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RESUMO

A leishmaniase visceral, potencial problema de saude publica nas regides tropicais e
subtropicais, ¢ uma doenga parasitaria causada pelo protozodrio Leishmania chagasi nas
Américas. Os métodos de controle adotados nao tém sido efetivos na reducdo da
incidéncia desta endemia e as drogas empregadas ndo tém demonstrado eficacia
comprovada na terapéutica canina. O uso de plantas medicinais ¢ uma nova vertente de
pesquisas em busca de alternativas para o tratamento, devido as atividades promissoras
dos seus metabolitos secundarios contra Leishmania spp. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade de extratos e fragdes de Peschiera affinis e Pithecellobium
dulce, e alcaloides de Pilocarpus microphyllus. A partir das folhas e caules foi obtido o
extrato etanolico, que foi submetido a dois processos: fracionamento acido-basico e
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol em misturas de polaridade crescente. Os extratos etandlicos,
os produtos obtidos nos fracionamentos dos extratos e alcaldides isolados foram
testados sobre formas promastigotas e amastigotas do parasita sendo avaliado o efeito
leishmanicida e a citotoxicidade sobre células monociticas de murinos RAW 264.7. Em
relagdo a sobrevivéncia das promastigotas e amastigotas, os extratos etanolicos, as
fracoes e os alcaldides revelaram eficacia estatisticamente semelhante aos controles
pentamidina e anfotericina B (p>0.05). O teste de citotoxicidade sobre as células RAW
demonstrou que na concentragdo de 100 pg/mL, a fracdo Pd2 de P. dulce foi a menos
toxica obtendo 89,96% de células viaveis, porém nao diferindo estatisticamente
(p>0,05) das demais fragdes, dos extratos etandlicos e do controle positivo anfotericina
B (5pg/ml) que obteve 100% de viabilidade. Conclui-se que os extratos etanolicos e as
fragdes apresentaram sobre promastigotas e amastigotas de L chagasi eficacia

semelhante as drogas de referéncia, além de apresentarem citotoxicidade reduzida.

Palavras Chave: leishmaniase, promastigota, amastigota, citotoxicidade,

leishmanicida.



ABSTRACT

The visceral leishmaniasis, a potential public health problem in tropical and subtropical
regions, is a parasitic disease caused by Leishmania chagasi in the Americas. Control
methods adopted have been effective in reducing the incidence of endemic disease and
the drugs used have not demonstrated efficacy in therapy on dogs. The use of medicinal
plants is a new strand of research in search of alternatives for treatment, due to the
promising activities of secondary metabolites against Leishmania spp. This study aimed
to evaluate the activity of extracts and fractions of Peschiera affinis and Pithecellobium
dulce and alkaloids of Pilocarpus microphyllus. From the leaves and stems was
obtained from the ethanol extract, which was subjected to two processes: acid-base
fractionation and column chromatography on silica gel, using the solvent hexane,
chloroform, ethyl acetate and methanol mixtures of increasing polarity. The ethanol
extracts, the products obtained in fractionations of extracts and alkaloids were tested
against promastigotes and amastigotes of the parasite and cytotoxicity test on murine
monocytic cells RAW 264.7. Regarding the survival of promastigotes and amastigotes,
the ethanolic extract, alkaloid and fractions showed statistically similar efficacy to
control pentamidine and amphotericin B (p>0.05). Cytotoxicity test on RAW cells
showed that the concentration of 100 mg/mL, the fraction Pd2 of P. dulce was the least
toxic obtaining 89,96% of viable cells, but not statistically different (p>0.05) from other
fractions, of ethanol extracts, of the positive control and amphotericin B (5pg/ml) that
had 100% viability. We conclude that the ethanol extracts and fractions showed on
promastigotes and amastigotes of L chagasi similar efficacy to the reference drug,

besides having reduced cytotoxicity.

Keywords: Leishmaniasis, promastigote, amastigote, cytotoxicity, leishmanicidal.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniase ¢ considerada uma das seis doencas tropicais de maior relevancia
no mundo, principalmente, devido ao seu carater zoondtico e sua ampla distribuicao
geografica. Inicialmente caracterizada como doenga de carater silvestre estendendo-se
ao ambiente rural, apresentando crescente expansao para areas urbanas tornando-se um
grave problema de satde publica.

Esta enfermidade apresenta como agente etioldgico, um protozoario heteroxeno,
pertencente ao género Leishmania, que ¢ transmitido através da picada de fémeas de
flebotomineos da familia Psychodidae. No ciclo urbano, o cdo atua como principal
reservatorio, tendo o homem como hospedeiro acidental.

No Brasil ¢ preconizado o tratamento em humanos principalmente com
antimoniato pentavalente, contudo, estas drogas apresentam varias limitagdes como
toxicidade elevada, resisténcia do parasita aos medicamentos, além de inimeros efeitos
colaterais, como dor no local da aplicagdo, insuficiéncia renal, hepatica, problemas
gastrointestinais, entre outros. Segundo a portaria interministerial n® 1426, de 11 de
julho de 2008, o tratamento da leishmaniase visceral canina com produtos de uso
humano ou ndo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) ¢ proibido. Relata-se que o tratamento nao diminui a importancia deste animal
como reservatorio do parasita, € mesmo em casos de tentativa ¢ evidenciada a baixa
eficacia em termos de cura parasitoldgica, sendo recomendada a eutanésia dos caes
positivos, porém esta medida de controle tem ocasionado um grande impacto social,
considerando que o sacrificio destes animais € sempre traumatico para os proprietarios e
de dificil execugdo pelas autoridades sanitarias. A maior gravidade neste processo ¢ a
possibilidade de caes infectados, ainda assintomaticos, atuarem como reservatorios da
infec¢do, arriscando a satide de outros animais e de pessoas co-habitantes das regides
afetadas. O uso de plantas medicinais, devido a presenga de diversos metabdlitos
secundarios com atividades farmacologicas, sendo muitos ja& utilizados no
desenvolvimento de medicamentos para outras doengas, representa uma nova vertente
de pesquisas em busca de alternativas para o desenvolvimento de uma terapéutica eficaz
contra a leishmaniase visceral canina que ofereca melhor qualidade de vida ao animal e
evite que este permaneca portador da doenga. E através do aprofundamento de estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos, ha a possibilidade de se verificar nas plantas, fontes de

bioativos capazes de eliminar o parasita no hospedeiro vertebrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniase

A leishmaniase, doenga de origem parasitaria, ocasionada por um protozoario do
género Leishmania spp, representa uma protozoonose de grande importancia mundial
com alta morbidade e mortalidade em paises tropicais e subtropicais. As espécies do
género Leishmania tém uma ampla distribui¢do entre paises tropicais e subtropicais,
incluindo varios paises da América Latina, Africa, India, parte da Asia ocidental e
central e alguns paises europeus proximos ao Mediterraneo (LAINSON; SHAW, 1987).

A manifestagdo clinica das leishmaniases pode ocorrer de varias formas
dependendo de fatores como a espécie do parasita envolvida, a resposta imune do
hospedeiro e o flebotomineo vetor, cuja saliva contém componentes como o maxadilan,
que promovem vasodilatacdo local, evitando a coagulacdo do sangue, e induzindo um
perfil de resposta imune celular no local da lesdo, contribuindo assim com a evolugao da
infec¢do (SACKS; KAMHAWTI, 2001; RODRIGUEZ et al., 2008).

As espécies causadoras da Leishmaniase Tegumentar com resolugdo espontanea
sao consideradas menos virulentas que aquelas causadoras de Leishmaniase Visceral
(LV) potencialmente fatais (CHANG; McGWIRE, 2002). No Brasil, existem sete
espécies distintas do parasita sendo que, destas, seis (L. braziliensis, L. amazonensis, L.
guyanensis, L. lansoni, L. shawii, L. naiffi) sdo responsaveis pela Leishmaniase
Tegumentar Americana ¢ uma espécie (L. chagasi) responsavel pela Leishmaniase
visceral (GENARO; MICHALICK, 2005; GENARO; REIS, 2005).

A leishmaniase visceral é caracterizada por apresentar evolugdo cronica com
envolvimento sistémico através de sinais como hepatoesplenomegalia e caquexia
podendo levar a morte. Porém, dependendo da fase da doenga e da imunidade do
animal, este pode apresentar-se assintomatico (SIMOES-MATTOS et al., 2002; MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).

2.1.1 Classificacao Taxonomica
O agente etioldgico da forma visceral da doenga € um protozodrio pertencente ao

reino Protista, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania e

complexo Leishmania donovani, representado pelas espécies L. donovani, L. archibaldi,
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L. infantum, que ocorrem no Velho Mundo e L. chagasi, que ocorre no Novo Mundo
(MAURICIO et al., 2001; BARBOSA et al., 2008). Alguns autores acreditam que a L.
chagasi ¢ sindbnimo de L. infantum, que foi importada da Europa, durante a colonizagao
espanhola (KILLICK-KENDRICK, 1985; RIOUX et al., 1990). Outros, no entanto,
acreditam que a L. chagasi teria estado presente nas Américas antes da colonizacio
européia (LAINSON; RANGEL 2005). As leishmanias apresentam duas formas
evolutivas: a amastigota, que ¢ obrigatoriamente parasita intracelular de vertebrados,
ndo apresenta movimento, contendo um flagelo interno, enquanto que a forma
promastigota se desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados, possui
um flagelo alongado, sendo encontrada no meio extracelular. A multiplicacdo das
amastigotas ocorre no interior de vacuolos parasitoforos em macréfagos de diferentes
tecidos, originando a doenca tegumentar ou visceral (RATH et al., 2003; MICHALICK,
2005).

A ¢

-\ ey
e
L

Figura 1. Formas promastigotas do género Leishmania spp em meio de cultura.

Fonte: http://www.pasteur.ac.ir/researchDepartment/parasitology/Farsi/index.htm

Figura 2. Formas amastigotas do género Leishmania spp fagocitadas por macréfagos.

Fonte: http://www.vet.uga.edu/vpp/clerk/joiner/index.php
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Figura 3. Formas amastigota e promastigota de Leishmania spp.
Fonte:http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/morfologia.htm

2.1.2 Ciclo de Transmissao

A transmissdao do parasita ocorre através da picada de fémeas de dipteros da
familia Psychodidae, conhecidos genericamente por flebotomineos. Pertencem aos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), com vasta
distribuicao nos climas quentes e temperados, apresentando atividade crepuscular e pos-
crepuscular e abrigando-se durante o dia em lugares umidos, sombrios e bem protegidos
dos ventos (RATH et al., 2003). No Brasil, a espécie Lutzomyia longipalpis esta
relacionada com a transmissdo de L. chagasi (ALVAR et al., 2004). Em 1998,
Lutzomyia cruzi foi identificado como o vetor em Corumba, Mato Grosso do Sul, e
evidéncias de transmissao da Leishmaniase visceral por esta espécie foi descrita

recentemente no municipio de Jaciara, Mato Grosso (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Figura 4. Vetores do género Lutzomyia spp. a-fémea, b-macho.

Fonte: http://www.parasitesandvectors.com/content/2/S1/S1/figure/F3
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Estes insetos ao se alimentarem do sangue de um hospedeiro vertebrado
infectado, aspirando macrofagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou tecidos,
tém seu trato digestivo colonizado por formas promastigotas do parasita, podendo ser
eliminadas durante o repasto sanguineo ao se alimentar de outro vertebrado. Uma vez
em seu novo hospedeiro, essas formas promastigotas sao fagocitadas por macrofagos no
interior dos quais se diferenciam em amastigotas, e se multiplicam reiniciando o ciclo

(RATH et al., 2003; GONTIJO; MELO, 2004).

Figura 5. Ciclo cléssico de transmissao de Leishmania spp.

Fonte: http://www.susanamendez.com/LeishmaniaFacts/LifeCicle.html

O cao ¢ identificado como reservatorio doméstico e fonte principal de infecgao
do vetor no ciclo urbano. Os hospedeiros silvestres de L. chagasi conhecidos sdo as
raposas ¢ os marsupiais. Duas espécies de raposas foram encontradas naturalmente
infectadas: Lycalopex vetulus no Ceara (DEANE, 1956); e Cerdocyun thous no Para
(LAINSON et al., 1990) e em Minas Gerais (SILVA et al., 2000). L. chagasi foi isolada
em marsupiais do género Didelphis na Bahia (SHERLOCK, 1984) e no Rio de Janeiro
(CABRERA et al.,, 2003). O fato destes animais possuirem habitos sinantropicos
poderia promover a ligacdo entre os ciclos silvestre e doméstico, representando uma
fonte de infec¢ao para os vetores, sendo um dos alvos nas estratégias de controle
(GONTLIO; MELO, 2004).

Entre um més e sete anos, periodo equivalente ao periodo de incubagdo,
desenvolvem-se lesdes leishmaniosas na pele e em o6rgaos viscerais (ETTINGER, 1997;
NELSON; COUTO, 2001). Os caes geralmente com leishmaniase visceral apresentam

frequentemente perda de peso, embora com apetite normal, poliuria, polidipsia,
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debilidade muscular, depressdo, vomito, diarréia, onicogrifose, conjuntivite, ceratite,
tosse, epistaxe, espirro e melena, além de hiperglobulinemia, hipoalbuminemia,
proteinuria, atividades aumentadas das enzimas hepaticas, trombocitopenia, azotemia,
linfopenia e leucocitose com desvio a esquerda (NELSON; COUTO, 2001). A
hiperqueratose ¢ evidenciada, além da despigmentagdo e ressecamento dos focinhos e
coxins (TILLEY; SMITH JUNIOR, 2003). Geralmente, a perda de peso mais profundo
ocorre secundariamente a insuficiéncia renal induzida por complexo imune, sendo a
principal causa de oObito. A esplenomegalia ¢ nitida em muitos casos (ETTINGER,

1997).

2.1.3 Epidemiologia

A leishmaniase predomina em quase todos os continentes, com exce¢do da
Antartida, sendo considerada endémica em 88 paises, dos quais 72 sdo paises em
desenvolvimento. Segundo a Organizagdo Mundial da Satde 90% dos casos de
Leishmaniase visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, Nepal, India e Sudio (RATH et
al., 2003, MISHRA et al., 2009).

No Brasil, a LV, apresenta um perfil epidemiolédgico variado devido as alteragdes
climaticas, fisiograficas, biologicas, sociais que variam de acordo com a regido e que
interagem para produzir a doenca. Acredita-se que a distribui¢do da doenga ocorre de
forma ciclica, isto €, com um aumento dos casos em intervalos médios de cerca de cinco
anos, entretanto esta tendéncia varia entre os diferentes municipios e Estados (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).

Em 1913 foi registrado pela primeira vez um caso de Leishmaniase visceral no
Brasil no estado de Mato Grosso. Em 1934, novos casos foram relatados em 41
pacientes suspeitos de febre amarela na regido Nordeste, sendo confirmado apos
viscerotomia post-mortem. Acreditava-se que a transmissdo era exclusivamente rural ou
silvestre. Em 1934, a LV teve seus primeiros casos registrados no Estado do Ceara na
cidade de Sobral (BRAVO, 2007). Na década de 1950, um estudo em Sobral, mostrou
que dos 177 pacientes examinados, 96% foram infectados em zonas rurais, como
encostas, cavidades e grutas. Entretanto, 4% (7) dos pacientes haviam sido infectados na
area urbana de Sobral, apos confirmacdo de casos de infeccdo canina (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008). A figura 6 estabelece a ligacdo entre o nimero de casos no

Cearéa e a respectiva incidéncia.
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Figura 6. Nimero de casos e incidéncia da LV no Ceara entre 1986 a 2006.

Fonte: Secretaria da Satde do Estado Do Ceara, 2007

A intensa urbanizacao favoreceu a expansao da doenga, sendo caracterizada por
alteragdes ambientais antrdpicas e a migracdo rapida e marcante de populacdes rurais
para as periferias urbanas em busca de habitagdo adequada e infra-estrutura de
saneamento. Além disso, foi observado que a espécie L. longipalpis adaptou-se
facilmente ao peridomicilio, facilitada pelas condi¢des favoraveis de reproducdao do
vetor neste ambiente (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Desde a década de 1980, os casos e surtos de LV foram notificados com
transmissdo autdctone dentro dos limites da cidade de Sdo Luis (Maranhdo), Teresina
(Piaui), Natal (Rio Grande do Norte), Aracaju (Sergipe), Fortaleza (Ceard), Rio de
Janeiro, Corumba (Mato Grosso do Sul), Aragatuba (Sao Paulo) ¢ Montes Claros e
Sabard (Minas Gerais). Levantamentos de 1980 a 2005 demonstraram que o Brasil
registrou 59.129 novos casos da doenca, com uma média anual de 2.274 novos casos.
Sendo 82,5% (48.783) ocorrentes na regido Nordeste, demonstrado na figura 7.
Atualmente, 20 (74%) dos Estados do Brasil possuem registros de casos autoctones

(MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
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Figura 7. Casos de LV nas regides brasileiras entre os anos de 1984 a 2002.

Fonte: Ministério da Saude, 2003

Do ponto de vista epidemioldgico, a doenga canina ¢ considerada mais
importante que a doen¢a humana, pois, além de apresentar alta prevaléncia da infeccao,
apresenta grande contingente de animais assintomaticos albergando parasitas na derme,
nos quais os caes doentes representam melhor fonte de infec¢cdo para o inseto vetor que
o homem doente (DEANE, DEANE, 1955; MATTOS et al., 2004; LUVIZOTTO et al.,
2005).

Em relacdo aos caes, ndo ha relatos de predisposi¢do quanto a raga, sexo ¢ idade,
no entanto, acredita-se que ragas de pequeno porte sejam menos susceptiveis por
habitarem, geralmente, dentro dos domicilios, limitando o acesso dos flebotomineos

(GONTLJO; MELO, 2004).

2.1.4 Diagnéstico

O diagnostico da leishmaniase baseia-se nos aspectos clinicos, epidemiolédgicos
e laboratoriais. Biopsia ou pun¢do aspirativa de material de medula, baco, figado e
linfonodos permitem o diagnoéstico parasitologico, através de visualizagdo do parasita
em esfregaco sobre laminas, isolamento em meios de cultura e inoculagdo em animais
de laboratério (MARZOCHI et al., 1993). Para o diagnostico sorolégico, no Brasil, sdo
realizados com maior freqiiéncia o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a reagdo de

imunofluorescéncia indireta (RIFI). Sendo o ELISA mais sensivel e menos especifico
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que a RIFT (GONTIJO; MELO, 2004). E ha ainda métodos moleculares como a reagdo
de polimerase em cadeia (PCR), que apresenta alta sensibilidade, porém apresenta
limitagdes para o uso em inquéritos epidemioldgicos que se baseiam no custo,
disponibilidade de reagentes e equipamentos (SILVA, 1997; MANNA et al., 2008).

Apesar da grande variedade de testes ja desenvolvidos, o ELISA ¢ o teste de
eleicdo para ser utilizado em inquéritos epidemiologicos por reunir uma série de
vantagens como: ser de facil execucdo, rapido, barato, apresenta adequadas
sensibilidade e especificidade quando comparado com outras técnicas, sendo o RIFI o
teste confirmatério (ALVES; BEVILACQUA, 2004). ELISA ¢ o teste diagndstico
recomendado pelo Ministério da Satde nos inquéritos caninos. A despeito das
reconhecidas vantagens apresentadas por esta técnica, alguns problemas existem com
relacdo a sua precisdo, expressos numa sensibilidade que varia de 90-100% e numa
especificidade de 80% para amostras de soro (MOHAMMED et al., 1986; HARITH et
al., 1987; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

2.1.5 Controle

A fim de reduzir a morbidade ¢ a mortalidade da doenga ¢ recomendado o
diagnostico e o tratamento precoce dos casos humanos, além da gestdo ambiental, o
controle quimico, com o uso de inseticidas, sobre as populacdes de vetores e o
monitoramento e eutandsia de cdes sororreativos, que embora seja ainda um método
controverso, estudos indicam que a leishmaniase em caes precede o surgimento de casos
humanos. Em caes sdo utilizadas como alternativas preventivas vacinas e coleiras
impregnadas com piretrdides, embora ndo seja demonstrado 100% de eficacia (MAIA-

ELKHOURY et al., 2008).

2.2 Tratamento

No Brasil, o tratamento de leishmaniase visceral canina estd proibido com
produtos de uso humano ou nao registrados no MAPA (MAPA, 2008). Considera-se que
nao ha, até o momento, nenhum farmaco que garanta a eficacia do tratamento canino,
bem como a redugdo do risco de transmissdao, e ha existéncia do risco de caes em

tratamento manterem-se como reservatorios, além da possibilidade de induzirem a
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selecdo de cepas resistentes aos medicamentos disponiveis para o tratamento em
humanos.

A primeira tentativa de tratamento no homem ocorreu em 1912, quando Gaspar
de Oliveira Vianna observou que o tartaro emético era eficaz na terapéutica da
Leishmaniase tegumentar americana e apos trés anos, na Italia, também foi comprovado
como eficaz no tratamento da Leishmaniase visceral. Devido a toxicidade elevada e aos
graves efeitos colaterais indesejaveis, os antimoniais trivalentes foram sendo
substituidos (RATH et al., 2003).

O tratamento contra a LV tem sido feito com drogas como o antimoniato de
meglumina, estibogluconato de soédio, anfotericina B, pentamidina, aminosidina.
miltefosina e alopurinol (ALVAR et al., 2004; NIETO et al., 2005). Os antimoniais
pentavalentes tém representado a base do tratamento da leishmaniase humana nas
ultimas décadas, com indices de cura obtidos que variam de 60 a 90%. No entanto, a
necessidade de administragdo parenteral e a toxicidade da droga, principalmente para
idosos, cardiopatas e nefropatas dificultam o seu emprego. Embora raros, existem
relatos de morte subita desencadeada pela cardiotoxicidade dos antimoniais (PAULA et

al., 2003)

2.2.1 Antimoniato de Meglumina

O antimoniato de N-metil glucamina (figura 8), comercializado como
Glucantime ® ou antimoniato de meglumina, ¢ obtido sinteticamente a partir do acido
antiménico ¢ da N-metil-glucamina. Este ultimo por sua vez, ¢ obtido a partir da
aminag¢ado redutora da glicose em presenca de metilamina. Este composto ndo apresenta
sua formula estrutural definida, porém ¢ sabido que ¢ soluvel em 4agua e pouco solavel
em solventes organicos (RATH et al., 2003).

O seu mecanismo de acdo também nao esta bem elucidado. Contudo, existem
varias hipoOteses que tentam explicar a agdo deste firmaco, como a formacdo de
complexos de carboidratos e antimonio, N-metil-D-glucamina e antimonio, os quais
facilitariam a distribui¢dao da droga nos macréfagos do hospedeiro. Sugere-se ainda que
o antimoniato de meglumina seja uma pro-droga, convertida no interior do macrofago
em antimonial trivalente (ROBERTS et al., 1995) que pode interferir no processo de [3-
oxida¢ao dos 4cidos graxos e na glicolise do parasita levando a uma deple¢do dos niveis

de ATP intracelular (BALANA-FOUCE et al., 1998).
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Fatores como baixas dosagens e tratamentos descontinuos, em humanos,
levaram a ocorréncia de falhas na terapia e consequente aumento das formas resistentes
de parasitas. Este medicamento apresenta elevada toxicidade e efeitos colaterais

frequentes, como dor no local da aplicacdo entre outros (RATH et al., 2003).
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Figura 8 . Formula estrutural proposta do antimoniato de N-metil glucamina.
2.2.2 Estibogluconato de sddio

O Estibogluconato de sodio (figura 9) ¢ um antimoniato pentavalente, comercial
conhecido como Pentostan® e comercializado nos Estados Unidos, Europa, Africa e
India. Apresenta eficacia equivalente ao antimoniato de meglumina, porém possui

toxicidade pancreatica e hepatica mais elevada (SALDANHA, 1998).
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Figura 9 . Formula estrutural proposta do Estibogluconato de sodio.
2.2.3 Anfotericina B
A Anfotericina B (figura 10) ¢ um antibidtico da classe dos polienos produzido a

partir do Streptomyces nodosus. E primariamente uma droga fungicida, que possui

atividade contra algumas espécies de protozoarios, incluindo Leishmania spp. E
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considerado farmaco de segunda linha para o tratamento (LEMKE et al., 2005). Tem
como mecanismo de acdo a ligagdo da droga ao ergosterol da membrana celular da
leishmania, provocando uma desorganizagdo estrutural na membrana, formando poros
que alteram sua permeabilidade ao potdssio intracelular, acarretando em morte do
parasita por lise osmotica. Nos mamiferos, a Anfotericina B se liga ao colesterol da
membrana celular, o que parece estar relacionado aos efeitos adversos deste farmaco,
como tremores, febre, nduseas, vomitos, anorexia, mialgias, artralgias, ¢ perda de peso,
sendo a nefrotoxicidade a principal expressdo toxica. (NIETO et al., 2005). A forma
lipossomal age especificamente sobre as células-alvo (macréfagos), sendo incorporada
ao meio intracelular e, assim, reduzindo os efeitos colaterais com maior indice de
eficacia terapéutica. Porém apresenta alto custo e a administragdo endovenosa limita o
tratamento (PAULA et al., 2003).

- OH
bt ! - OH
C

OH
Jllm\\»[/ \Wﬁﬂlf\-[;\/l\{w

[a] OH H OH O

OH

T COOH

. = e o i = W _

3 = r NH; OH
- i/

0 =
J_
T CH;

o

Figura 10 . Férmula estrutural da Anfotericina B.

2.2.4 Pentamidina

A pentamidina (figura 11) é considerada como droga de segunda escolha,
principalmente nos casos em que os pacientes ndo respondem aos antimoniais ou para
pacientes hipersensiveis ao antimonio. Quanto ao seu mecanismo de acdo, sabe-se que
interfere com o transporte de aminoacidos, compete com poliaminas pelos acidos
nucléicos e pode também preferencialmente ligar-se a0 DNA do cinetoplasto. Tém sido
implicados a pentamidina efeitos colaterais imediatos e tardios, além de apresentar
toxicidade elevada , sendo descritos casos de morte repentina (RATH et al., 2003). Entre
os efeitos imediatos incluem-se hipotensdo, nauseas, vOmitos e sincope. Atuam
sistemicamente no metabolismo da glicose, gerando hipoglicemia em 8% dos casos € o
efeito diabetogénico. Na fase mais tardia, atingem 5% dos casos, sendo a alteracdo
mais frequente, a renal. Considerando-se exclusivamente o custo da droga, a

pentamidina custa duas vezes mais do que o antimonial (PAULA et al., 2003).
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Figura 11 . Formula estrutural do isotionato de pentamidina.
2.2.5 Aminosidina

A Aminosidina ¢ um antibiotico aminoglicosideo produzido por Streptomyces
rimosus, que tem atividade leishmanicida testada em modelos experimentais animais e
contra varias espécies de Leishmania in vitro (POLI et al., 1997). O seu mecanismo de
acdo ¢ baseado no bloqueio da ligagdo do RNA a unidade 30S dos ribossomos,
provocando alteracdo na sintese protéica do parasita (NOLI; AUXILIA, 2005). Embora
a droga apresente eficacia para a melhora no quadro clinico, os animais tratados podem
ainda funcionar como reservatorio para a infec¢do humana. A ototoxicidade e a

nefrotoxicidade sdo os principais efeitos colaterais relatados (VENEXAT et al., 1998).
2.2.6 Miltefosina

A miltefosina (figura 12), hexadecilfosfocolina, ¢ uma droga alquilfosfocolina
que foi eficaz na ativagdo de macrdofagos de camundongos infectados por Leishmania
spp. € na inibicdo da sintese de lipideos destes protozodrios (SINDERMANN et al.,
2004). O mecanismo de acao ainda ¢ controverso. O farmaco pode provocar vomitos e

diarréia, elevar a uremia e os niveis sanguineos de transaminases (FISHER et al., 2001).
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Figura 12 . Férmula estrutural Miltefosina.

2.2.7 Alopurinol
O alopurinol ¢ outro quimioterapico muito utilizado no protocolo terapéutico da

LV, normalmente associado aos antimoniais, devido a sua atividade apenas inibitoria do

crescimento de Leishmania spp. Contudo, apresenta uma toxicidade reduzida quando
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comparado aos antimonios, sendo também de facil administracdo através da via oral.
Porém, os resultados obtidos na terapia com o uso isolado do alopurinol ndo tem se
mostrado eficaz na cura da Leishmaniase visceral canina (DENEROLLE;

BOURDOISEAU, 1999).

Novos quimioterapicos anti-leishmaniases estdo sendo testados a fim de inibir as
principais vias metabdlicas do parasita. Entre estes incluem: inibidores do metabolismo
de folatos, da sintese de poliaminas, da sintese de tubulinas, da biossintese de
esterdides, de DNA topoisomerases, de complexos organometalicos (BEZERRA et

al.,2004).

2.3 Plantas com a¢ao leishmanicida

Ao longo da historia da civilizagdo, as plantas sdo utilizadas ndo s6 como fonte
de alimento, mais também como objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes
de principios ativos para a obtencdo de remédios, cosméticos, perfumes e venenos
(AGRA et al., 1994). Nos ultimos anos, as plantas tornaram-se uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos, tendo como base a medicina popular
(ROCHA; ROCHA, 2006). Aproximadamente 25% dos medicamentos do mercado
farmacéutico possuem extratos em sua composicao, alguns dos quais tém sido usados
como matéria-prima de drogas semi-sintéticas (BERGMANN et al., 1997).

Vérias pesquisas tém evidenciado como foco de estudo a atividade
leishmanicida de compostos isolados nas espécies vegetais, através de ensaios in vitro €
in vivo sobre formas promastigostas e/ou amastigotas de Leishmania spp. Dentre eles
alcaldides de Dysoxylum binectariferum (LAKSHMI et al., 2007), alcaloides [-
carbolina isolado de Peganum harmala (MISHRA et al., 2009), diterpenos de Laetia
procera (JULLIAN et al., 2005), chalconas (CHEN et al., 1993), naftoquinonas
(KAYSER et al., 2000), iridoides espirolactonas de Himanthus sucuuba (CASTILLO et
al., 2007), iriddides glicosidicos de Scrophularia lepidota (TASDEMIR et al., 2005),
polifendlicos de Cocos nucifera L. (MENDONCA-FILHO et al., 2004), taninos
(KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005); aminoglicosteréides e aminosterdides de
Holarrhena curtisii (KAM et al., 1997), neolignanas de Virola surinamensis (BARATA
et al., 2000) e flavonoides de Centrolobium sclerophyllum (ARAUJO et al., 1998).
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2.3.1 Pithecellobium dulce

Figura 13. Exemplar de Pithecellobium dulce.

Fonte: arquivo pessoal

Pithecellobium dulce Benth. (figura 13) ¢ uma arvore que atinge até 18m de
altura, nativa das Américas, sendo encontrada também em regides tropicais como a
India. E conhecida popularmente como espinheira. Esta planta pertente a familia
Fabaceae, considerada a terceira maior familia das angiospermas, por compreender
cerca de 750 géneros e mais de 18.000 espécies distribuidas em regides tropicais,
subtropicais, aridas e semi-aridas (HEYWOOD, 1996; ALMEIDA et al., 2003; WINK,
2003). A espécie P. dulce esta inserida na subfamilia Mimosoideae, e ¢ abundante no
Nordeste brasileiro (TUCKER, 2003).

Nesta espécie, t€ém sido descrita a classe dos flavonoides, dentre estes sao
encontrados flavondis, flavonodis glicosados, flavonas, isoflavonas, chalconas, entre
outros (HARBONE, 1971). Ja foram relatados varios tipos de metabdlitos secundarios,
como antraquinonas, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, glicosideos cianogénicos
(WINK, 2003).

Pesquisas demonstram que a casca da planta tem sido utilizada contra disenteria,
dermatite e inflamagdo ocular além de apresentar acdo antipirética. As folhas sdo
reportadas por possuir propriedades adstringentes, emolientes, abortivas,
anticonvulsivantes, anti-ulcerosos, anti-diabéticos e no tratamento de disturbios

intestinais (SUGUMARAN et al., 2008; SIRI et al., 2008; SUGUMARAN et al., 2009).
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2.3.2 Peschiera affinis

Figura 14. Exemplar de Peschiera affinis.

Fonte: http://www.territorioscuola.com/software/index_pt.php?title=Tabernaemontana

Peschiera affinis (figura 14) ¢ um arbusto perene, podendo chegar ao porte de
pequena arvore, bioprodutora de abundante latex branco e viscoso. Esta espécie ¢
conhecida popularmente como grao de galo e ¢ considerada ambigua no género, em
relagdo aos tipos de alcaldides isolados do género Tabernaemontana, que apresentam
diferengas quimicas com discreta significagdo sistematica (WOLTER-FILHO et al.,
1985). E um arbusto lactescente com ampla distribui¢do no Brasil, comum na regido
Nordeste, e pertencente a familia Apocynaceae, que encontra-se entre as dez maiores
familias de angiospermas, englobando de 250 a 550 géneros e entre 3700 a 5100
espécies, sendo representada em todos os continentes, com excecdo da Antartica
(SOUZA et al., 2006).

Dentre os metabolitos secunddrios mais conhecidos quimicamente e
farmaceuticamente e utilizados medicinalmente estdo os alcaldides, mais
especificamente alcaldides do tipo indolicos e bisinddlicos. Estes compostos foram
isolados em diferentes partes da planta, principalmente em cascas e folhas
(RODRIGUEZ et al., 2008). Pesquisas demonstram que estes alcaldides inddlicos
apresentam diversas atividades biologicas, tais como, contraceptiva, anti-inflamatoria,
antimalarial, anti-HIV, leishmanicida, antitumoral, antimicrobiana, anti-hipertensiva,
anticolinesterase e estimulante do sistema nervoso central (SANTOS et al., 2009). E
relatado que apresenta também nas suas estruturas quimicas, compostos do tipo
terpendides, lignanas, glicosideos, esterdides e triterpenos (RODRIGUEZ et al., 2008).

As espécies Peschiera australis e Tabernaemontana catharinensis ja foram

testadas contra Leishmania amazonensis (RODRIGUEZ et al., 2008).
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2.3.3 Pilocarpus microphyllus

o ¥

Figura 15. Exsicata de Pilocarpus microphyllus.
Fonte: http://www.herbs2000.com/herbs/herbs_jaborandi.htm

Pilocarpus microphyllus (figura 15) ¢ uma espécie conhecida popularmente
como jaborandi, considerada genuinamente brasileira, apresentando ampla ocorréncia
no Norte e Nordeste brasileiro. E uma arvore que pode atingir cerca de 6 a 8 metros,
pertencente a familia Rutaceae, que ocorre espontaneamente nos estados do Pard e
Maranhao. Caracterizada como uma espécie de sub-bosque de mata pré-amazonica,
podendo também ser encontrada em 4reas desmatadas (EIRA et al., 1992). A familia
Rutaceae ¢ constituida de 1600 espécies distribuidas em aproximadamente 150 géneros
(CORTEZ et al., 2006).

O género Pilocarpus compreende 13 espécies neotropicais distribuidas entre os
tropicos de cancer e capricornio. No Brasil sdo encontradas nove espécies, que recebem
designacdo geral de jaborandi, sendo a pilocarpina produzida no pais, em escala
industrial, a partir do P. microphyllus (LUCIO et al., 2002). Esta planta tem sido
estudada amplamente, devido a sua composi¢ao de metabolitos secundarios e apresenta
larga importancia econdmica para o Brasil, principalmente por conter em suas folhas
um teor elevado de alcaldides, como a pilocarpina, um alcaldide imidazdlico, utilizado
mundialmente no controle do glaucomas primarios. Desta espécie, além da pilocarpina
foram isolados os alcaldides também imidazodlicos conhecidos como isopilosina,

epiisopilosina e epiisopiloturina (ANDRADE-NETO, 1997).
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2.4 Metabolitos Secundarios de Plantas

As plantas produzem uma série de substidncias quimicas durante o seu
metabolismo (BOSCOLO; VALLE, 2008). Os compostos resultantes do metabolismo
primario sao predominantes e essenciais a sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas,
como carboidratos e proteinas. Enquanto os metabolitos secundarios ndo sao
necessariamente essenciais, porém estdo envolvidos na resisténcia contra pragas e
doengas, na atracdo de polinizadores, na interagdo com microorganismos simbidticos,
entre outros. Porém estes metabdlitos estdo presentes em concentragdes reduzidas nas
plantas, a maioria deles sdo alcaldides, terpendides, antocianinas, esterdides e
flavonoides, que tém sido empregados comercialmente como farmacos, corantes,
aromas, inseticidas, entre outros. Esses compostos apresentam uma ampla diversidade
em estruturas e tamanhos sendo encontrados e distribuidos por todo o reino vegetal

(LOURENCO, 2003).

2.4.1 Alcaloides

Os alcaldides sdao bases organicas nitrogenadas encontradas predominantemente
em angiospermas (BOTSARIS, 2002). Sao substancias organicas ciclicas que contém
um nitrogénio em estado de oxidagdo negativo, sendo distribuidas somente entre os
organismos vivos. Estdo presentes em tecidos com crescimento ativo, células
epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos (HENRIQUES et al.,
1999). A tabela abaixo demonstra resumidamente resultados obtidos por alcaldides de
diferentes espécies vegetais sobre diversas espécies de Leishmania (MISHRA et al.,

2009).

Tabela 1. Relagao da atividade leishmanicida de alcaloides.

ALCALOIDES ESPECIES ATIVIDADE
VEGETAIS

ALCALOIDES QUINOLINOS

2-n-propilquinolina Galipea longiflora | In vitro e in vivo sobre L.

Krause (Rutaceae) | braziliensis

Chimanina-D Galipea longiflora | In vitro e in vivo sobre L.

Krause (Rutaceae) | braziliensis
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ALCALOIDES INDOLICOS

Pleiocarpina Kopsia griffithii | In vitro sobre promastigotas de
(Apocynaceae) | L. donovani
Gabunina Peschiera van In vitro e in vivo sobre
heurkii promastigotas e amastigotas de

(Apocynaceae) | L. amazonensis

Fonte: MISHRA et al., 2009

Com base na ampla diversidade quimica presente nos produtos naturais € nas
atividades promissoras de alcaldéides demonstradas contra Leishmania spp., estes podem

ocasionar um impacto positivo sobre o tratamento da LV canina (MISHRA et al., 2009).

2.4.2 Flavonoides

Os flavondides consistem em compostos fendlicos que apresentam 15 dtomos de
carbono em seu nilicleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia
de trés carbonos entre elas (SIMOES et al., 1999). Os flavonodides podem ser
encontrados na forma aglicosilada, como a quercetina, contudo geralmente se apresenta
no reino vegetal na forma glicolisada, unidas a moléculas de agucares (SPANOS,
WROLSTAD, 1992).

Os flavonodides sdo importantes por apresentarem uma estrutura ideal para o
sequestro de radicais livres, sendo antioxidantes com maior acdo do que as vitaminas C
e E (BARREIROS; DAVID, 2006). Porém esta atividade antioxidante depende da sua
estrutura, sendo sugeridos varios métodos antioxidantes como a opressao da formagao
de espécies reativas do oxigénio pela inibicdo do sistema enzimatico responsavel pela
geragdo de radicais livres, a quelagdo de ions metalicos, o sequestro de radicais livres, a
regulacdo positiva ou protegdo das defesas antioxidantes e a inducdo de enzimas
antioxidantes (MIDDLETON et al., 2000; PIETTA, 2000).

Os flavondides apigenina e luteolina foram ativos quando testados contra L.
amazonensis (SCHINOR et al., 2007). Foi demonstrado o efeito inibitdrio in vitro dos
flavondides luteolina e quercetina sobre o crescimento de formas promastigotas e
amastigotas de L. domnovani. E no tratamento in vivo, por via oral, com essas
substancias, causou uma significativa redugdo da carga parasitaria em bagos de hamsters

infectados com L. donovani (MITTRA et al., 2000).
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3. JUSTIFICATIVA

A auséncia de tratamento efetivo contra LV canina além da possibilidade de
desenvolvimento de cepas resistentes aos poucos farmacos utilizados no tratamento do
homem, impulsionou a busca por novos agentes terapéuticos para combater esta doenga.
Considerando a biodiversidade existente na flora brasileira e o seu potencial como fonte
de moléculas bioativas a serem estudadas e exploradas, acredita-se que muitos

metabolitos podem apresentar efeitos promissores no tratamento da LV.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

Os extratos etandlicos e as fracdes de Peschiera affinis € Pithecellobium dulce,
e os alcaldides, pilocarpina e epiisopilosina, isolados a partir de Pilocarpus
microphyllus apresentam atividade leishmanicida sobre promastigotas e amastigotas de

L. chagasi e baixa toxicidade sobre macrofagos de murinos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos extratos etandlicos e das fragdes de P. affinis e P. dulce e dos

alcaldides isolados de P. microphyllus contra L. chagasi.

5.2

32

Objetivos especificos

» Testar a eficacia in vitro dos extratos etanolicos e das fragdes de P. affinis e P.
dulce e dos alcaloides, pilocarpina e epiisopilosina, extraidos de P. microphyllus
sobre promastigotas e amastigotas de L. chagasi,

* Determinar a citotoxicidade dos extratos, fragdes e alcaldides sobre células
monociticas de murinos RAW 264.7;

* Identificar os componentes quimicos dos extratos e fracdes testados.
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Abstract

The search for alternatives for the treatment of visceral Leishmaniasis has lead
researchers to study medicinal plants because their secondary metabolites have been
shown to be effective against Leishmania spp.

Aims of the study: To evaluate the leishmanicidal effect of the alkaloids
pilocarpine and epiisopilosine isolated from Pilocarpus microphyllus on the
promastigotes and the amastigotes of Leishmania chagasi and to determine the alkaloids
cytotoxicity on the murine monocytic cells, RAW 264.7.

Materials and methods: The alkaloids were evaluated in vitro to determine the
level of inhibition of the promastigotes and the amastigotes, and the cytotoxicity of the
alkaloids was determined using the MTT method.

Results: The alkaloids showed ICsy values on the promastigotes and the
amastigotes that were statistically similar to the positive controls, amphotericin B and
pentamidine (p>0.05). However, the cytotoxicity test demonstrated that the less toxic
alkaloid, epiisopilosine, presented 83.9% of viable cells. This was not significantly
different from pilocarpine or the positive control, amphotericin B.

Conclusions: We conclude that the alkaloids showed similar efficacy when
compared to the reference drugs on the promastigotes and the amastigotes of L. chagasi
and offer reduced cytotoxicity. Thus, we have demonstrated the potential of alkaloids
extracted from P. microphyllus as a promising source in the search for new antiparasitic

agents.

Keywords: antileishmanial, Leishmania chagasi, amastigotes, promastigotes, cytotoxicity.
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Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a parasitic disease caused by protozoa of the
genus Leishmania spp. that is of great importance due to its zoonotic character. VL has
high morbidity and mortality rates in tropical and subtropical countries and is endemic
in 88 countries, including Bangladesh, Brazil, Nepal, Sudan and India, where 90% of
cases occur (Lainson and Shaw, 1987; Rath et al., 2003, Mishra et al., 2009).

Brazil has banned the treatment of canine VL caused by Leishmania chagasi
with products intended for human use because until recently, there have been no drugs
that guaranteed the parasitological cure in canine therapy (Maia-Elkhoury et al., 2008).

Several studies have demonstrated the leishmanicidal activity of compounds
isolated from plant species by both in vitro and in vivo methods against Leishmania spp,
such as alkaloids isolated from Dysoxylum binectariferum (Lakshmi et al., 2007) and
the B- carboline alkaloid isolated from Peganum harmala (Mishra et al., 2009).

Pilocarpus microphyllus (Rutaceae) is a species of great economic importance
because the alkaloid pilocarpine, used worldwide to control glaucoma (Andrade-Neto,
1997), is extracted from its leaves.

This study aims to evaluate the cytotoxic effectiveness of the pilocarpine and
epiisopilosina alkaloids extracted from P. microphyllus against L. chagasi. We will also
determine the cytotoxicity of these alkaloids on monocytes from murine RAW 264.7

cells.

Materials and methods

Isolation of alkaloids

The pilocarpine and epiisopilosine alkaloids were isolated from the leaves of P.
microphyllus. The alkaloid bases were extracted by dissolution in ethanol and the
subsequent addition of concentrated nitric acid. The mixture of nitrate salts of the
alkaloids was subjected to recrystallization for final purification. The alkaloids were
identified by chromatographic analysis and were compared to reference samples

(Andrade-Neto, 1997).
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Cultivation of L. chagasi and RAW cells

The promastigotes of the L. chagasi strain, MHOM46/LC/HZ1, in the stationary
phase of growth were grown in M199 medium (Cultilab) supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS) (Inlab), HEPES (Sigma-Aldrich), bovine Hemin (Inlab), sodium
bicarbonate (Sigma-Aldrich), gentamicin (Inlab) and 5% sterile human male urine in an
incubator at 26°C (Simdes-Mattos et al., 2002).

RAW 264.7 cells were grown in Dulbelcco medium supplemented with 5%

inactivated fetal calf serum (Inlab) in an incubator with 5% CO?*at 36°C.

Test on the promastigotes

The promastigotes were counted in a Neubauer chamber at a concentration of 1
x 10° promastigotes/well. The action of the alkaloids was assessed in duplicate at
concentrations of 100 ug/ml, 20 pg/ml, 4 pg/ml, 0.8 pg/ml, 0.16 pg/ml, 0.032 pug/ml and
0.0064 pg/ml (Tempone et al., 2005). After incubation of the promastigotes with the
alkaloids overnight, 5 mg/ml of MTT (3-4.5-bromide dimethyltiazol-2-yl-2,5-
defeniltetrazolium) was added to assess the viability of the protozoa. After four hours, a
blocking solution consisting of 4 N HCI] and 10% SDS was added, and the wells were
read in a microplate reader with a 570-nm filter (Seifert et al. 2007). For the positive
controls, 50 pg/ml pentamidine was added, and M199 medium was added in the

negative controls.

Test on the amastigotes

Microplates containing monocytic lineage cells from murine RAW 264.7 were
added to the promastigotes at a concentration of 1 x 10° promastigotes/well and
incubated overnight. The alkaloids pilocarpine and epiisopilosine were added at
concentrations of 100 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/ml, 0.8 pg/ml, 0.16 pg/ml, 0.032 pg/ml and
0.0064 pg/ml and the plates were kept overnight in an incubator with 5% CO? at 36°C.
After the overnight incubation, 5 mg/ml MTT was added and the cells were incubated
for four hours. The blocking solution containing 4 N HCI, 10% SDS and isopropanol
was added to the cells, and the cells were conditioned for one hour at 36°C. The plates
were read on a microplate reader using a 570-nm filter. All tests were performed in
duplicate. For the positive controls, 5 pg/ml amphotericin B was added to the cells, and

in the negative controls, Dulbelcco medium was added.
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Evaluation of Cytotoxicity

RAW 264.7 cells at a concentration of 1 x 10° cells/ml were plated in Dulbelcco
medium supplemented with 5% fetal calf serum and were placed in an incubator with
5% CO?*at 36°C for 24 hours. The alkaloids were used at a concentration of 100 pg/ml.
The plates were stored in an incubator with 5% CO? at 36°C overnight. MTT (5 mg/ml)
was added for four hours, and then the blocking solution consisting of 4 N HCI, 10%
SDS and isopropanol was added. After one hour of blocking, the results were obtained
by using a microplate reader with a 570-nm filter. The tests were performed in triplicate
with 5 pg/ml amphotericin B serving as the positive control and Dulbelcco medium as

the negative control.

Statistical analysis

The inhibitory concentration (ICsp) in the range of 95% was calculated using a
nonlinear regression curve. The analysis of variance was tested using the One-Way
ANOVA test and the comparative analysis between treatments was performed with

Tukey's parametric test using the statistical software GraphPad Prism 5.0.

Results and discussion

The ICsy values determined from the in vitro tests on the promastigotes of L.
chagasi were 1.26 pg/ml to alkaloid pilocarpine and 1.30 pg/ml to alkaloid
epiisopilosine. Pentamidine, used as a positive control, had an ICs, value of 9 pg/ml.
The efficacies of pilocarpine and epiisopilosine on the promastigotes were 51.43% and
51.50% respectively. These values were statistically similar (p> 0.05) to the positive
control, which was determined to be 67%.

For the intracellular amastigotes, the ICsy values were 0.23 pug/ml for pilocarpine
and 0.08 pg/ml for epiisopilosine. The ICsy of amphotericin B, used as reference drug,
was 53.75 pg/ml. The efficacies of pilocarpine and epiisoliposine on the intracellular
amastigotes were 58.99% and 63% respectively. These results were shown to be
statistically similar to amphotericin B, which was 70% (p>0.05).

The cytotoxicity tests on the murine RAW 264.7 cells demonstrated that
epiisopilosine was the least toxic, presenting 83.9% of viable cells, compared with
66.29% when using pilocarpine. The positive control, amphotericin B, had 100%
viability (p> 0.05).
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There are no reports of the application of the alkaloids extracted from P
microphyllus on Leishmania spp., although the antileishmanial effect was reported in
other species from the family Rutaceae. Galipea longiflora was tested against the
promastigotes of L. braziliensis, L. amazonensis and L. donovani. In this study, the
quinoline alkaloids from these extracts were more potent than Glucantime ® but 25-100
times less active than pentamidine (Fournet et al. 1994). In another study, the alkaloids
gravacridonediol and rhodesiacridone isolated from the root of Thamnosma rhodesia
had a high leishmanicidal activity against the intracellular amastigotes of L. major, but
the alkaloids were not cytotoxic towards the macrophages (Ahua et al. 2004).

The search for new antiparasitic molecules is of great interest, and our results
show the potential of the alkaloids extracted from P. microphyllus as a promising source

in the search for new antiparasitic agents.

Acknowledgments
This work received financial support from CNPq (grant 464390/0). Dr. Claudia
M. L. Bevilaqua and Selene Maia de Morais have a grant from CNPq.

References

Ahua, K.M.; Ioset, J.R.; Ransijn, A.; Mauél, J.; Mavi, S.; Hostettmann, K., 2004.
Antileishmanial and antifungal acridone derivatives from the roots of Thamnosma
rhodesica. Phytochemistry. 65, 963-968.

Andrade-Neto, M., 1997. Contribuicao ao Conhecimento Quimico de Pilocarpus spp.
Tese de Doutorado. Universidade Federal do Ceara- UFC, Brasil.

Fournet A., Barrios A. A., Mufioz V., Richomme P., Bruneton J., 1994. Antiprotozoal
Activity of Quinoline Alkaloids Isolated from Galipea longiflora, a Bolivian Plant Used
as a Treatment for Cutaneous Leishmaniasis. Phytotherapy Research. 8, 174-178.
Lakshmi, V.; Pandey, K.; Kapil, A.; Samant, M.; Dube, A., 2007. In vitro and in vivo
leishmanicidal activity of Dysoxylum binetariferum and its fractions against Leishmania
donovani. Phytomedicine. 14, 36-42.

Lainson, R; Shaw, JJ., 1987. Evolution, classification and geographical distribution. /n.
Peters, W; Killick-Kendrick, R. The Leishmaniasis in Biology and Medicine.
London:Academic Press, 1-120.

38



Maia-Elkhoury A. N. S. ,Alves W. A., Sousa-Gomes M. L., Sena J. M., Luna E.
A.,2008. Leishmaniase visceral no Brasil: evolucao e desafios. Cadernos de Saude
Publica.24.

Mishra B.B., Kale R.R., Singh R.K., Tiwari V.K., 2009. Alkaloids: Future prospective
to combat leishmaniasis. Fitoterapia. 80, 81-90.

Rath, S.; Trivelin, L. A.; Imbrunito, T. R.; Tomazela, D. M.; Jests, M. N.; Marzal, P. C.;
Andrade-JR, H.F.; Tempone, A. G., 2003. Antimoniais empregados no tratamento da
leishmaniase: estado da arte. Quimica Nova. 26, 550-555.

Seifert, K., Lemke, A., Croft, S. L., Kayser, O., 2007. Antileishmanial structure-activity
relationships of synthetic phospholipids: in vitro and in vivo activities of selected
derivates. Antimicrobial Agents and Chemotherapy . 51, 4525-4528.

Simdes-Mattos L., Teixeira M.J., Costa D.C., Prata JR. J.R.C., Bevilaqua C.M.L.,
Sidrim J.J.C., Rocha M.F.G., 2002. Evaluation of terbinafine treatment in Leishmania
chagasi-infected hamsters (Mesocricetus auratus). Veterinary Parasitology.103, 207-
216.

Tempone, A.G; Borborema, S.E.T; Andrade-JR, H.F.; Gualda, N.C.A;Yogi, A; Carvalho,
C.S; Bachiega, D; Lupo, F.N; Bonotto, S.V; Fischer, D.C.H., 2005.Antiprotozoal
activity of Brazilian plant extracts from isoquinoline alkaloids producing families.

Phytomedicine.12, 382-390.

39



CAPITULO 11

Atividade in vitro de Peschiera affinis e Pithecellobium dulce sobre

Leishmania chagasi

In vitro activity of Peschiera affinis and Pithecellobium dulce on Leishmania

chagasi

Phytotherapy Research

Dezembro, 2010

40



In vitro activity of Peschiera affinis and Pithecellobium dulce on Leishmania
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Abstract

The visceral Leishmaniasis (VL) is a public health problem in tropical and subtropical
regions due to its zoonotic character and lack of proven efficacy of the drugs used in
dog therapy. In search of effective treatment for VL, the use of plants has shown a
promising activity. Thus, this study aimed to screen the fractions of Peschiera affinis
and Pithecellobium dulce on Leishmania chagasi. Ethanol extracts were obtained from
leaves and stems of these plants which were subjected to acid-base fractionation and
chromatography. These fractions were tested on promastigotes and amastigotes of L.
chagasi to evaluate the leishmanicidal effect and cytotoxicity on murine monocytic cells
RAW 264.7. In vitro tests of inhibition of promastigotes and amastigotes, the ECsy of
extracts and fractions were statistically similar to the positive control, pentamidine and
amphotericin B (p >0.05). The cytotoxicity test showed that the fraction Pd2 of P. dulce
was less toxic, obtaining 89,96% of viable cells not different from other fractions and
amphotericin B, positive control. We conclude that the drug-tested showed similar
efficacy as drug reference on promastigotes and amastigotes of L. chagasi and reduced

cytotoxicity.

Keywords: antileishmanial, Leishmania chagasi, amastigotes, promastigotes,

cytotoxicity.
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is considered one of the six more important tropical illnesses and
88 countries are affected by this zoonosis, encompassing 12 million people infected and
an increasing incidence of one to two million new cases per year, mostly in India,
Sudan, Brazil and Bangladesh (Mishra et al., 2009). The disease causative agent is a
heteroxenic protozoan belonging to the genus Leishmania. In the urban cycle, the dog
acts as the principal reservoir and the human represents an accidental host.
Leishmaniasis is transmitted through the bite of female sand flies of the family
Psychodidae (Gontijo and Melo, 2004).

In Brazil, the commonly therapeutic used in humans, is antimonial drugs.
However, these medications have limitations such as high toxicity, causing numerous
side effects (Brasil, 2006; Mishra et al., 2009). In Brazil, the treatment of canine
visceral Leishmaniasis with products of human use is prohibited. It is reported that the
treatment did not decreased the importance of dogs as reservoirs of the parasite, as it
was evidenced a low efficiency in terms of parasitological cure, besides the possibility
of the occurrence of parasite resistance to drugs (Brasil, 20006).

A new strand of research has used secondary metabolites of plants as the focus
of —leishmanicidal activity, . Among these, alkaloids of Dysoxylum binectariferum
(Lakshmi et al., 2007), B-carboline alkaloids isolated from Peganum harmala (Mishra et
al., 2009), polyphenolics of Cocos nucifera (Mendonga-Filho et al., 2004), tannins
(Kolodziej and Kiderlen, 2005), flavonoids of Centrolobium sclerophyllum (Aratjo et
al., 1998).

Considering chemosystematic analysis and the access, the plants Peschiera
affinis belonging to family Apocynaceae and Pithecellobium dulce to family Fabaceae
were selected as representatives of the Brazilian northeast. Research has shown that the
bark of P. dulce contains 37% tannin catechol-type, and can be used in cases of
dysentery, dermatitis and eye inflammation in addition to presenting antipyretic
(Sugumaran et al., 2008; Siri et al., 2008). While the leaves are astringent, emollient,
abortion, anticonvulsants, anti-ulcer, anti-diabetics, to treat intestinal disorders
(Sugumaran et al.,, 2008; Siri et al., 2008; Sugumaran et al., 2009). The genus
Peschiera is also called Ervatamia and Tabernaemontana. Ethnobotanical studies
indicate the use of this genus as an antimicrobial, antiparasitic, anti-inflammatory,

analgesic and anti-tumor (Delorenzi et al., 2001). The species Tabernaemontana
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catharinensis and Peschiera australis showed activity against Leishmania amazonensis
(Rodriguez et al., 2008).

Thus, this study aimed to do a screening of fractions of P. affinis and P. dulce
against promastigotes and amastigotes of L. chagasi and cytotoxicity on murine

monocytic cells RAW 264.7.

MATERIALS AND METHODS

Extracts and fractions from P. affinis and P. dulce

Samples of the plants P. affinis (Pa) and P. dulce (Pd) were collected, on august
until november 2009, in Fortaleza, Ceara State, Brazil. The plants were identified by
botanists of the Herbarium Prisco Bezerra of the Universidade Federal do Ceara. A
voucher was deposited under the numbers 47233 and 47026, respectively.

Leaves and stems were dried in shade at room temperature. They were then
ground, weighed (1.5 kg) and immersed in ethanol 96% for seven days. The material
was filtered and rotoevaporated-obtaining the ethanol extract, which was subjected to
two processes: acid-base fractionation and column chromatography on silica gel.

Acid-base fractionation consisted of washes with 10% phosphoric acid and n-
hexane 99% by forming a biphasic solution, which was filtered and buffered with
ammonium hydroxide 24% to reach pH 9, and it washed with dichloromethane. The
extract was then filtered, dried with anhydrous sodium sulfate and rotoevaporated,
obtaining the fractions Pa5 and PdS5.

The ethanol extract of the plant was subjected to column chromatography on
silica gel using the solvent hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol mixtures of
increasing polarity, diluted in 100% hexane, hexane: chloroform (1:1), chloroform
100% , chloroform: ethyl acetate (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3.7, 2:8, 1:9), ethyl acetate
100% ethyl acetate: methanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) and 100%
methanol.

Based on chromatography analysis we selected for in vitro testing six fractions
of P. dulce: ethanol extract, Pd1 (chloroform: ethyl acetate 8:2), Pd2 (chloroform: ethyl
acetate 7:3), Pd3 (ethyl acetate: methanol 6:4), Pd4 (ethyl acetate: methanol 4: 6) and
Pd5 (product of the acid-base fractionation). And six fractions of P. affinis: ethanol
extract, Pal (chloroform: ethyl acetate 6:4), Pa2 (ethyl acetate: methanol 7:3), Pa3
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(ethyl acetate: methanol 6:4), Pa4 (ethyl acetate: methanol 5: 5) and Pa5 (product of the

acid-base fractionation).

Cultivation of L. chagasi and RAW cells

The promastigotes of L. chagasi strain, MHOM46/LC/HZ1, in the stationary
phase of growth were grown in M199 medium (Cultilab) supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS) (Inlab), HEPES (Sigma-Aldrich), bovine Hemin (Inlab), sodium
bicarbonate (Sigma-Aldrich), gentamicin (Inlab) and 5% sterile human male urine in an
incubator at 26°C (Simdes-Mattos et al., 2002).

RAW 264.7 cells were grown in Dulbelcco medium supplemented with 5%

inactivated fetal calf serum (Inlab) in an incubator with 5% CO?*at 36°C.

Test on promastigotes

The promastigotes were counted in a Neubauer chamber at a concentration of
1x10° promastigotes/well. The action of the ethanol extracts and fractions of each plant
were accessed in duplicate at concentrations of 100 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/ml, 0.8
pg/ml, 0.16 pg/ml, 0.032 pug/ml and 0.0064 pg/ml (Tempone et al., 2005). After
incubation of the promastigotes with the ethanol extracts and fractions of each plant
overnight, 5 mg/ml of MTT (3-4.5-bromide dimethyltiazol-2-yl-2,5- defeniltetrazolium)
was added to access the viability of the protozoa. After four hours, a blocking solution
consisting of 4 N HCI and 10% SDS was added, and the wells were read in a microplate
reader with a 570-nm filter (Seifert et al. 2007). For the positive controls, 50 pg/ml

pentamidine was added, and M 199 medium was added in the negative controls.

Test on amastigotes

Microplates containing monocytic lineage cells from murine RAW 264.7 were
added to the promastigotes at a concentration of 1x10° promastigotes/well and incubated
overnight. The ethanol extract and fractions of the plants were added at concentrations
of 100 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/ml, 0.8 pg/ml, 0.16 pg/ml, 0.032 pg/ml and 0.0064 pg/ml
and the plates were kept overnight in an incubator with 5% CO? at 36°C. After the
overnight incubation, 5 mg/ml MTT was added and the cells were incubated for four
hours. The blocking solution containing 4 N HCI, 10% SDS and isopropanol was added
to the cells. The cells were conditioned for one hour at 36°C. The plates were read on a

microplate reader using a 570-nm filter. All tests were performed in duplicate. For the
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positive controls, 5 pg/ml amphotericin B was added to the cells, and in the negative

controls, Dulbelcco medium was added.

Evaluation of Cytotoxicity

RAW 264.7 cells at a concentration of 1x10° cells/ml were plated in Dulbelcco
medium supplemented with 5% fetal calf serum and were placed in an incubator with
5% CO?at 36°C for 24 hours. The fractions and ethanol extracts of plants were used at a
concentration of 100 ug/ml. The plates were stored in an incubator with 5% CO?* at
36°C overnight. MTT (5 mg/ml) was added for four hours, and then the blocking
solution consisting of 4 N HCI, 10% SDS and isopropanol was added. After one hour of
blocking, the results were obtained by using a microplate reader with a 570-nm filter.
The tests were performed in triplicate with 5 pg/ml amphotericin B serving as the

positive control and Dulbelcco medium as the negative control.

Chemical analysis

All fractions and extracts were subjected to vibrational spectroscopy in the
infrared (IR) spectroscopy and scanning ultraviolet (UV) visible and qualitative
phytochemical tests of phenols, tannins, catechins, leucoanthocyanidins, flavonoids,
steroids, terpenes, quinones, saponins and alkaloids to determine the chemical

components.

Statistical analysis

The inhibitory concentration (ICso) in the range of 95% was calculated using a
nonlinear regression curve. The analysis of variance was tested using the One-Way
ANOVA test and the comparative analysis between treatments was performed with

Tukey's parametric test using the statistical software GraphPad Prism 5.0.

Results

The phytochemical analysis of P. dulce in ethanol Pd showed the presence of the
steroid glycoside, steroid free, flavonoids, flavonones, catechins and xanthones; in Pdl
was found steroid-ketone; in Pd2 steroid free; in Pd3 and Pd4 steroid glycosides; and
flavonoids, flavonones, xanthones and catechins in Pd5. While in samples of P. affinis,
in ethanol Pa observed steroid free and steroid alkaloid glycoside; in Pal, steroid ester

function; in Pa2, flavonoid glucoside, in Pa3 and Pa4, steroid glycoside, and alkaloids in
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Pa5 that characterize the structure of ibogamine compound. The phytochemicals found

in tests results are complemented by the spectral data arranged in tables 1 and 2.

Table 1. Spectral data of the fractions and ethanol extract of P. dulce and P. affinis.

Fractions

UV data (A max nm)

IR data (cm")

P, dulce ethanol extract

205,265, 296, 316, 319, 329,
335,338,343

3300, 2850, 1630, 1380,1050

374, 380, 383, 406

Pd1 193, 205, 212, 214, 221, 3400, 2900 2830 1714, 1430,
224, 241,352, 355, 363, 1350 1125
408

Pd2 191, 201, 204, 213, 218, 2900, 2850, 1750, 1720, 1490,
228, 231, 235, 241, 271, 1350, 680
328,412

Pd3 205, 269, 323, 340, 347, 3450, 2900, 2890, 1640, 1350,
350, 358, 361, 369, 384, 1020
391, 407

Pd4 205, 269, 338, 340, 356, 3375, 2813, 1580, 1500, 1020
390, 396, 400

Pd5 206, 279, 349, 360, 368, 3350, 2850, 2795, 1650, 1600,

1100, 1470, 1050

P. affinis ethanol extract

207, 267, 316, 403, 406

3400, 2875, 1750, 1700, 1670,
1485, 1010

Pal 201, 210, 220, 227, 232, 3490, 2850, 1700, 1480, 1050
242, 368, 379, 388, 405

Pa2 207,272,279, 321, 330, 3400, 2875, 2785, 1690, 1600,
372,394 1490, 1010

Pa3 206, 268, 280, 288, 330, 395 | 3275, 2930, 2830, 1690, 1600,

1490, 1465, 1010, 690
Pa4 268,312, 316, 322, 372 3375, 2885, 1665, 1370, 1040
Pa5 205, 284,291,317, 320, 369 3380, 2920, 1650,1625, 1485,

1120
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Table 2. Infrared absorption frequencies.

Fractions | O-H | N-H | C-N | C-H | C=C | C-O | C=0 C=C C-H C-H deformacio
aromatico | alifatico

P dulce | 3300 - - |2850| 1630|1050 | - - 1380 -

ethanol

extract

Pdl 3400 | - - 12900 - | 1125|1714 - 1430; .
; 1350
2830

Pd2 3400 - - |2900| - - | 1750; - 1490; 630
; 1720 1350
2850

Pd3 3450 - - /2900|1640 | 1020 | - - - 1350
2890

Pd4 3375 - - |2813|1580|1020| - - - -

1500

Pd5 3350 - - 12850 - | 1100] 1650 1600 1450 -
2795 1050

P. affinis 3400 - - |2875|1670| 1010 | 1750; - - 1485

ethanol 1700

extract

Pal 3490 - - |2850| - |1050] 1700 - - 1480

Pa2 3400 - - 2875 - 1010 | 1690 1600; - -
; 1490
2785

Pa3 3275 - - 12930| - - 1690 | 1600; - 1000;
; 1490; 690
2830 1465

Pa4 3375 - - 288511665 | 1040 - - - 1370

Pas - 3380 | 1120 |2920| 1650 1485

1625

The action of ethanol extracts and fractions of each plant on promastigotes and

amastigotes, as well as cytotoxicity on murine RAW 264.7 cells are shown in Table 3.
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Table 3. Concentration of extracts and fractions of P. dulce and P. affinis, and alkaloids
of P. microphyllus able to inhibit 50% of promastigotes and amastigotes and

percent of viability on RAW 264.7.

Fractions ICso ICso
promastigotes amastigotes % Viability
(ng/mL) (ng/mL)
P, dulce 0,52 1,02 70,73
ethanol extract

Pdl1 5,07 1,38 72,91
Pd2 3,05 0,41 89,96
Pd3 2,52 0,24 68,52
Pd4 2,61 0,49 75,64

Pd5 2,05 2,76 74,1
P.affinis 11,3 0,42 84,43

ethanol extract

Pal 1,58 0,56 60,52

Pa2 4,09 14,6 80,7
Pa3 18,7 0,68 88,17
Pa4 3,15 0,22 87,46
Pa5 1,73 1,82 73,54

Amphotericin 0,1 53,75 100

B
Pentamidine 9 4,08 -

The effect of extracts and fractions were tested on the survival of promastigotes
and amastigotes showed that the fractions were statistically similar to positive controls

(p>0.05).

Discussion

The results obtained by phytochemical analysis of P. dulce were similar to those
found in the literature regarding the species of the family Fabaceae (Siri et al. 2008;
Sugumaran et al. 2009; Lombarto et al., 2009).

It is believed that the efficacy of P. dulce, probably due to the presence of
flavonoids, because the groups of sterols are common compounds in plants. It is also
considered previous research that demonstrated the effect of these compounds on

Leishmania spp. as evidenced by the flavonoids apigenin and luteolin are active against
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L. amazonensis (Schinor et al., 2007). Besides the inhibitory effect in vitro of luteolin
and quercetin on the growth of promastigotes and amastigotes of L. donovani, the test
on hamsters infected with L. donovani caused a significant reduction in parasite load of
spleens (Mittra et al., 2000). The mechanism of action of these metabolites on the
parasite is not yet known, but function as an antioxidant may be involved, as determined
by the chemical structure of the compound, which has a basic structure of C6-C3-C6
(two phenyl rings A and B- linked through a pyran ring-C) and flavonoids may vary
depending on the substitution and the level of oxidation in ring C. Moreover, these
components enable the inhibition of oxidation of low density lipoproteins (LDL) by
macrophages, and some of them can inhibit the expression of nitric oxide synthase and
nitric oxide formation in macrophages (Piette, 2000; Florez-Martinez et al. , 2002).

Based on the phytochemical analysis performed on P affinis, as well as
flavonoids, alkaloids can justify the action of extracts and fractions on L. chagasi.
Considering the presence of the alkaloid ibogaine structures confirming the prevalence
of type iboga alkaloids, belonging to the indole group in the northeastern Brazilian
samples (Wolter-Filho et al., 1985).

The ethanol extract of stem of Peschiera australis obtained by chemical
fractionation identified the iboga-type indole alkaloid coronaridine (12.5ug/ml) that
inhibited the growth of promastigotes of L. amazonensis in 97% and 79% of
amastigotes. Depending mainly on factors such as season and soil type, different
concentrations of coronaridine can be naturally found in P. affinis (Delorenzi et al.,
2001).

It is suggested that although the mechanism of alkaloid on Leishmania spp. is
not yet understood, it is believed that there is a correlation between chemical structure
and length of the substitution group, it is likely that the structure of these components
can significantly influence the activity on the parasites (Staerk et al. 2000; Rodriguez et
al., 2008). The alkaloids may affect the mitochondria of macrophages, increasing its
size by amorphous material (Delorenzi et al., 2001). Additionally, it was reported that
ibogaine, 18-Methoxycorinaridine and coronaridine decreased the activity of nitric
oxide synthase in the brains of mice treated intravenously, suggesting that the death of
L. amazonensis can not be mediated increased activity of NO synthase. This factor is
considered because the leishmania parasites are obligate intracellular

that develop into  macrophages, where production of nitric oxide
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by these cells represents the most important mechanism immunologically mediated
amastigote killing (Mauel and Ransijn, 1997; Popik and Skolnick, 1999).

Plant extracts have been shown to be a useful source of new compounds to be
administered alone or as adjuvant to improve the leishmanicidal action. However,
purified fractions of these extracts should be evaluated in order to verify the potential of
these species.
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CONCLUSOES

Dessa forma, conclui-se que os extratos etanodlicos e as fragdes testadas de
Peschiera affinis e Pithecellobium dulce, e os alcaldides pilocarpina e epiisopilosina de
Pilocarpus microphyllus apresentaram sobre as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania chagasi eficacia semelhante as drogas de referéncia (anfotericina B e
pentamidina), além de apresentarem citotoxicidade reduzida sobre as células

monociticas de murinos RAW 264.7.
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PERSPECTIVAS

Para futura aplicagdo desse material como fitoterapico faz-se necessario um
estudo mais detalhado do potencial leishmanicida de Peschiera affinis e Pithecellobium
dulce através da purificacdo e isolamento dos constituintes quimicos dos extratos e
fragdes testados in vitro, com a posterior definicdo da estrutura dos metabodlitos em
questdo. Além de requerer o estudo pré-clinico com animais de laboratério dos

constituintes isolados e dos alcaldides pilocarpina e epiisopilosina.
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