controlar a LV canina (LVC), como o0 uso de colarespstson impregnados com
deltametrina e permetrina, respectivamente, bem como o uso das vacinas Léisamune

LeishTec®. Entretanto, o impacto destas Ultimas medidas tem demonstrado resultados
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limitados (Maroli et al., 2010) Outra op¢édo € o tratamento sintético dos cées infectado
Contudo, este método € proibido no Brasil quando usado com drogas sintéticas de escolha
para a terapéutica nos humanos ou com farmacos ndo autorizados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimei(Brasil, 2008)

Além disso, nos paises ondg&mitido o tratamento sintético da LVC, o principal
objetivo desta terapéutica € minimizar os efeitos deletérios ocasionados pelo alto
parasitismo, proporcionando assim, somente sobrevida de qualidadeesthean animal,
pois ainda ndo ha cura paraBigica comprovaddOliva et al., 201Q) Portanto, uma
alternativa para o controle da LVC € o uso de plantas, pois ha varios sécues tém
encontrado diversas utilidades terapéuticas, fato este resultante de uma série de influéncias
culturais de colonizaates europeus, povos indigenas e afric§Aosorim, et al. 2003)

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS/WHOQO) reconheceu no inicio dos anos 70
os beneficios das plantas utilizadas na medicina chinesa, e a partir disso, diversos
levantamentos demonstraram aiemtre 90 novas substancias com potencial farmacoldgico
analisadas, 68% delas eram derivados -sgméticos de plantas e/ou eram oriundas de
produtos naturais (Sixel e Pecinalli, 2002; Newragal.,2003).

A plantaRicinus communis&., pertencente a failia Euphorbiaceae, € uma planta
arbustiva e caracteristica de areas tropicais e subtropicais do mundo, sendo muito presente
no Nordeste brasileir(Beltrdo, et al. 2005)Esta planta apesar de ser extremamente tdxica
€ amplamente empregada na medicinpupar e tradicional com diferentes tipos de
atividades biol6gicas, como antiinflamatoria, hepatoprotetora, antinoceptiva, inseticida,
antifingica, antimicrobiana e antioxidarfodrigues et al., 2002; Singh et al., 2009; Taur,
et al. 2011). Recentementacéaan vitro de R. communigontra formas promastigotas e
amastigotas dé. chagasie sua atoxicidade sobre células monociticas de murinos RAW
264.7 foi comprovada (Rondon, et al. 2011). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficacian vivo de R. communieem hamster dourado$/ésocricetus auratys

infectados experimentalmente porchagasi
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Material e Métodos
Comité de Etica

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara registradb nimero 0867008%(18/2009).

Coleta da planta e obtencédo da fracdo acetato de etila

A coleta das folhas d&. communisfoi realizada no campus da Universidade
Estadual do Ceara em Fortaleza no Nordeste do Brasil. As amostras foram secas a
temperatta ambiente por 7 dias. As folhas foram cortadas e imersas em etanol a 96% por
uma semana. O extrato bruto foi obtido ap6s o solvente ter sido retirado em evaporador
rotatério. Em seguida, o extrato foi submetido & cromatografia liquida com filtracdo em
silica e recebeu repetidas lavagens com diferentes solventes como hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol. O solvente de cada fase organica fevaptarado e as
respectivas fracfes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica forars obtida
(Degani et al., 1998; Conegero et al., 2003). A analise quimica qualitativa foi realizada de
acordo com protocolo de Matos (2009) e Siddiqui et al., (2009) para determinar a presenca

de alcaldides, taninos, fenadis, terpenos, flavonas e fitoesteroides.

Estudoin vivo
Promastigotas de L. chagasi

As promastigotas dé. chagasicepaBA-262 foram cultivadas em meio M199
(Cultilab®) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (CuftjaiEPES (Sigma
Aldrich®), Hemina bovina (Inlab), bicarbonato de sédio @naAldrich®), gentamicina na
concentracéo de 40nmL (Inlab®) e 5% de urina humana masculina estéril. O cultivo foi
mantido em estufa tipo BOD em temperatura d@ 28. Apds sete dias de cultivo as
promastigotas foram coletadas e centrifugadas a 2.000r ¢5 minutos, lavadas com
tampao fosfato salina 1x concentrado (PBS, pH 7,2) e suspensas, novamente, em PBS. Os
parasitos foram entdo contados em camara de Neubauer. A suspensao final foi ajustada para

fornecer o nimero de promastigotas necessarioogaeulo.
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Animais e Infeccao

Cinquenta hamsters douraddgesocricetus auratysde ambos 0s sexos de 6 a 8
semanas de vida, foram mantidos livres de patégenos em gaiolas com acesso livre a racédo
pelletizada e agua. Os animais foram divididos em cincaograpm 10 hamsters em cada.
A infeccdo dos animais foi realizada por via intraperitoneal (IP) com promastigotas de
chagasi na concentracdo de 1x1Qparasitos/dmL em PBS. Os animais foram
acompanhados por 90 dias (D90) com avaliacdo clinica onde es@b®aparecimento
de sinais clinicos sugestivos de infeccdo porchagasi como: perda de peso, apatia,

desidratacdo e descamacao das extremidRe#egiena, et al. 2000)

Protocolo Terapéutico

Apébs confirmacado da infeccaque foi realizada pela vislisacdo de amastigotas
nosimprinstsdo baco e figado daanimais do 30 e pela constatacdo dos sinais sugestivos
de infeccdo pok. chagasjpddese realizar o tratamentws animais seguindo o protocolo
demonstrado na tabelaA.duracdo ds tratamentofoi de 30 dias consecutivado 30° dia
pésinfeccao P30) ao 60° dia pénfeccdo P60). No D30 e D45 (15° dia de tratamento)
dois animais de cada grupo foram submetidos a anestesia dissociativa com 200mg/kg de
Ketamina e 10mg/kg de Xilazina, ambas poa wntramuscular e eutanasiados com
200mg/kg de Tiopental IFPaiva et al., 2005)Amostras de figado e bacgo foram colhidas
para histopatologia ieprints destes 6rgaos foram realizesde corados porapéticorapido
para determinacdo da carga parasitadael(ho, et al. 2006)No final do experimento,
todos os animais remanescentes (6 hamsters/grupo) foram submetidos ao mesmo protocolo

de eutandsia e amostras dos orgiess foram colhidas para posterior anélise.
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Tabela 1 Protocolo terapéutico insitido nos grupos experimentais.

Via de Animais
Grupos Tratamento o .
Administracao Infectados

100mg/kg Fracdo Acetato .
T1 . . IP Sim
de Etila deR. communis

50mg/kg Fragcao Acetato d _
T2 i _ IP Sim
Etila deR. communis

Controle 20mgSki’kg Antimoniato de

N . . IP Sim
Positivo meglumina Glucantimé)
Controle _
_ - - Sim
Negativo
Sadio - - Nao

Estudo Histopatolégico e Carga Parasitaria

A andlise histopatoldgica foi realizada a partir da preservagcdo destas amostras em
formalina tamponada a 10%. Fragmentos de figado e bafterasn processamento
histol6gico de rotina: desidratagcdo em alcool, diafanizacdo em xilol e impregnacdo em
parafina. Os blocos de parafina foram cortados por micrétomo em espessuras de 4um e
corados em hematoxilireosina para posterior observacdo em osiobpio Optico com
auxilio do 6leo de imersdo em aumento de 1000x {Ragela, et al. 2003). O controle
para aspectos de normalidade dos 6rgaos considerado foram dois animais pertencentes ao
grupo controle negativo 2, animais n&o infectados e sadios.

A carga parasitaria de cada 6rgdo foi calculada a partir da férmula: niamero de
amastigotas por ntcleo de célula x peso do 6rgdo (gramaj)dél@cordo com Buffet, et
al. (1995). A porcentagem de supressao parasitaria foi calculada de acordo cem Rica
Capeb et al. (2003), a partir da relacdo entre: média de amastigotas contadas no grupo
tratado/média de amastigotas contadas no grupo néo tratado (controle negativo 1 ) X 100.
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Analise Estatistica

Todos os valores de carga parasitéaria obtidos foram @sscdtno meédia + desvio
padrdo e estdo apresentados nas figuras 4 e 5. A comparacdo dos grupos foi feita através da
andlise de variancia ANOVA twavay seguida pelo teste de Bonferroni. O nivel de
significancia usado foi de 5%. Todas as analises foram adabkzpelo software estatistico

GraphPad Prism 5.0.

Resultados

Quatro fracBes foram obtidas a partir da plaRtacommunisa fracdo hexanica,
acetato de etila, cloroférmica e metandlica. Todavia, a fracdo hexanica ndo obteve volume
suficiente para os test e analises quimicas e, portanto, ndo foi utilizada. Os resulados
vitro demonstraram que a fragdo acetato de etila foi a mais eficaz e ndo demonstrou
citotoxicidade e, portanto, foi a escolhida para os téstaso.

Com relacdo a carga parasaaos resultadosbtidosnos grupos tratados com as
duas doses da fragao acetato de etilR.deommunig com os animais tratados com 20mg

Sh'/kg de antimoniato de melgumieat&o representados na figara

Bago Figado
1.0x10% 1.0x104
-¢- C- Infectados e néo tratados [t . .

o 10x10% # C+ (Antimoniato de meglumlnav) - 1.0x10% -+ C- Infectados e néo tratados
o + 100mg/kgF. A E. d&. communis i # C+ (Antimoniato de megluming)
= ¥ 50mglkg F. A. E. d&. communis E -+ 100mglkg F. A E. d&. communis
g 5 -+ 50mglkg F. A E. d&. communis
& ¥

1.0x10% 1.0x10%

A
1.0x107 T T T 1.0x10% T T T B
D3C D4t DIC D3C D4t DY(

. . Dias de experimento
Dias de experimento

Figura 1 Carga Parasitaria dasiprints esplénicogA) e hepaticos (Bpbtidos no periodo de 30 dias p6és
infeccdo (30), 15 dias de tratamento 4B) e 30 dias pégatamento (B0) dos animais tratados com a
fracdo acetato de etila @& communisomparados com o0s grupos controle positivoc@iimé e controle

negativo composto por animais infectados e néo tratados.
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Nas analises microscopicas dogrints esplénicos (Figura 2) e hepaticos (Figura
3) observouse reducdo na visualizacdo dos parasitos nos grupos tratados quando

comparados com eontrole negativo composto por animais infectados e nao tratados

Figura 2 Imprint Baco: AT Formas amastigotas de chagasi(setabranca i animal tratado 100mg/kg da
fracdo acetato de etila d& communisapos 90 dias de experiment®Ox;B i Formas amastigotas de

chagasi(setabrancd i animal infectado sem tratamento, apés 90 dias de experimefito, 10

Figura3: Imprint Figado: Ai Formas amastigotas de chagasi(setabranca i ammal tratado 100mg/kg da
frac@o acetato de &ideR. communisapos 90 dias de experimento0%PB i Formas amastigotas de

chagasi(setabran@)i animal infectado sem tratamenti@x.

Os valores percentuais de reducdo da carga parasitaria no baco e no figado dos
grupos tratados comparados caps resultados obtidos no grupo controle positivo

Glucantim& estdo representados nas tabelas3?
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Tabela 2Reducéo da carga parasitaria esplénica de hamsters infectados experimentalmente
por Leishmania chagas tratados com a fragao acetato de d@lRicinus communik. nas

doses de 100 e 50 mg/kg, aos 15 dias de tratamedfs) @030 diasapos o término do
tratamento (DO), comparada aos animais tratados com dose de 20fkg Ste

antimoniato de meglumina

Dias d 100mg/kg Fragcdo 50mg/kg Fracao 20mg Sltikg
ias de

_ Acetab de Etila de Acetato de Etila de Antimoniato de
experimento

R. communis R. communis meglumina
D45 53,7 %° 42.096° 91,794
D90 71,208¢ 54,196 97,494

Letras minUsculas representam a andlise comparativa entre colunas e as letras asaiismélise

comparativa entre linhas. O valor de P<0,05 foi considerado.

Tabela 3Reducéo da carga parasitaria hepatica de hamsters infectados experimentalmente
por Leishmania chagas tratados com a fragdo acetato de etilRidenus communik. nas
doses de 100 e 50 mg/kg, aos 15 dias de tratamedts) @30 dias apds o término do
tratamento (@0), comparada aos animais tratados com dose de 20rfgg Stke
antimoniato de meglumina
100mg/kg Fracéo 50mg/kg Fracéo 20mg Shkg
Acetato de Etila d®. Acetato de Etila d®.  Antimoniato de

Dias de

experimento

communis communis meglumina
D45 71,498 64,096° 92,298"
D90 71,2%°¢ 48,179%° 96,096

Letras minUsculas representam a andlise comparativa entre colunas e as letras mailsculas a analise

comparativa etne linhas. O valor de P<0,05 foi considerado.

Os principais resultados demonstraram que a fracdo acetato de &tilaaemunis
foi dose dependent®lo periodoD45 a dose de 100mg/kg a eficacia de4¥a foi obtida na

nas amostras hepaticasste valoffoi similar ao do controle positivo com 2% (P>Q05).



112

Todavia, o valor de eficaciao baco foi de 53% e diferiu estatisticamente da droga de
referencia que obteve 91,7% (F8®). Apos 30 dias do término do tratamer®d) os
valores de eficdcia na dosde 100mg/kg mantiverase altos com 72% tanto nas
amostras do bago quanto no figado, contudo estes resultados diferiram do controle positivo
Glucantimé& que apresentou eficacia de 97,4% no baco e 96% no figad®%P<0

Os achados histopatolégicos nigado evidenciaram nos animais dos grupos
tratados as seguintes alteracbes patoldgicas: degeneracdo hidropica/tumefacdo turva
variando de discretaFigura 4). Nos animais do grupo controle negativo composto por

animais infectados e néo tratados estes ashapresentaraise de forma mais severa.

Figura 4: Figado: A Degeneracéo hidrépica/tumefacao turva discreta e foco hemorragico d2foreto

Quanto a inflamacdo foi observado a presenca de infiltrado inflamatério com
predominéancia de célulamfodides, plasmécitos e macréfagos, estes ultimos formando, por
vezes, aianjos granulomatoides (figura. Estes achados foram observados nos animais de

todos os grupos tratados.
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Figura 5: Figado: Infiltrado inflamatério epitelidide céntrico, tipo granulomatéide observado em animal

tratado com 100mg/kg da fragdo acetato de etiR.dmmmunisapds 90 dias de tratamen20x.

Nos animais do grupo controle negativo com animais infectados e nao tratados
também foram observados infdttos inflamatérios e hiperplasde células de Kupffer

(figura6).

Figura 6:Hiperplasia de células de Kupffem animal infectado e néo tratado apds 90 dias de experimento,

100x.

No baco os achados histologicos provaram que nos grupos tratgoiascipal

achado foi hiperplasia da polpa branca com predominanciaaguito periarteriolar

(figura 7).



