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RESUMO

LIMA, Gerson Silva deEstudo da atividade tripanossomicida e leishmanical de extrato,
fracOes e terpenos deroton cajucarabenth. 2014. 75f. Tese (Doutorado em Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo Agropecuéria). Pro-Reitoria Besquisa e PoOs Graduacao,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Selicp, RJ, 2014.

As doencas parasitarias acometem as populacdesidasido processo de globalizagédo
mundial, os tripanossomatideoBrypanossoma cruzie Leishmania amazonensisao
causadores da doenca de Chagas e da Leishmardoseprssideradas doencas tropicais
negligenciadas de acordo com a Organizacdo Muddigaude (OMS). Sédo causadoras de
grande morbidade e mortalidade, pela sua cardatarisnitante e dessa forma considerada
um problema de saude publica, pela dificuldadecdssp e adeséo ao tratamento, pela falta
de investimentos na criacdo de novos farmacosipelstria farmacéutica e politicas sociais
ineficientes. O tratamento utilizado dessas doengase satisfatorio em relacao a efetividade
e toxicidade, e a resisténcia a drogas hoje exesay) também, pela sensibilidade de diversas
cepas a estas substancias. Na tentativa de erncoow@s agentes anti-parasitarios, as plantas
medicinais tém sido pesquisadas. Assim, este esaw#ocomo objetivo avaliar a atividade
leishmanicida e tripanossomicida de terpenos issladie Croton cajucara Benth
(Euphorbiaceae)DCTN, CTN e AAA, e das fragc6e€C-EHA, F1-7, F25-27 e F28. Para
este estudo foram realizados tesitesvitro com as formas promastigotas e amastigotas
(axénicas e intracelulares) de. amazonensise, com as formas tripomastigotas e
epimastigotas dé&. cruzi Utilizou-se, para avaliacdo da atividade antepaéria, 0 método
de contagem em culturas de 24, 48 e 72 horas. édodtados obtidos para promastigotas de
L. amazonensigjas culturas de 24 h o diterpeD€TN mostrou a maior atividade com um
valor de 1Gy = 6,31 pg/mL (20,13 pM), da mesma forma para osaies frente as
amastigotas axénicas com umg€19,98 pg/mL (63,75 uM), e, também, demonstrowomai
eficiéncia frente as amastigotas intracelularesdseque, apdés 72 horas apresentok K
0,16 pg/mL enquanto que a Pentamidina utilizadaocsunbstancia padrao, apresentogh
0,21 pg/mL. Nos ensaios das fragfes frente as mot@st axenicas de. amazonensifram
obtidos valores de kg na faixa de 6,18 a 14,74 pg/mL, indicando ativedaduito
interessante. Os resultados obtidos fareruzimostraram maior atividade para os diterpenos
DCTN e CTN com valores de 16§=10,17 pg/mL (32,45 uM) e 16,04 pg/mL (50,85uM),
respectivamente, para as formas tripomastigotatfC=23,57 pg/mL e 19,51 pg/mL,
respectivamente para as formas epimastigotas eturasilde 24 horas. Para as fracOes
ensaiadas a atividade frente @o cruzi também foi significativa tanto para as formas
tripomastigotas quanto epimastigotas. Neste estaidpém se investigou o mecanismo de
acdo das substancias mais ativas quanto a intecfaréa biossintese do ergosterol no
conteudo lipidico total, ndo tendo sido observadaranuicdo desse esteroide. No entanto, a
investigacdo da acdo dos terpenos na via da engipenotiona redutase mostrou a
participacdo dessas substancias, sendo um dosgiesaecanismos de acdo desses terpenos.

Palavras-chave:Plantas medicinai§ripanossomatideo€roton cajucara Terpenos.



ABSTRACT

LIMA, Gerson Silva deStudy of the trypanocidal and leishmanicidal activiy of extract,
fractions and terpenes ofCroton cajucara Benth. 75p. Thesis (Doctorate in Science,
Technology and Innovation in Agriculture). Pro-Reid de Pesquisa e Pos Graduacéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Selicp, RJ, 2014.

Parasitic diseases affects the populations excludexh the globalization process, the
trypanosomatidérypanosoma cruzand Leishmania amazonenseae the cause of Chagas
disease and leishmaniasis and are considered temjleopical diseases according to the
World Health Organization (WHO). These are caudmgh morbidity and mortality by
theirlimiting characteristic and thus considergulalic health problem due to the difficulty of
access and adherence to the treatment, lack atmeat in the discover of new drugs by the
pharmaceutical industry and inefficient social pi@s. The treatment used for these diseases
is not satisfactory in terms of effectiveness andcity, the resistance to currently used drugs,
and also the susceptibility of various strainshese substances. As an attempt to find new
anti - parasitic agents, medicinal plants have besearched. Thus, this study aimed to
evaluate the leishmanicidal and trypanocidal atgtivof terpenes isolated from Croton
cajucaraBenth (EuphorbiaceaB)CTN, CTN andAAA, andCC- EHA fractions,F1-7, F25

- 27andF28. For this studyin vitro tests were performed with promastigotes and agwist
(axenic and intracellular) df. amazonensjswith trypomastigotes and epimastigotesTof
cruzi. The method of counting in cultures of 24, 48 &@&dhours was used for evaluation of
the anti-parasitic activity. In the results obtairfer promastigotes df. amazonensis 24h
cultures, the diterpenleCTNs howed the highest activity with ansfG= 6.31 pug/mL (20.13
mM), similarly to the tests facing the axenic angages with an 16 = 19.98 pg/mL (63.75
uM), and also showed higher efficiency for intrddar amastigotes, and, after 72 hours
showed 1Gy = 0.16 pg/mL, while Pentamidine, used as positmetrol, showed 1€ = 0.21
mg/mL. In tests of fractions with axenic amastigotéL. amazonensjdCs, values ranging
from 6.18 to 14.74 pg/mL were obtained, indicatngery interesting activity. The results for
T.cruzi showed greater activity fdDCTN and CTN diterpenes with 16 = 10.17 pg/mL
(32.45 uM) and 16.04 pg/mL (50.85uM), respectivédy,trypomastigotes and ¥g= 23.57
pg/mL and 19.51 mg/mL, respectively for epimastgotin 24 hours cultures. For the
fractions assayed, the activity agaimstruziwas also significant for both trypomastigotes as
epimastigotes. This study also investigated theomctmechanism of the most active
substances about the interferences in the ergbsiesynthesis and in the total lipid content.
The results show that no decline of this steroidwever, the investigation of the action of
terpenes in the via of trypanothione reductase rmezghowed the participation of these
substances, which is one of the possible actiorhar@ésms of these terpenes.

Key words: Medicinal Plants. Trypanosomatid3toton cajucara Terpenes



RESUMEN AMPLIADO

LIMA, Gerson Silva deEstudio de la actividad tripanocida y leishmanicidadel extracto,

las fracciones y los terpeno€roton cajucaraBenth. 75p. Tesis (Doctorado en Ciencia,
Tecnologia y Innovacion en Agropecuaria). Pro-retade Pesquisa e Pés Graduacéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Ssliop, RJ. UFRRJ, 2014.

1. Introduccion

La flora de la Amazonia es muy diversa y comprepdete de especies con
caracteristicas inusuales, tales como los que rtigngredientes activos con potencial
medicinal. Entre las diversas especies nafrason cajucaraBenth, conocido popularmente
como “Sacaca’, se destaca por su potencial medlicioa sus hojas y corteza muy utilizada
en la medicina popular para las propiedades que a&ibuyen la curacion. Esta especie es
una de las plantas medicinales mas importantesatl Bn la actualidad.

La enfermedad de Chagas, enfermedadgitaia frecuente en paises tropicales afecta
aproximadamente a 18 millones de personas por afimd® el mundo. El medicamento
indicado es el benznidazol (Roche), que es muyodsturante todo el tratamiento, que puede
durar un promedio de tres a cuatro meses. Su uske éeneficio comprobado en la fase
aguda, pero en la fase crénica, el tratamientarggedinicamente a las manifestaciones.

La busqueda de nuevos farmacos o sustancias fiddcpd que sustituyan o
complementen la terapia actual es una de las gaideis de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2002).

Otra endémica en unos 90 paises, la leishmanasisyun estimado de 12 millones a
unos 350 millones de personas en todo el mundoaelencia se encuentran en la zona de
riesgo de contagio. La leishmaniasis es tambiérproblema grave de salud publica que
tiende a aumentar debido a factores de riesgo amabieon la migracion masiva, la
urbanizacion y la deflorestacion (DESJEUX, 2001).

Se llevaron a cabo estudios fitoquimicos camdes cantidades de hojas y el tallo de
corteza deCroton cajucara lo que lleva al aislamiento de compuestos impbeta que
podrian tener razonablemente representacion eresaglios bioldgicos. Estos estudios
demostraron que la corteza del tallo es rica esrkhos del tipo clerodano, después de haber
sido aislados: dehydrocrotonidCTN) y crotonin CTN), ademas del triterpeno acido
acetilaleuritolico AAA).

La necesidad de nuevos tratamientos mediante eldesmedicamentos a base de
plantas con menor toxicidad y mayor selectividaddl a la busqueda de nuevos y activos
productos naturales. Los estudios farmacologicalizealos corCroton cajucaraMACIEL y
ECHEVARRIA, 2002) y, mas recientemente, los residapreliminares del extracto en
metanol de la corteza y la triterpeA&A, mostré una inhibicion dosis dependiente de la
proliferacion deTrypanosoma cruz{epimastigotes y tripomastigotes) (CAMPOS, 2009),
indicando la importancia de continuar el estudisapau uso en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. Ademas, el estudio en coopareon otros parasitos tales como
Leishmaniasis, asi como la evaluacion del positdeamismo de accion resultd ser importante
para el tratamiento de enfermedades parasitarias.



2. Material y Métodos

El material vegetal de la espe€eoton cajucaraBenth se recogié en Belém -PA y su
identificacién fue hecha por comparacién con eagatepositadas en el Museo del Herbario
Emilio Goeldi (Belém-PA). La extraccion y aislamiende metabolitos especiales fueron
realizados en el Laboratorio de Tecnologia y elddemento de Quimica de Tensioactivos
en la Universidad Federal de Rio Grande do Nort&tdN RN). Se obtuvieron del extracto
hidroalcohdlico de la corteza @& cajucara y después de varias particiones con disolvente
en creciente polarida@GC-EHA, F1-7, F25-27, F28, AAA, DCTN y CTN. En este trabajo
fue usada para referencia la cepa Y aislada Tdecruzi en pacientes humanos
(NUSSENSZWEIG & SILVA, 1953) por cortesia del Labatmrio LIPMED/IOC,
MHOM/BR/77/LTB0016, y la cepa de promastifotasldeamazonensedel Laboratorio de
Bioquimica de Tripanossomatideos/IOC/FIOCRUZ, y Ilasastigotas axénicas del
Laboratério de Imunoparasitologia/lOC/FIOCRUZ. Lavakiacion de la actividad
leishmanicida deC. cajucarafrente aL. amazonensigs relatada por la primera vez. La
evaluacion de la actividad anti-leishmaniasis faalizada con las formas promastigotes,
amastigotes axenicos Yy intracelulares en cultives2d, 48 y 72 h. Los ensayos fueron
realizados por lo menos en triplicado y de manedependiente, contandose los parasitos
vivos y los muertos en una camara de Neubauer.eviaduacion tripanocid&. cajucara
contraT. cruzi fue realizada en las formas evolutivas epimastgot tripomastigotes en
cultivos de 24,48y 72 h.

3. Resultados y Discusién

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actigitiEishmanicida y tripanocida de
terpenos aislados deroton cajucaraBenth (EuphorbiaceaeQCTN, CTN y AAA, vy las
fracciones deCC-EHA, F1-7, F25-27 y F28. Para este estudio, los ensayosvitro se
realizacion con promastigotes y amastigotes axeradatracelulares de Bmazonensig;on
tripomastigotes y epimastigotes de cruzi. Se utiliz6 para evaluar la actividad anti-
parasitario el método de recuento en cultivos de484y 72 horas. Los resultados obtenidos
para los promastigotes dle amazonensjen cultivos de 24 h, el diterpeTN mostro la
mayor actividad con una §l= 6,31 pg/mL (20,13M), de manera similar a las pruebas los
amastigotes axeénicos, con unasCk 19,98 pg/mL. De manera simil@CTN también
presenté una mayor eficiencia frente a los amdastigimtracelulares, y, después de 72 horas
con 1Go = 0,16 pg/mL, mientras que el control positivongaenidina, mostré Gy = 0,21
ng/mL, y menos toxicidad. En las pruebas de framsadelante de los amastigotes axénicos
de L. amazonensivalores de Ig en el rango de 6,18 a 14,74 ug/mL se obtuvierome, q
indica una actividad muy interesante. Los resuliagaraT. cruzi mostraron una mayor
actividad para los diterpend3CTN y CTN con Cko = 10,17 pg/mL y 16,04 pg/mL,
respectivamente, para los tripomastigotes oG 23,57 pg/mL y 19,51 pg/mL,
respectivamente, para epimastigotes en cultiva®deoras. Las fracciones ensayadas para la
actividad contraTl. cruzi, también fueron significativas para ambos tripdigates como
epimastigotes. Este estudio también investigé elamiemo de accion de las sustancias mas
activas como la interferencia en la biosintesieidmsterol en el contenido total de lipidos,
sin embargo, no se ha observado la disminucion gte esteroide. Sin embargo, la
investigacion de la accién de terpenos hacia lamenzripanotiona reductase mostré su
participacion, indicando ser uno de los posiblesansmos de accion destas substancias.

4. Conclusiones

El estudio de las fracciones y los terpenos aislatiola especi€. cajucarautilizada
en la medicina popular en la regién amazonica, pEnenanifiesto la importante accion de



estas sustancias y la propia especie vegetal cgauateaantiparasitario. Entre los terpenos
estudiadodDCTN fue el mas activo tanto para los promastigotes gstigotes axénicos y
amastigotes intracelulares deamazonensien los cultivos de 72 horas. En los ensayos de
amastigotes intracelulares se demostr6 qudDGIN es mucho menos toxico que la
pentamidina, utilizada en el tratamiento clinicanas eficiente con g = 0,16 pg/mil.
Ademas, entre las fracciones ensayadas conti@mastigotes axénicos la fraccion F 28 fue
la mas activa. En la investigacion del posiblecanésmo de accion de los terpenos mas
activos frente d.. amazonensigue posible sugerir que la inhibicion de la bits$is del
ergosterol no es una via importante para la acd@érestas sustancias. Sin embargo, la
evaluacion de la enzima de la ruta tripanotion c&aBa indica que es un posible mecanismo
de accion para terpenos evaluados. En la evaluagda actividad frente @. cruzien el
cultivo de 24 horas los diterpend3TN y DCTN fueron los mas activos, tanto en
tripomastigotes y quanto en los epimastigotes cwatores de Gb muy cerca de ser mas
activo para tripomastigotes con valor desgE 10,17 pg/mL par®CTN en 24 horas de
cultivo y para epimastigotes. Sin embargo, elripgaoAAA, menos activo, prensento valor
de Ckp = 16,04 pg/mL, también mostrd actividad significaten las formas ensayadas. Las
fracciones CC- EHA, F 1-7 y F 25-27 también mostmaresultados significativos contra las
tripomastigotes y epimastigotes fecruzi

Palabras clave:Plantas medicinaleSripanossomatideo€roton cajucara Terpenos
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1. INTRODUCAO

Protozoarios sdo microrganismos unicelulares com aicto de vida complexo,
mostrando estados morfolégicos distintos durante desenvolvimento em hospedeiros
vertebrados e invertebrados causando doencas gmvepresentando o maior agente de
morbidade e mortalidade em muitas areas endénficasnilia Trypanosomatidgeapresenta
algumas espécies causadoras de doencas em hurnams ¢ripanossomiase no Continente
Africano, Doenca de Chagas e Leishmaniose, condgranpacto na saude em todo mundo.
O Cone Sul é a principal zona de incidéncia da Baele Chagas principalmente em paises
da America Latina. Essas doencas, que sdo condadetibencas negligenciadas, compdem
um amplo problema de saude publica que ameacagydimd de paises em desenvolvimento
com significativas perdas econémicas.

Anualmente, os agentes etioldgicos dessas doenfadam milhdes de pessoas e
provocam uma alta taxa de mortalidade. Estas deertgcapicais interferem no
desenvolvimento dos paises atingidos de variasa®reomo mortalidade prematura, custos
meédicos elevados e reducdo da produtividade, bomtdo para o agravamento de problemas
sociais ja existentes nos paises em desenvolvim@gofatores que contribuem para o
aumento da incidéncia dessas doencas tropicaisiemclo aparecimento de parasitas
resistentes aos farmacos usados em clinica, bern eetores com resisténcia aos inseticidas
e populacbes endémicas crescentes em paises sumdesi®s, em desenvolvimento e
desenvolvidos devido ao processo migratoério e mfea¢do devida a outras doencgas.

A necessidade de novos tratamentos atraves doeusioterapicos, por exemplo, com
menor toxidez e maior seletividade esta comprovedmedida em que se estuda a biologia
dos parasitasA utilizacdo de plantas no combate de doencas vesded 0 inicio da
civilizacdo, e continua até os dias atuais. Astp&ia eram utilizadas por nossos ancestrais e
muitas delas ja tiveram seu valor medicinal comadov O uso de plantas medicinais no
Brasil vem crescendo substancialmente nos ultinmas,adevido a facilidade de acesso, o
baixo custo e sua compatibilidade cultural. Alémssdi muitas das espécies de plantas
originarias no Brasil permanecem sem estudos qofméc estas representam no contexto
mundial um importante potencial econémico.

A flora da Amazénia é bastante diversificada e amepconstituida por espécies com
caracteristicas peculiares, como as que apresemancipios ativos com potencial
fitoterapico. Entre as diversas espécies nativasrdgradas na AmazoéniaGroton cajucara
Benth, popularmente conhecida como “sacaca”, destagor sua potencialidade medicinal,
sendo suas folhas e cascas muito utilizadas nacmadpopular devido as propriedades
curativas que lhe séo atribuidas. Esta espécidittonsma das mais importantes plantas
medicinais brasileiras da atualidade. Os estudasafzoldgicos ja realizados cdn cajucara
e, mais recentemente, os resultados preliminareavdbacdo do extrato metandlico das
cascas e do triterpeno AAA, que apresentaram Bxbapse-dependente sobre a proliferacao
de Trypanossoma cruzilepimastigotas e tripomastigotas) leeishmania amazonensis
(amastigota e promastigota) s&o bastante promsssereindicam a importancia na
continuidade desses estudos para seu uso no tratadas doencas parasitarias.

Assim, o objetivo deste estudo foi contribuir pavaconhecimento de novos
fitomedicamentos, originados de plantas brasilepas o tratamento de doencas parasitarias,
bem como seu possivel mecanismo de agéo.

Os objetivos especificos do estudo foram:

- Preparar os extratos hidro-alcodlico das cascasltes de Croton cajucara Benth
(Euphorbiaceae);



- Separar as fracbes de diferentes polaridadesrir plos extratos brutos contendo,
especialmente, os Oleos fixos, os diterpenos desseldosnor-clerodanos desidrocrotonina
(DCTN) e crotonina (CTN), e o triterpeno acido deadeuritélico (AAA);

-Avaliar a atividade do extrato, fracbes e produtatirais isolados frente doypanosoma
cruzicepa Y d_eishmania amazonensisas diferentes formas evolutivas;

- Avaliar o possivel mecanismo de agdo anti-pamasjt através do efeito sobre a enzima
tripanotiona redutase e da biossintese do ergbstarfracéao lipidica dos parasitas, para os
extratos, fracdes ou metabdlitos isolados que aptasam atividade significativa.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Doencas Negligenciadas

As doencas parasitarias permanecem sendo umarbapaia o desenvolvimento
social e econdmico dos paises mais pobres, e sgdeimtemente chamadas de “doencas
negligenciadas”, “doencas orfas” ou “doencas taipic(NWAKA & RIDLEY, 2003). A
maioria do total das mortes que ocorrem em regiddaadas abaixo da linha do Equador é
devido as doencas parasitarias (KETTER & MARJANOM(Q04).A necessidade de novas
escolhas terapéuticas € urgente, 0s investimelabsaig em pesquisa e desenvolvimento de
farmacos e vacinas ainda sado muitos precarios. TERT & MARJANOVIC, 2004;
NWAKA & RIDLEY, 2003).

Nas ultimas décadas, programas de controle damiss&o vetorial e melhoria das
habitacdes foram voltados para eliminagédo e cantdal doenca de Chagas na America
Latina. A Iniciativa do Cone Sul (Argentina, BohyiBrasil, Chile, Paraguai e Uruguai), do
Pacto Andino (Colombia, Equador, Peru e Venezuetl) Pacto da América Central (Belize,
Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Bitea e Panama), junto com a triagem
dos bancos de sangue reduziram substancialmerdt® & hcidéncia da infec¢céo e diminuiu
o numero de doenca de Chagas na América Latina (#OMD, 2003; RASSI et al., 2010).

A busca por novos farmacos para doencas humanéigemejadas tem se acelerado
na ultima década, o reconhecimento destas doeacasdessario para a reducao da pobreza
global. A expanséao dos programas de descobertaemvt@vimento de novas substancias foi
apoiado por investimentos, aumentando a particgpdedindustria e da criacao de produtos
de Parceria de Desenvolvimento pelas empresas dautieas. Apesar destes esforcos,
grandes lacunas permanecem a serem descobertagjeakiiguns farmacos reaproveitados e
algumas novas moléculas para a malaria, nenhumcanaidato foi recentemente transferida
de descoberta em desenvolvimento para as prindjzeEacas Tropicais Negligenciadas.

As doencgas negligenciadas (DN) s&o um conjunto denghs infecciosas
diferenciadas pelo alto nivel de morbidade, enttetacom baixo nivel de mortalidade.
Afetam intensamente a qualidade de vida e causgmacims sicio-econdmicos negativos
para a populacdo dos paises mais pobres (PECO#L, &999; DND, 2010; OMS, 2010;
KEATEY & SMITTH., 2010; WHO, 2003).

Os nuameros relativos ao desenvolvimento e pesglésaovos farmacos para essas
doencas preocupam, de 1975 ate hoje, com excecamldaia apenas 13 novos farmacos
foram aprovadas para uso na acdo dessas doengaesé&tgando 0,9% de todos os
medicamentos aprovados no periodo, 0 que estd mb#xo da necessidade da demanda
atual (MORAN, 2005; PECOUL et.al999; MS, 2006).

Milhdes de pessoas nas diferentes regides geaggafi@is carentes do planeta séo
afetadas pelas doencas infecciosas parasitanassesntando uma crescente ameaca mundial.
A maléria, doenca de Chagas, tripanossomiase radrideishmaniose e esquistossomose
anualmente s&o responsaveis por incapacitar unb@ gignificativa da populacdo de varios
paises em desenvolvimento, sobretudo do contirdnitano (KETTER, & MARJANOVIC.,
2004).

2.2. Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca antroponédtica e zammotransmitida por um
protozoario que durante seu ciclo de vida tem chwspedeiro vertebrado tanto o homem
quanto animais domésticos e selvagens como roedmesos e os marsupiais (NEUBER,
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2008). O hospedeiro invertebrado, ao se alimenémtes reservatorios, contamina-se e
transmite ao homem a doencga. No caso da antropanétp homem o Unico reservatorio
(TESH, 1995). A leishmaniose € um dos maiores probk de saude publica de paises em
desenvolvimento. Esta doenca encontra-se entrendsmiéas consideradas prioritarias no
mundo, sendo citada em 98 paises e territoriosneimdo 12 milhdes de pessoas, sendo que
350 milhdes estdo expostas a infeccdo (WHO, 2@r35il, india, Bangladesh e Suddo s&o
responsaveis por 90% dos casos notificados deneisiose viscergMISHRA et al., 2009
Brasil, Peru e Bolivia respondem por 90% dos cai®seishmaniose cutaneo-mucosa
enquanto que Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Ar&aadita e Siria sdo responsaveis por 90%
dos casos de leishmaniose cutanea. As infec¢bearasrsdo encontradas também em 16
paises da Europa. Sua incidéncia vem acrescenc® @erdois milhdes de casos mundiais ao
ano (WHO, 2013).

Um grande numero de mamiferos silvestres e doméstiamo roedores, carnivoros,
marsupiais, ungulados e primatas ja foram encoogradturalmente infectados por diferentes
espécies delLeishmania (DEANE & DEANE, 1954; LAINSON & SHAW, 1998;
QUARESMA et al, 2011; MARCELINO et aJ 2011; FREITAS et al., 2012; CARREIRA et
al., 2012).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem c@gentes causadores diversas
espécies de leishmanik: (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.)(amazonensis,
L.(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberd. (V.) shawiA doenca pode se apresentar
com diferentes formas clinicas: cutanea ou mucoeata

A LTA tem vasta distribuicdo mundial e no contireeaimericano. Existem registros
de casos desde o norte da Argentina ate extremdosuEstados Unidos, com excec¢ao do
Chile e do Uruguai. E considerada pela OMS como was seis mais importantes
enfermidades, pelo seu alto grau de deteccao eapaaidade de produzir deformidades.

O Brasil esta entre os paises considerados altamamiémicos, nos casos de
leishmaniose cutdnea no mundo. A leishmaniose tegtanamericana € uma das afeccdes
dermatoldgicas que merece atencao, pela sua dimeassim como ao risco de ocorréncia de
deformidades que pode produzir no ser humano, béimpelo envolvimento psicoldgico,
com reflexos no campo social e econdmico, uma W&z ga maioria dos casos, pode ser
considerada uma doenca ocupacional (BRASIL, 2006).

A doenca tem aspectos clinicos diversos, podendediga pele, as mucosas e as
visceras. A Organizacao Mundial de Saude (OMSYdids leishmanioses em quatro grupos
clinicos: cutanea, mucocutanea, cutaneo-difusaaeral. Um grande niumero de mamiferos
silvestres e domésticos como roedores, carnivarassupiais, ungulados e primatas ja foram
encontrados naturalmente infectados por difereeg®cies dd.eishmania(DEANE &
DEANE, 1954; LAINSON & SHAW, 1998). As espéciesacits produzem a forma mais
frequente da doenca e sua clinica comeca com ea@panto uma papula ou nédulo no sitio
de inoculacéo pelo mosquito infectado. A papulaentenlentamente para formar uma Ulcera
cronica podendo se estender de duas semanas raesss ou até por trés anos podendo ou
nao curar espontaneamente (REITHINGER g2807).

A forma mucocutanea inicia com Uulceras simples ele,pnduzindo metastases na
regido oronasal, ocasionando destruicdo do tecidalguns casos podendo ser extremamente
mutilantes. A forma cutanea-difusa produz lesdégmicas e disseminadas, com aspecto
hanseniforme e muito dificeis de curar. Estas kgdé@ltiplas contém um grande numero de
parasitos e sao causadas pelamazonensig\o contrario da forma mucocutanea, que leva a
um aumento da imunidade celular do hospedeirashan®niose cutanea difusa caracteriza-se
pela falta de resposta celular e pela n&o respostiaste de Montenegro (LAINSON, 1983).

No Brasil, a maior parte dos casos em humanosiacwrNordeste. Nos ultimos anos
as regides Sudeste e Norte adquiriram uma dimesigéificativa desses casos. Na década de
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90 mais de 85% das notificacdes ocorriam no Noegestpartir de 2007 esse percentual
permanece inferior a 50% dos casos (SESA, 2008jca de 75% dos registros no Brasil
estdo nas regides Norte e Nordeste. No Nordestej@mia é persistente também em areas de
colonizagdo antiga, especialmente nas zonas serdamsaestados do Ceard, Paraiba e Bahia
(VERONESI, 2005).

A acdo do homem sobre o meio ambiente na regidoesBidmodificaram
profundamente as caracteristicas epidemiologicadogaca. Em Minas Gerais, podem ser
vistos focos no Vale do Rio Doce, e também focoaiatna periferia de Belo Horizonte (LUZ
et al., 2001; SESA, 2009)

2.2.1.Leishmania sp

O género Leishmania (Filo protozoa: Ordem Kinetoplasticida: Familia:
Trypanossomatidae) descrito por Ross em 1903 eav@kotozoarios unicelulares e
heteréxenos, transmitidos a varios mamiferos ptorge dipteros da familiBsychodida
hematofagos pertencentes aos génefdebotomusio Velho Mundo d.utzomyia(Figura 1)
no Novo Mundo (READY, 2010; SHUKLAt al, 2010) com ampla distribuicdo nas regides
com climas quentes e temperados (BORASHI & NUNHE®,72 O género abrange cerca de
20 espécies, existentes em duas formas morfologicesma flagelada promastigota e a
forma amastigota, parasita intracelular obrigat@® macrofagos de mamiferos (WHO,
acessado em abril de 2013).

2.2.2.Classificacéo

As espécies que infectam o homem que causam bmhkaigoses sao classificadas em
complexos e agrupadas em dois subgéndiasnia e Leishmania de acordo com o tipo de
desenvolvimento dos flagelados no trato digestios flebotomineos, entre outros aspectos
(LAINSON & SHAW, 1987). O subgénelteeishmanigLeishmania)possui desenvolvimento
predominante nos intestinos médio e anterior eerd@dvimento suprapilario e para a
Leishmania (Viannia) desenvolve-se uma fase que ocorre no intestinotenms
(desenvolvimento peripilario).

2.2.3. Transmisséo

A transmissdo ocorre pela picada das fémeas idfestale insetos dos géneros
Phlebotomuse Lutzomyia Figura 1,(VENDRAMETTO et al., 2010). Existem cerca de 20
espécies e subespécies do parasita que sao reggenpélas diferentes manifestacdes
clinicas da doenca, que vao desde uma uUlcera ragpel cicatriza sozinha até uma doenca
mais grave, como a leishmaniose visceral (GIAROIldtAl., 2010; VENDRAMETTO et al.,
2010).

Durante o repasto sanguineo do mosquito ocorre fecg@io do hospedeiro
invertebrado por formas amastigotas. Quando ossip@saalcancam o intestino médio do
inseto, sdo envolvidos por uma membrana quitinod@amada matriz peritrofica,
transformando-se em flagelados pequenos, com fooveladas e com pouca mobilidade e
com alta taxa de multiplicacdo. Em alguns diag)sfiimmam-se em formas promastigotas
delgadas e longas, que rompem a matriz peritréfigam nas vilosidades intestinais do
inseto e migram para as porc¢des anteriores do digestivo, enquanto se transformam em
promastigotas metaciclicos (MICHALICK, 2005).

Através de endocitose os promastigotas sao inteadals mediados pelos receptores
na superficie do macrofago. As leishmanias aprasems lipofosfoglicanos, que intervém
nas funcdes das células macrofagicas e dendritieas)a proteina de membrana
metaloprotease gp63, a qual as protege da liseanwdpelo sistema complemento e
facilitando a entrada nos macréfagos (MURRAY et 2005). Dentro do fagolisossomo, 0s
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promastigotas se transformam em amastigotas, seaphbzes de controlar o pH do vacuolo
digestivo e multiplicando-se por divisdo binéria interior do fagolisossomo. Na falta de

controle parasitario na célula hospedeira os agwas sdo liberados ap6s o rompimento e
serdo internalizados por outros macrofagos (MICHZL 2005).

.

Figura 1. Lutzomya longipalpigjiptero transmissor da Leishmaniose
Fonte:http://faculty.vetmed.ucdavis.edu/faculty/gclanZiaia/images/sandflybylanzaro.jpg

2.2.4. Ciclo de vida

O ciclo de vida do parasita compreende a forma pstigota flagelada (Figura 2) que
se encontra na fémea do inseto flebotomineo, etqrarasita e a forma amastigota (Figura
3), presente nos hospedeiros mamiferos (SOUZA .et2@09; VENDRAMETTO et al.,
2010). As formas amastigotas séo parasitas intiaces obrigatérios de macrofagos, e
raramente sdo encontradas em outros tipos de €&uUBOPOLDO et al., 2006). No
macréfago, as formas amastigotas sao encontradégyalisossomo onde se multiplicam e
crescem (SOUZA et al., 2009).

|

/

Figura 2. Leishmania spforma promastigota (fonte: VigarZaman, 1979).nicA Sinclair
Stammers/TDR/OMS)



Figura 3. Leishmania spforma amastigota (Fonte: Atlas de Parasitologia)

A Figura 4 ilustra o ciclo classico de transmisdad.eishmaniaspp. desde o repasto
sanguineo do vetor até o desenvolvimento da doenca.

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi

No .I'HSIE'CfD o O insecto pica & defeca 4o mesro terapo. O
Barbeiro tripomastigota passa 4 ferida nas fezes.

9 Os tripomastizotas treadern células onde 2
3 transformam em amastizotas.

Oz amastizotas
Os tripannssotias entho  Toltiplicam-se dentro das
irrvademm novas celulas ey CElulas assexmalriente.
regifies diferentes do

corpo e iteadem e onde

Mlultiplicam-se

Trpanomastigotas
sangnineos

sfin sheorvidos por se rltiplicam corao
emvo insecto e arastigotas.
Transformam se em nowva picada /
epimastigntas no
intesting do insecto
\ % =
A=Esta:g::u: i.tjl.f'ecc‘ios.o b xﬁ | o D5 amastizntas transformar-se e
LA =Estizio disznstico tripomastigntas e destroem a célula
saindo para o sangue

Figura 4. Ciclo classico de transmissaoldgshmanissp. Fonte: pt.wikipedia.org
2.2.5. Diagndstico e quimioterapia

O diagnostico da leishmaniose baseia-se em diveaspectos como clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. O diagnéstico pignddgico é feito através de visualizagédo
de esfregaco em laminas, isolamento em meios der&ué inoculacdo em animais de
laboratério utilizando biopsia ou puncdo aspiratilea material de medula, bago, figado e
linfonodos. A sensibilidade varia dependendo dadte@nalisado a especificidade destes
métodos é de 100% (MARZOCHI et.,all993). No Brasil o diagndstico sorolégico é
realizado com maior frequéncia sendo usado o emsaitoenzimatico (ELISA) e a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), sendo o ELISAimsensivel e menos especifico que a
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RIFI (GONTIJO & MELO, 2004). Métodos molecularesntz2¢m sdo empregados como a
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), que palsssiensibilidade (MANNA et al2008).

A alta toxicidade dos farmacos utilizados atualmeat as formas resistentes de
Leishmaniatém impulsionado as pesquisas para a sintese \d#s ra@mpostos sintéticos,
semi-sintéticos e produtos naturais, principalmergtditoterapicos tradicionalmente usados
para o tratamento de parasitoses (TEMPONE €2@05).

Diversas classes de metabolitos especiais tém rejportadas na literatura como
eficientes agentes leishmanicid@ARVALHO & FERREIRA, 2001). Alguns alcaldides da
classe dos quinolinicos (FOURNET et, 4993; FOURNET et al., 1994; FOURNEt et al.,
1996), isoquinolinicos (AKENDENGUE et al999); e inddlicos (MUNOZ et al., 1994) tem
sido reportados como promissores frente a distegpscies deeishmania.

O tratamento da leishmaniose através da quimidterbaseado na utilizacdo de
medicamentos que possuem metais pesados toxicakea@dos como antimoniatos, entre
eles 0os mais usados sdo o antimoniato de meglui@ineantime®) e o estibogluconato de
sédio (Pentostan®). Outros medicamentos como Pdaiteane Anfotericina B(figura 5)
também sé&o utilizados quando este tipo de tratamei € efetivo e, sdo de administracéo
injetavel e precisam de supervisdo clinica ou halkpacdo devido a severidade dos efeitos
colaterais (CHAN-BACABAND & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

O tratamento da leishmaniose nédo é satisfatoriteemmos de efetividade e toxicidade,
a resisténcia as drogas ja existentes e a sedait@lide diferentes cepas as mesmas também
dificultam o tratamento (OSORIO et,&007).

Uma das mais antigas formas de pratica medicindiumaanidade é a utilizacdo de
plantas com fins medicinais para tratamento, cymgeeencdo de doencas no inicio da década
de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) amurgue 65-80% da populagédo dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantasinas como Unica forma de acesso
aos cuidados basicos de saude (CARVALHO & FERREIR®1).

Tradicionalmente as plantas sdo usadas para ontrata de doencas causadas por
protozoarios e vém recebendo importante atencdopesguisas na procura de novas
substancias com atividade antiparasitaria (TEMPQ#tEal, 2005), onde os extratos e
metabolitos especiais de plantas podem prover umeda fonte de agentes medicinais
(ROCHA et al, 2005).

O\/\/\/O
HoN NH,

NH NH

Figura 5. Estrutura quimica de Anfotericina B e Pentanadin
Fonte: Wikimedia Commons.org repository



Em locais endémicos, devido a dificuldade ao acesomedicamentgsvarios
pacientes acabam utilizando tratamentos populaaes @liviar os sintomas, muitas vezes
esses tratamentos também sao utilizados juntamente o tratamento tradicional (CHAN-
BACABA & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Alguns metabdlitos secundarios encontrados em gdamém sendo estudados no
tratamento de doencgas parasitarias, incluindoGtss e acetogeninas presentes em plantas
da familia da Annonaceae (TEMPONE ef 2005; OSORIO et gl2007).

2.3. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma zoonose causada pelozganoto denominado
Trypanosoma cruzé transmitida pelo inseto triatomineo (hemiptermditéfago da familia
Reduviidae). Esse protozoario pertence ao subfilastigophora, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e génefoypanosoma(CHAGAS, 1909; LANA & TAFURI,
2000; SCHMUNIS, 2000; REY, 2001) (Figura 5).

O Brasil ganhou em junho de 2006, a certificacéfereate a erradicacdo da
transmissdo da doenca de Chagas pelo seu vetaipgtirfTriatoma infestanse pela via
transfusional, concedida pela Organizacdo Pan-Asmesi da Saude (Opas), da OMS.
Porém, existe mais de 42 espécies de triatomingasionados no Brasil, reforcando a
necessidade de acdes de vigilancia (VINHAES, 2008S, 2000; DIAS, 2006). Além disso,
também foi registrada a transmisséao da doencaguasrvetores (PETHERICK, 2010).

A doenca de Chagas compreende duas fases clinstiasad: aguda e cronica. A fase
aguda, caracterizada por alta parasitemia no sarmoeendo ser letal em individuos
imunocomprometidos e em criangas, ou evoluir pardoenga crbnica que tem como
caracteristica a baixa parasitemia, tendo evollmdga e podendo causar cardiopatia grave
(COURA, 2009; DIAS, 2009).

Figura 6 triatomineos transmissores da Doenca de Chagas
Fonte: Disponivel drtp://www.sciencedaily.com/ http://cbme.USP.br

Aproximadamente 3,5 milhdes de pessoas estavamdoveom doenca de Chagas no
Brasil no inicio dos anos 2000. Ainda que a trasséuo fosse completamente obstruida, pela
distribuicdo da faixa etaria na prevaléncia da daem pela sua mortalidade, passar-se-iam
muitas décadas para que sua erradicacdo fosse aioteé que a doenca pudesse ser
considerada erradica@dASSAD, 2007).



Ultimamente, a disseminacdo internacional da dograssou a existir através dos
vigjantes e imigrantes, considerando-se que agatepeloT. cruziocorre congenitamente,
por via oral, transfusdo de sangue e transplantergéeos (SCHMUNIS & YADON, 2010;
COURA & VINAS, 2010).

2.3.1 Classificacao e transmisséo

Existem trés ciclos de transmissao vetorial o diio®, o silvestre e o peridomestico.
O ciclo de maior importancia epidemiologica € o dstito, j& que envolve a infeccdo em
seres humanos. Neste ciclo, o vetor cresce e deheal em fendas nas paredes, buracos nos
telhados, debaixo e atrds de moveis, quadros esoptmtos das residéncias com paredes de
barro ou tijolo cru e telhados de palha (BRENERI.e2000).

Os principais mecanismos de transmissdo sao peltato com as fezes e urina de
triatomineos contaminados cujo principal génerddodniug figura 6)

2.3.2. Ciclo de vida e formas evolutivas dbrypanossomaruzi

O T. cruzi apresenta trés estagios no seu ciclo de vida @igyr ilustra o ciclo
bioldgico de transmissédo da cruziapresentando o ciclo no inseto e o ciclo em maosfe
dotado de caracteristicas morfolégicas e biol6gditezentes. Sdo elas as seguintes formas
evolutivas:epimastigota(encontrada no tubo digestivo do vetor) (Figurat@omastigota
(encontrada no vetor, sangue e espaco intercedoldrospedeiro vertebrado) (Figura 9) e
amastigotalencontrada no interior de células do hospedeirebeado) (Figura 10) definidas
com base na forma geral da célula (esférica, pimiéoe alongada), na posicédo relativa entre o
nacleo e o cinetoplasto (anterior, lateral e pastee na maneira da saida do flagelo da bolsa
flagelar (central ou lateral). Ao chegar ao est@mag formatripomastigotatransforma-se
gradativamente em formas arredondadas, algumasuoohongo flagelo colado ao corpo e
outras com um curto flagelo, chamadaegenastigotasPosteriormente, 0s parasitas migram
para o intestino, onde se multiplicam como forrepsnastigota, o que pode ser observado
cerca de 25 horas apos o repasto sanguineo. Fmalnmeigram para a parte mais posterior,
atingindo o reto, e transformam-se #ipomastigotagnetaciclicos, que séo eliminados junto
com as fezes e urina do triatomineo (SOUZA, 1999).

CICLODO Trypancssoma cruzi CICLO DO Trypanossoma cruzi EM
/' EM TRIATOMINEDS HUMANOS E QUTROS MAMIFEROS
Diferenciagde para formas Liberagéo das formas I L
tripomastigotas metaciclicas
(Tlsl) 9 TM junto com as fezes do Formas TM invadem
triatomineo durante o células do hospedeiro
repasto sanguineo no sitio de inoculagéo J

Tripomastigotas sanguineos -
se difundem através das correntes
sanguineas e linfatica, |
7 .infectando outras
J células e novamente se
) transformam em amastigotas,
|ntracelu|ares

,‘/? = TN
&4

Conversdo para formar
epimastigota na porgao v
média do intestino

Apos penetrarem nas células,

T 7_ osmpomastlgotas se
transformam em
1 amastigotas e se
1 multiplicam

\ Amastigotas |ntrace|u|ares se
Ingestéo de formas ) s . transformam em tripomastigotas e, h
™ Triatomineo se alimenta com o rompimentc das células, o ]
sanguineas pelo vetor de sangue do homem entram na corrente sanguinea e linfatica

& de outros mamiferos

Figura 7: Ciclo biolégico doT. cruzi.
Fonte: Disponivel enmhttp://miriamsalles.info/wp/?p=351Acesso em: 19 de abril de 2011.
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Figura 8. Formas epimastigotas do cruzi.
Fontdrttp://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sysfistam?sid=69

-4

Figura 9. Formas tripomastigotas sangiinead doruzi.
Fonte:http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sysfistam?sid=69

A

L , 5 N
Figura 10. Formas amastigotas intracelularesidaruzi
Fonte: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sysfistam?sid=69
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A infeccdo peloT. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando os pasasi
eliminados pelo inseto na formapomastigotasmetaciclicas, sdo inoculados na pele ou
mucosas do vertebrado. A maneira mais comum éaialetatravés da picada do barbeiro,
que, durante o processo de ingestdo do sanguesitdegoas fezes proximas ao local da
picada (SOUZA, 1999).

2.3.3. Diagndstico guimioterapia

Diversas cepas d&. cruziforam isoladas de diversos paises e zonas gea@gafic
Diferengas importantes na resisténcia as substaraiuso, em teste em laboratorio, ou em
estudos clinicos, foram descritas entre as difesetgpas do parasito, dificultando a busca por
novos farmacos anfi- cruzi(MORELO et al., 1994).

O farmaco mais freqientemente utilizado no tratamela Doenca de Chagas no
Brasil € o Benzonidazol (Figura 11A) um derivadimaimidazdlico, com cujo nomenclatura é
6-N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, desenvolvide técada de 1960. Esse composto é
ativo na fase aguda da Doenca de Chagas, curanda de 70% dos infectados, mas
apresenta eficdcia limitada na forma cronica dan¢mecom expressivos efeitos colaterais,
provavelmente como consequéncia de lesfes oxidatiua redutivas nos tecidos do
hospedeiro. Estes efeitos colaterais, os quaisientl anorexia, vomitos, polineuropatia
periférica, reacdes de hipersensibilidade, e, ma@mente, leucopenia e trombocitopenia,
podem, em alguns casos, impedir a continuacaoatantento (URBINA & DO CAMPO,
2003; SANTORO et al., 2007).

Outro farmaco utilizado foi o Nifurtimox (Figura 11B) quei retirado do mercado
devido aos varios efeitos colaterais sofridos pelasentes (RASSI et ,@D02) e, desde a
década de 1980, o Nifurtimox teve a sua comereigdia descontinuada, primeiro no Brasil e
em seguida em outros paises da América do Sul (RO&JRASTRO, 2002).

Atualmente, a quimioresisténcia apresentada pedossijios esta muito presente em
alguns paises onde os farmacos usados em clinicaamémais utilizados com eficiéncia.
Mesmo com as dificuldades, a falta de novos agenpesiocidas e o0 aumento da resisténcia
conduziram os estudos para melhor entendimentongganismos de acdo e compreenséo da
guimioresisténcia (BOIBESSOT et al., 2002).

Na literatura atual, observam-se investigactesesalatividade tripanocida com uma
grande variedade de extratos naturais, especianmsnvegetais, os componentes isolados e
os semi-sinteticos (COURA & CASTRO, 2002). Estudms diferentes paises, incluindo
Brasil, Argentina, Bolivia, México e Colémbia vénostrando muitas plantas com atividade
contra oT. cruzi(MUELAS-SERRANO et al., 2000; WENINGERET et al.,(4Q ABE et al.,
2002; IGWEH et al., 2002).
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Figura 11. Estruturas quimicas do Benzonidazol e Nifurtimox.

2.4.Plantas Medicinais

A variedade quimica e as diferentes bioatividades plantas vém acarretando o
desenvolvimento de centenas de novos farmacos @EBtal., 2005). Principalmente quando
se trata de plantas brasileiras considerando asxt diversificada flora do pais (YUNES et
al., 2001).
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Pela diversidade da flora e aos aspectos cultneaigilizacdo de plantas na forma de
extratos brutos ou infusdes, 0 seu uso tornou-g8carmuito comum na terapéutica de
infec¢des no Brasil (CALIXTO, 2000, ITOKAWA et.aR008). Apesar da descoberta de que
muitas moléculas com propriedades curativas tenbanoriginado de investigacdes com
produtos naturais de origem vegetal, a producédaega escala de muitos desses farmacos
requer processos especiais de obtencdo dos poscpvos além de estudos de modelagem
molecular e sintese quimica para sua obtencéo.

O Brasil possui uma biodiversidade de sua flora ptemtas nativas e adaptadas que
Ihe atribuem um grande potencial para desenvolvionée fitoterapicos e outros farmacos a
partir de insumos vegetais. As culturas tradicieri@iasileiras utilizam com frequéncia as
plantas medicinais com propriedades curativasse @nhecimento € transmitido ao longo de
geracoes (Brasil, 2006).

Plantas sdo importantes fontes para a descobertavds substancias, sobretudo com
acao antiparasitaria, devido a associagdo entrenaiv@ncia dos parasitos, seres vivos e
plantas medicinais (ANTHONY et al., 2005). Os priodunaturais proporcionam moléculas
com impacto intenso na saude humana, metabdlimsdéarios sdo produzidos na natureza
com caracteristicas biologicas distintas. Diveesisidos ja legitimaram o efeito de produtos
naturais como potenciais fontes de novos e seletagentes para o tratamento de doencas
tropicais causados por protozoarios e outros pasa@ISHRA et al., 2009).

O metabolismo das plantas é formado por um conjdateeacdes quimicas que estdo
ocorrendo ininterruptamente nas células. A sintdse compostos como aminoacidos,
acucares, acidos graxos e nucleotideos, essepaiais sobrevivéncia dos vegetais, faz parte
do metabolismo primario. Paralelamente, os compostotetizados em outras vias, nao
demonstram ter relacdo com a sobrevivéncia do &kgeizendo parte do metabolismo
secundario (MORAIS & BRAZ-FILHO, 2007). Muitas sudscias produzidas pelo
metabolismo secundario possuem caracteristicadditals importantes e estédo inteiramente
envolvidas nos mecanismos que permitem a adaptgdplanta ao seu meio. Diversos
metabolitos secundarios tém diferentes funcdeddiicds, agindo na protecdo contra raios
ultravioletas, na defesa contra herbivoros e ngemismos, atracdo de polinizadores ou
animais dispersores de sementes (FUMAGALI et 8082

Devido a viabilidade restrita de agentes quimigieds leishmanicidas eficazes em
areas endémicas, uma ampla parte da populacédoieestes lugares depende de plantas
medicinais que sdo usadas em tratamentos popylarastratar e aliviar os sintomas da
leishmaniose (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

O Brasil é o0 pais com maior variedade genéticataéde mundo, descrito com mais
de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO & SILVA)&0 apenas 8% desse percentual
bioldgico foi avaliado na procura de compostos twoa das 1.100 espécies vegetais
analisadas em suas propriedades medicinais. Sarel®@) plantas foram registradas no
Ministério da Satde para comercializacéo (SIMOES.e2004)

A pesquisa por novos e melhores medicamentos cadan vébilidade e baixa
toxicidade vem sendo apoiada pela Organizacdo Mudei Saude através de seu Programa
de Doencas Tropicais e, tem considerando a inegstigsobre o uso plantas no tratamento da
leishmaniose como essencial e de alta prioridati#éS,2012).

O uso de plantas para obtencéo de novos farmaoosumentado pela necessidade do
combate a microorganismos resistentes aos farmsiobsticos atuais e da melhora no
controle de doencas endémicas (CROFT & COOMBS, ;26B2RIEF et al., 2006).

O significativo desenvolvimento da pesquisa de piagl naturais nos ultimos anos
deve-se especialente ao rapido progresso de t8amécesolamento e analise dos compostos
bioativos em plantas e pela facilidade da buscafdemacdes em diversos sistemas de bases
de dados. O alvo principal da pesquisa fitoquin@iceonhecer as espécies vegetais e seus
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constituintes quimicos através do isolamento etiliieatdo dos metabdlitos secundarios
(WRIGLEY et al, 1997, PINTO et a|2002).

2.4.1. Desenvolvimento de novos agentes antiparasios

O desenvolvimento de uma quimioterapia antipandsitécorre pelo estabelecimento
de principios ativos de plantas utilizadas na niedicpopular, pela investigacdo de
substancias ja aprovadas para o tratamento desodiiencas, uma vez que elas ja foram
submetidas a ensaios clinicos ou, através da detggéo de alvos especificos identificados
em vias metabdlicas importantes para o parasitverBos estudos tém permitido a
identificacdo de alvos potenciais @mcruzie leishmania¢DO CAMPO, 2001).

Um dos estudos mais promissores € o conhecimebte sosintese de esterdis em
fungos que levou a possibilidade de interferénestaivia resultando no desenvolvimento de
uma grande quantidade de farmacos para o tratardentoicoses superficiais e sistémicas.
Os tripanossomatideos, assim como fungos, sintetezgosterol, mas nao colesterol. Nestes
parasitos, etapas da biossintese de esterdisgquiivergentes em relacao a sintese realizada
por células de mamiferos, tém sido intensamentadadas como alvo quimioterapico
(MELOS & ECHEVARRIA, 2012).

Tripanossomatideos possuem um metabolismo de gegtsliar no qual o sistema
glutationa/glutationa redutase € substituido ppatotiona/tripanotiona redutase (TR). Esta
enzima mantém a tripanotiona na sua forma reduwzidasim capaz de ser oxidada para
tripanotiona redutase, levando a reducdo dos ndeeisadicais livres e contribuindo para a
manutencdo de um ambiente intracelular redutorp@&fence a familia das FAD-dissulfeto
oxirredutase que compreende além da glutationataselua lipoamida desidrogenase e a
tiorredoxina redutase. A determinacdo da estrutareentro ativo de TR permitiu a busca de
inibidores, tendo sido estudada uma grande vareedadcompostos que interferem nessa via
metabodlica (MELOS & ECHEVARRIA, 2012).

2.4.2. Produtos naturais com atividade antiparasitda

As plantas e seus extratos tém sido usados poosnsétculos como terapéutica de
diferentes doencas, desde dores de cabeca atédeseparasitarias, apenas nos ultimos anos
as pesquisas comecaram a determinar quais medizmEmn@mcedentes de plantas seriam
ativos e quais seriam seus mecanismos de acdo (@NWHet al, 2005; VIEIRA et al,
2008). Estima-se que entre 65-80% da populacéo ialuéddependente inteiramente das
plantas como medicamentos (OGBADOYI et aD07). O Brasil tem uma posicao relevante
na biodiversidade mundial, por apresentar areasngdertancia de diversidade bioldgica: a
Mata Atlantica, a Amazoénia e o Cerrado (BASSO et28l05). Diversas plantas sdo usadas
como medicamento natural sem qualquer base ceEn{BRAGA et al 2007).

Moléculas bioativas obtidas de algumas espéciestasgestdo sendo usadas em
muitos paises (WILLCOX et al., 2001). Popularmentgtas receitas caseiras sdo usadas no
Brasil. Existem relatos no Estado da Bahia, ond®&ijam identificadas 49 plantas sendo
usadas no tratamento de lesdes cutaneas causadasighonania Dentre elas, as fibras da
casca do coco Cocos nuciferp apresentaram atividade leishmanicida sobre formas
promastigotas e amastigotasldeamazonensjse nos ensaios com macréfagos infectados foi
observada diminuicdo de 44% na carga parasitaiaento de 182% na producédo de Oxido
nitrico, agente responsavel pela morte amasigotacelular (SOARES et al., 2004).
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2.4.3. A familia Euphorbiaceae

A espécie vegetal estudada neste trabalho peréefageilia Euphorbiaceae.

A familia Euphorbiaceae compreende cerca de 30Cergéne 6000 espécies,
distribuidas principalmente em regides tropicaisor@m no Brasil, cerca de 70 géneros e
1000 espeécies, sendo uma familia comum na comsiituila flora brasileira e com grande
complexidade na sua taxonomia (SOUZA & LORENZI, @0@&s espécies apresentam latex
caustico que, quando em contato direto com mucossgecialmente nos olhos, tem
capacidade causar lesdes graves (SHLAMOVITZ.c2@09).

Algumas plantas da familia Euphorbiaceae tém vaetmmémico como a mamona,
espécie african&icinus communid, cujas sementes sdo usadas na producdo do 6leo de
ricino e de biodiesel, e a seringueira da AmazOHieyea brasiliensisimportante na
producédo de borracha e amplamente cultivada nasMataindonésia (SOUZA & LORENZI,
2008). Outras espécies dessa familia apresentab@mamotencial terapéutico. Destacam-se
0 quebra-pedras, denominagcdo comum a varias espirigénerd’hyllanthusreconhecidas
por suas caracteristicas diuréticas, sendo utdzada eliminacdo de calculos renais
(BAGALKOTKAR et al.,, 2006; KARUA et al 2009). As plantas do géneiuphorbia
apresentam varias atividades terapéuticas, nas geadestacam as atividades antivirais,
antitumorais e antimalariais (MACIEL et al., 2082udSOUZA et al., 2006; BERG, 1993).

As plantas da familia Euphorbiaceae sdo amplameiliEadas no costume tradicional
popular para fins terapéuticos. Determinadas espéaentificadas contém compostos
bioativos que atribuem a essas plantas potendaags @tratamento de doencas (PUSZTAI et
al., 2007; LAGE et al., 2009). Alguns desses compostoaprovam ter atividade sobre a
atuacao funcional de leucdcitos do sangue periféRorém, ainda que seja provavel sugerir
que extratos de plantas do génkugphorbiaintervenham no funcionamento de populacdes
leucocitarias, os mecanismos moleculares envolvidsses processos ainda nao estdo bem
esclarecidos (BANI et al2007).

2.4.3.1.Croton cajucaraBenth

O géneroCroton foi descrito por Linnaeus em 1753 ao propor 13 @epéda Asia e
Africa na primeira edicdo deSpecies PlantarumO género ganhou atencdo de varios
pesquisadores apos esta proposta (BAILLON 1858; MR 1865, 1866, 1873; BENTHAM
1880), destacando-se Webster (1992, 1993, 1994) 200 sugeriu a classificacao infragenérica
mais atualizada para o gén¢8ILVA; SALES & CARNEIRO-TORRES, 2009).

A espécieCroton cajucaraBenth (figural2), conhecida popularmente como csgca
alvo dos estudos neste trabalho, € um arbusto gdadté 6 m de altura, nativo da Amazonia
e com centro de dispersao no estado do Para. Jeate-uma espécie pioneira que da inicio a
recuperacao da cobertura vegetal em areas devastagaesenca de linalol nas folhas desta
planta em propor¢cdes acima de 60% foi comprovadgihiia anos. O chd das cascas da
sacaca é empregado de acordo com a tradicdo nabAmantra diabetes, inflamacdes do
figado, vesicula e rins, para baixar o indice desterol, como auxiliar no tratamento de
malaria, e contra azia, gastrite e ma digestaoackasspela ingestdo de bebidas alcodlicas
(MACIEL, 2007). O principal produto natural destspécie vegetal bioativos apolares das
cascas desta classe vegetal é o diterpeno desitinoicra.

O géneroCroton, um dos mais abundantes da familia Euphorbiackaacordo com
Pax e Hoffman, pertence a subfamilia Crotonoiddai®@ Crotoneae. No Brasil existem mais
de 300 das cerca de 700 espécies desse génerasrdag quais, tém suas propriedades
qguimicas e/ou farmacolégicas conhecidas (TabglHQEHNE, 1935ABREU et al., 2001).
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Figura 12. Croton cajucarafolhas, cascas e arbusto.
Fonte: The Board of Trustees of the Royal Botanic Gardens

16



Tabela 1 -Espécies do génef@rotonque ocorrem no Brasil.

Croton abeqggii Croton hemiargyreus Croton pullei

Croton aff. mucronifolius Croton heterocalyx Croton rhamnifolius
Croton antisiphiliticus Croton inaequilobus  Croton sacaquinha
Croton argyrophylloides Croton jacobinensis  Croton salutaris
Croton cajucara Croton junceus Croton sampatik
Croton caperoniifolius Croton maracayuensis Croton sepotubensis
Croton celtidifolius Croton matourensis  Croton sincorensis
Croton cordiifolius Croton micans Croton sonderianus
Croton crustulifer Croton microgyne Croton sphaerogynus
Croton cuneatus Croton nepetifolius Croton tessmannii
Croton echioides Croton nummularius  Croton tetradenius
Croton essequiboensis Croton ocalia Croton urucurana
Croton glechomifolius Croton organensis Croton zehntneri
Croton goyazensis Croton piptocalyx

Croton gracilescens Croton priscus

A espécieC. cajucara mostrou-se rica em metabdlitos especiais da cldsse
terpenos, tendo sido ja isolados diversos diterpetm tipo nor-clerodanos comdrans-
desidrocrotonina (DCTN), transcrotonina (CTN), e triterpenos como o acido
acetilaleuritolico (AAA) (Figura 13).

DCTN CTN AAA

Figura 13. Diterpenos do tipo clerodarmans-desidrocrotonina (DCTN) e crotonina (CTN),
e o triterpeno acido  acetilaleuritélico (AAAplados como componentes majoritarios de
Croton cajucaraBenth.

2.4.3.2. Terpenos

Os metabdlitos especiais terpenos originam-se ipahnente da via do acetato-
mevalonato a partir de uma unidade de isoprenop&fmirsores de quatro classes hormonais
de plantas, as citocininas (CKs), o acido abscig®BA), as giberelinas (GAs) e o0s
brassinoesteroides (BR).

Esses compostos podem ser encontrados, também, rgamisonos marinhos,
microrganismos e em menor extensdo em fungos (CQNNMO& HILL, 2005).
Proporcionam uma grande variedade estrutural premtn da jungdo cabecga-cauda de
unidades de cinco atomos de carbonos chamadas idades isoprénicas. As estruturas
quimicas constituidas por meio de ligagbes de du&s, quatro, cinco, seis e oito unidades
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isoprénicas sdo chamadas de mono, sesqui, difdtragerpenos, respectivamente, A Figura
14 mostra um exemplo para cada sub-classe de tspdéessas classes, o0s mono e
sesquiterpenos s&o 0s principais constituinte®k#os essenciais e das resinas. Estima-se que
existam quase 30.000 terpenos identificados, sérifi® relativos a triterpenos (DZUBAK et
al., 2006).

Os triterpenos tém despertado amplo interesse esguizas devido a seu extenso
espectro de atividade biolégica, como antidiabgtaraibacteriana, antifingica, antiviral,
antitumoral, antiulcerogénica, anticariogénica,ateprotetora, neuroprotetora, antiparasitica,
analgésica, anti-inflamatéria, e antioxidante (CM&et al., 2011).

Os hemiterpendides sdo o menor grupo dos terpetepslo o0 isopreno seu
representante mais conhecido, € um produto vak#ilto nos tecidos fotossinteticamente
ativos (CROTEAU et al 2000).

Os monoterpendides sdo compostos por duas unidgielesopreno. Possui baixa
massa molecular, por isso costumam a ser vol&&isconstituintes das esséncias volateis e
Oleos essenciais, agindo na atracdo de polinizadbtgie em dia sdo conhecidos mais de
1.000 monoterpenodides naturais e alguns tém sitloadps na producdo de especiarias,
industrias de perfumes e fragrancias, industrialteentos e condimentos, e na culinaria,
(VIEGAS JR, 2003).

Os sesquiterpenos sao hidrocarbonetos, compostostr@® unidades isopreno,
apresentando 0 oxigénio em sua composicdo, sen@macios de hidrocarbonetos
oxigenados. Sdo encontrados em espécies vegetaise®s como agentes de defesa e
feromonios.

Os diterpenoides incluem um amplo grupo de compasdo volateis, tendo extensas
atividades diferentes que incluem os horméniogjadcresinicos e agentes anticancerigenos
(ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et.,aP000; OLIVEIRA et al., 2003). Peres (2004)
apresenta que possivelmente o papel principal kerpor um diterpeno fosse o das
giberelinas, na qual sdo importantes horméniostaegeesponsaveis expansao dos frutos de
muitas espécies vegetais, pela germinacdo de sesnafingamento caulinar entre outros.

Os triterpendides compdem as resinas, latex, eeragiculas das plantas. Dentre os
triterpenos, estdo uma enorme classe de substapsiasterdides. Outra classe importante
sdo as saponinas. Nas plantas, as saponinas desermpe&m papel relevante na defesa
contra insetos e microorganismos (PERES, 2004).

Os politerpendides possuem mais de oito unidadesafgeno, com mais de 40
carbonos na sua estrutura, como polimeros local&zad borracha (ROBBERS et al., 1997;
CROTEAU et al, 2000; OLIVEIRA et al., 2003).
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Figura 14. Estrutura de alguns terpenos tipicos: (A1, A2, A8) Monoterpenos; (B1, B2)
Sesquiterpenos; (C1) Diterpeno; (D1) Triterpend;)(Eetraterpeno.
Fonte: Marriott et al, 2001.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais
3.1.1. Equipamentos

Estufa bacterioldégica Nova Etica 150

Aparelho Soxhlet

Cabine de seguranca quimica VECO

Centrifuga Mikro 120 analitica

Agitador magnético

Cabina de seguranca biolégica Bio Seg 09 VECO
Microscopio invertido Zeiss

Balancga analitica

Espectrofotdmetro pQuant (Biotek-Instrument Incin®dski)

3.1.2. Reagentes e solventes

Meio LIT Liver Infusion Triptose

NacCl cloreto de sodio

KCI cloreto de potassio

NaHPOy Fosfato de s6dio monobasico
Triptose

Infuso de figado

H,O destilada

Hemoglobina de sangue bovino

Meio DMEM (Gibco)

Meio Schneider Schneider’s Insect Medium
NaHC(;0,0075 M  Bicarbonato de sodio 0,0075 molar
CaCl cloreto de calcio

Azul de Trypan

Pentamidina

Benzonidazol

Gentamicina

Meio RPMI

Corante hematologico Instant Prov
Meio NNN  (Novy, McNeal & Nicole),
NADPH

Agar

Sangue desfibrinado de coelho

Meio RPMI-1640

DMSO

Hepes

L-glutamina

Penicilina

Estreptomicina

SFB  Soro bovino fetal

Etanol a 95%
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3.2. Local de Realizacdo do Trabalho de Tese

O trabalho experimental foi realizado no Institd Tecnologia em Imunobiolégicos
(Bio-Manguinhos) no Laboratério de Tecnologia Diasfica e também no Instituto Oswaldo
Cruz no Laboratorio de Bioquimica de Tripanossodesis todos pertencentes a Fundacéo
Oswaldo Cruz.

3.3. Identificacdo da Espécie e Preparacao dos Eatos

A espécie vegetalroton cajucaraBenth utilizada foi obtido no mercado Ver-o-peso
de Beléem/PA. Uma prévia identificacdo boténica t@enta foi feita por Nelson A. Rosa do
Museu Paraense Emilio Goeldi, tendo sido depositatiaexsicata no herbario deste Museu,
sob cadigo 247.

A extracdo e isolamento dos metabolitos especasnt feitos no Laboratério de
Tecnologia e Tensoativos do Departamento de QuimédJniversidade Federal do Rio
Grande do Norte (Natal-RN).

Foram coletados 6 kg de cascas para o isolamentgrateles quantidades dos
metabdlitos especiais, possibilitando suas avam¢drmacoldgicas. Durante a coleta foram
monitorados 0s seguintes itens: separacao e egpratdo material coletado; embalagem em
sacos plasticos; transporte do material; pesagemmaterial Umido; secagem do material,
pesagem do material seco; armazenagem; moagengepestdo material triturado; obtencao
de extratos.

A armazenagem foi feita em sacos plasticos, acmm#idos em caixas de papeldo
guardadas em local seguro, com baixa umidade eetatupa para a preservagao e posterior
obtencéo dos Oleos essenciais. Desta maneira,nm@avese reacdes de oxidacédo, hidrélise,
atague de microorganismos, entre outros. A extragideita em aparelho Soxhlet a partir das
cascas do tronco moido em torno de 24 h em etaadgua como solvente, esta extracao
apresenta menor risco de reagfes quimicas, formdeaartefatos, decorrentes da acao
combinada entre solventes e temperaturas elevadas.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente através donggtho de Gestdo do
Patriménio Genético (CGEN) sob asplucdo n° 29, de 6 de dezembro de 2007dmmde
sobre o enquadramento de Oleos fixos, 6leos esgereiextratos no ambito da Medida
Provisoria n°2.186-16, de 23 de agosto de Z2i#)d@ Decreto no 3.945, de 28 de setembro de
2001

O CGEN considera que a elaboracdo de Oleos fixeseneiais e de extratos
comerciais, embora envolva atividades de isolametdocomponentes do patrimdnio
genético, em determinados contextos ndo caracter&aesso ao patrimoénio genético, o Art.
1° ndo se enquadra no conceito de acesso ao paiwigénético a elaboracéo de 6leos fixos,
de Oleos essenciais ou de extratos quando essdtama®m de isolamento, extracdo ou
purificacdo, nos quais as caracteristicas do poofihaél sejam substancialmente equivalentes
a matéria prima original.

3.3.1. Rendimento do extrato, fragcbes e metabolit@speciais ensaiados

Foram obtidas as seguintes fracdes, e respecandsmentos a partir do extrato
hidroalcoolico das cascas @e cajucaraapos as diversas particdes com solventes em
polaridade crescente (Figuralb):

CC-EHA 3449
Extrato hidroalcoolico bruto - tem a composigdialtdos constituintes
guimicos.

F1-7 994 g
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Oleo fixo - grupo das fracdes apolares de 1 a Teooio sesquiterpenos
menos oxigenados.

F25-27 119
Oleo fixo 2 — grupo de fracdes apolares de 2B eodtendo
sesquiterpenos mais oxigenados.

F28 29
Fracdo de polaridade mediana contendo os cleosdan etrans
cajucarinas B.

AAA 100 g
Triterpeno - &cido acetil aleuritolico
DCTN 445 g
Diterpendrans-desidrocrotonina
CTN 100 g

Diterpendrans-crotonina

Figura 15. Amostras deCroton cajucaragpara ensaios.

3.3.2. Solucéo estoque dos metabdlitos especiaidtago e fracdes

Os metabdlitos especiais, extrato e fracbes foraamlmente diluidos em DMSO a
uma concentracao de 5mg/ml. Esta solucédo foi diskokem meio de cultura para obter uma
solucdo a 1mg/ml e uma concentracdo de DMSO ndoat@e 0,01%. Ambas as solucdes
foram guardadas a -20°C e protegidas da luz.

3.4. Ensaios Biologicos
3.4.1. Parasitos

Neste trabalho utilizou-se a cepa de referenciaeYT dcruzi isolada de paciente
humano (Silva & Nussenszweig, 1953) cedida pelboratério Interdisciplinar de Pesquisas
Médicas [IPMED/IOC) cepa MHOM/BR/77/LTB0016 dd.. amazonensisedida pelo
Laboratorio de Bioquimica de Tripanosomatideos /IOC

3.4.2. Manutencéo das formas tripomastigotas e epastigotas para cultura deT. cruzi

As formas tripomastigotas de cruzida cepa Y foram obtidas a partir da infeccéo de
monocamadas de células VERO (Células renais de cmagerde africano) com formas
epimastigotas em meio DMEM pH 7,5 suplementado 6&tnde SBF a 37°C em atmosfera
de 5% CO2. Apo6s 72 horas de infeccdo, os sobretexlforam coletados e centrifugados a
3009 por 30 minutos em temperatura ambiente e mantishosepouso por uma hora a 37°C.
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As formas tripomastigotas os parasitosam obtidas a partir da coleta do sobrenadarg@ade
cultura em repouso obtendo-se aproximadamenteOi patasitos.

As formas epimastigotas de cruziforam cultivadas em meio LIT cuja composicao é:
NaCl 4,0 g; KCI 0,4 g; N&dPO, 8,0 g. Triptose 5,0 g; Infuso de figado 5,0 gi(Hdestilada
880 mL; Soro bovino 100 mL; Hemoglobina de sangmarto 20 mL; 0,8 mg/mL de estreptomicina;
800U/mL de penicilina e pH entre 7,2 e 7,4 foi nidatpor transferéncias semanais no meio LIT
suplementado com o soro bovino fetal de 10% em26>°volume do meio de cultura em cada tubo
foi de 8 mL. A proporcdo de antibidtico por tubarcdlT foi de 0,8 mg/mL de estreptomicina e
800U/mL de penicilina. Os parasitos foram obtidagase exponencial de crescimento, lavados duas
vezes em tampdao salina fosfato pH 7,4 e centrifugat’b00 g por 10 minutos e suspendidos em meio
LIT e a concentracéo ajustada para $xefimastigotas/mL.

3.4.3. Manutencéo da cultura dd.. amazonensis

A cultura del.. amazonensisas formas promatigotas foi realizada em meio &den
complementado cuja composicao €é: 24,5 g de meinesiddr, NaHC@O0,0075 M, CaGl0,1
M e, suplementado com soro fetal bovino inativadt0%o, L-glutamina 2 mM, 100 U/mL
penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina e pH 7,1.

Os parasitas foram mantidos por transferénciasda Gadias no meio de cultura
Schneider em pH 7,2 suplementado com 10% de stabbi@vino armazenado em estufa 27
°C.

3.4.4. Produgéo e manutencgdo de amastigotas ax@siem cultura deL. amazonenses

As formas amastigotas axénicas foram produzidasta do cultivo de promastigotas
de L. amazonensis(fase metaciclica) segundo o protocolo de Cysnkdfstein e
colaboradores (1998) em meio Schneider com pH mazenado na estufa 26 °C. Os
parasitos foram contados em camara de Neubauede@maninar a viabilidade parasitaria. A
cultura no décimo sexto dia ja estava em condic¢i@esso, procedeu-se, assim, ao choque
térmico para obtencao final da cultura de amasigyakénicas

3.4.5. Triagem contra formas epimastigotas e tripoastigotas de T. cruzi e
promastigotas e amastigotas axénicas dle amazonensis

Com o objetivo de triar as fracdes com possiveidede bioldgica contrd. cruzie
Leishmaniaspp., 0s extratos, fracbes e compostos foram dgugdn uma concentragao inicial
de 150pg/mL incubados em placas de 96 pocos, contendo agneentracdo de 4x10
parasitos/mL por 24 h. Como controle negativo, amgitos foram incubados na auséncia de
amostras e com DMSO 1%; como controle positivazoti-se Pentamidina (Ojlg/mL) para
0S ensaios comh.. amazonensie Benzonidazol (1@g/mL) nos testes contra. cruzi Os
experimentos foram avaliados qualitativamente eraraacépio invertido, e aqueles que
demonstraram 50% de inibicdo na concentracdo deud®s0L foram utilizados em ensaios
com diluicBes sequenciais, a fim de avaliar a @ge bioldgica contra diferentes formas
evolutivas dos parasitos.

3.4.6. Avaliacdo da atividade antiF. cruzi
3.4.6.1. Avaliagéo contra as formas epimastigotas vitro

Os ensaios foram realizados em triplicatas em mlaoas de 96 pocos, contendo um
volume total de 20QL por poco, sendo 106L de meio LIT suplementado com 10% de soro
bovino fetal e 50ug/mL de gentamicina (Novafarma) em cada poco, étirado 6uL e
adicionado 6uL das amostras em concentragcdes em ordem decresterit50, 75, 37,5,

23



18,76, 9,38, 4,69, 2,34, 1,18, 0,586 pg/mL paraudistancias puraSAA, DCTN, CTN e
fracbesF1-7, F25-27 e extratoCC-EHA para a fraca®#28 nas concentragfes 50, 25, 12,5,
6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,38, 0,19 pug/mL diluidasDMSO estéril, acrescido de 100 da
suspensdo de epimastigotas na concentracéo de& (Z5parasitas/mL) por 24, 48 e 72 h.
Como controle, os parasitos foram incubados nanaiesséas amostras, na presenca de 1% de
DMSO e na presenca de §/mL de Benzonidazol. Apos a adicdo das amosteaplaaas
foram homogeneizadas e incubadas a 26 °C e avaN@slaalmente em microscopio invertido
para verificagdo da motilidade dos parasitas. middade foi determinada por contagem em
camara de Neubauer para posterior avaliagdo ¢s@ti®©s resultados foram expressos em
valores de 16 (concentracéo que inibe 50% do crescimento dassjias vivos). Os ensaios
foram repetidos 2 vezes com o objetivo de avalimaautencado da atividade das amostras e a
reprodutibilidade dos resultados.

3.4.6.2. Avaliagéo contra as formas tripomastigotas vitro

Neste ensaio, 0s parasitos foram incubados emsptle®6 pocos, em triplicata, em
meio de cultura LIT suplementado com 10% de sokanoofetal e 5Qug/mL de gentamicina
(Novafarma) nas concentracbes em ordem decresdeni®0, 75, 37,5, 18,76, 9,38, 4,69,
2,34, 1,18, 0,586 pg/mL para as fracd&sA, DCTN, CTN, F 1-7, F25-27 e extratoCC-
EHA para a fracad®28 nas concentracdes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,126, Q,78, 0,38, 0,19
png/mL diluidas em DMSO estéril, acrescido de 100da suspensédo de tripomastigota na
concentracéo de (4 x 1@ripomastigotas/poco). Apés 24, 48 e 72 horasndehiacdo, 0s
parasitos viaveis foram contados em camara de MeubAs diferentes concentragfes das
amostras foram avaliadas com o objetivo de detem@nconcentracdo que inibe em 50% o
crescimento ou a viabilidade dos parasitosdlG como controle positivo foi o utilizado o
benzonidazol na mesma concentracdo utilizada rimg&a de epimastigota.

3.4.7. Avaliacdo da atividade antl-. amazonensis
3.4.7.1. Avaliacao contra as formas promastigotasamastigotas axénicas

As avaliacOes das atividades anti-leishmania frente amazonensisias formas
promastigotas e amastigotas axénicas, foram rdaligen meio de cultura Schneider com pH
7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino oasentragcdes em ordem decrescente de
150, 75, 37,5, 18,76, 9,38 pug/mL para as fraéde&, DCTN, CTN, F 1-7, F25-27e extrato
CC-EHA para a fracdo F28 nas concentracdes de 50, 25,6,25, 3,125ug/mL diluidas em
DMSO estéril, acrescido de 10Q. As culturas em microplacas de 96 pocos forarabadas
a 26 °C, por 24, 48 e 72 h. Os extratos, fracOe®eutos naturais isolados foram avaliados
em diferentes concentractes e dissolvidos em DMZ3teriormente, oS parasitas vivos
foram contados em camara de Neubauer. Todos o®erieeam realizados em triplicata e
repetidos duas vezes.

A atividade antiparasitaria foi avaliada pela cgeta do niamero de parasitas em
camara de Neubauer. A viabilidade celular dos catgsofoi avaliada pelo calculo do IC50.
Como controles, os parasitos foram incubados né@naigs das amostras, na presenca de 1%
de DMSO e na presenca depdmL de Pentamidina como controle positivo.

3.4.7.2. Avaliacdo contra as amastigotas intracekes

Para a avaliagdo da atividade sobre amastigotaacéhilares em macrofagos
peritoneais murinos foram obtidos por lavagem peeal (Figura 16) com 5 mL de meio
RPMI gelado (Sigma). O lavado peritoneal foi ajdst & concentracdo de 2 x°10
macrofagos/mL, plagueado em camaras LAB-TEK e iadob por 1 hora a 37 °C e 5 %
CQ.. As células aderidas foram incubadas com pronmmwasgld.. amazonensjsa razao de
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3:1, a37°C e 5 % COApOGs 4 h, as camaras foram lavadas novamenta, rparover os
parasitos livres. As monocamadas foram incubadasasubstancias em teste, por 24, 48 e
72 h a 37°C e 5 % GOApOs o periodo de incubacao, a atividade antistigata foi avaliada
microscopicamente, corando-se as camaras comeamsisiie corante hematologico Instant
Prov (Newprov, Curitiba, Brasil) e contando pelonoe 100 macrofagos por amostra. Os
resultados foram expressos em indice de infec€dputilizando a seguinte férmula:

IF = % células infectadas X niumero de amastigofaséno total macrofagos.

O célculo do IG foi feito por andlise de regressao logaritmica@GnaphPad Prism
5.0. Os resultados foram obtidos em dois experiosenbdependentes, realizados em
duplicatas.

Todos os procedimentos envolvendo animais expetaigerforam realizados de
acordo com protocolos estabelecidos pelo Colégiasiliro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pela comissao de ética rmdes animais (CEUA- Fiocruz) sob o
namero do protocolo LWO07/10.

3.4.7.3 Cultivo e avaliacdo da citotoxicidade em lodas THP-1(células humanas de
leucemia monocitica aguda)

A linhagem de células de leucemia monocitica hunaguaa THP-1 (TSUCHIY Aet
al., 1980) foi obtida do Laboratorio de Imunologian@a da Fiocuz e cultivada em garrafas
de cultura de 75 cm2 contendo 12 mL de RPMI 16407 @ suplementado com 10% (v/v) de
SBF, 12,5 mM de tampédo HEPES, 100 U/mL penicilirtf) ug/mL estreptomicina, 2 mM de
Glutamina, 1mM de Piruvato de Sodio e mantidas era astufa a 37°C e atmosfera 5% de
CO2. A linhagem foi mantida através de repiques3foou 4 ° dia de crescimento e
reinoculadas a uma densidade de 3 ¥nibD, apés uma lavagem em PBS, o nimero de
células viaveis foi determinado pelo teste de esémudo azul de trypan (0,02%), quantificado
em Camara de Neubauer e ajustado a concentracdiadieem meio RPMI completo. Para
0s experimentos, utilizaram-se células com no méaxipassagens

A contagem e a avaliacdo da viabilidade das céllildB-1 foram realizadas num
hemacitometro (camara de Neubauer) da Albert Sasfu(i-didade - 0,1mm; 1/400 mm2),
utilizando um microscépio AE21, da Motic.

3.4.8. Avaliacéo do conteudo de ergosterol na fragdipidica
3.4.8.1. Preparo dos parasitos para ensaios do esgerol

As promastigotas foram obtidas a partir de amastgydsoladas de lesdo de
camundongos Balb/c infectados, inoculadas em mdé#sito, onde a fase sdlida era
constituida de meio NNN (Novy, McNeal & Nicole),tendo agar com 15% de sangue
desfibrinado de coelho e como fase liquida o meibn8ider, pH 7,2, esterilizado por
filtracdo em membrana de 0,22n, suplementado com 10% de soro fetal bovino indbv
pelo calor (56°C durante 30 min), adicionado de 1 mM de L-glutamihO00 U/mL de
penicilina G potéssica e 1Q@/mL de estreptomicina. A cultura de promastigédasnantida
em estufa incubadora B.O.D. com passagens semarasecutivas em meio Schneider e a
temperatura de 2%C.

3.4.8.2. Obtencéo da cultura de promastigotas de amazonensis

As promastigotas foram cultivadas em garrafas dec®5 em meio Schneider
suplementados com o soro bovino fetal a 10% emQ@dr 72 h. O volume do meio de
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cultura final foi de 15 mL Apos as 72 h diluiramaseamostras 1/10 em PBS e contou-se em
camara de Neubauer. Preparou-se 3 garrafas de 28oomum volume de 10 mL para os
seguintes compost@sAA , DCTN e controle, seguindo a Tabela 2. Posteriormerteie-se

o conteudo de lipideos segundo o protocolo Bligtyer (1959).

Tabela 2.Volumes utilizados na cultura de promastigotas.d@mazonensipara a extragcéo
do conteudo lipidico.

Terpenos DMSO Meio + soro Parasito
bovino
Controle do _ 17,8 uL 8982,2 uL 1mL
parasito
DCTN 4 uL 13,8 uL 8982,2 uL 1mL
AAA 17,8 uL - 8982,2 uL 1mL

3.4.8.3. Preparo de solucéo estoque dos produtodurais

Foram preparadas solucbes estoques dos compogsmsopatestes baseados nos
valores de Iggcom um valor padréo de 50 pM. Todas as amostramfdiluidas em DMSO.
Para melhor solubilizagdo dos compostos colocauesé minutos em banho-maria a 37 °C
sob agitacdo magnética.

3.4.8.4. Cromatografia de camada fina

Lipidios neutros dé&. amazonensiaa forma de promastigotas foram extraidos como
descrito previamente (Bligh e Dyer,1959). Os p&aasioram incubados a 26 °C com meio
Schneider, com SBF a 10% em a presenca dos prodatiosis. Apés 72 h, 1,0 xZ@lulas
de cada amostra foram colhidas e lavadas trés vamesPBS (pH 7,5). O sedimento
resultante foi extraido com metanol:cloroférmio:@g(10:05:04, v/v) durante 1 h. As
amostras foram centrifugadas durante 20 min a 3P0® e os lipidios existentes nos
sobrenadantes foram separados do sedimento e mhadantes foram adicionados a agua:
cloroférmio 1:1). Depois de 40 segundos de agitagdonaterial foi centrifugado (3000
rpm/30 min). A fase lipidica foi entdo separadap solvente foi evaporado. Os lipidos
extraidos foram dissolvidos em cloroformio e amalise por cromatografia em camada fina.
A placa foi previamente impregnada com nitrato gdegpa 1% em metanol de modo a obter
uma melhor separacédo dos lipidos com ligacfes supkpecialmente o ergostano. A placa
foi montada em duas etapas. Na primeira execucdugetade da placa, foi eluida com
hexano:acetato de etila:éter etilico:acido acg6€40:1, v/v), e na segunda parte utilizou-se
como eluente a mistura de hexano:cloroformio:d@dético (80:20:1, v/v). Colesterol,
lanosterol e ergosterol na concentracdo de 1 mdanam utilizados como padrdes e corridos
em paralelo com as amostras para permitir a idesgéio das faixas

3.4.9. Avaliacédo da atividade frente a tripanotionaedutase delL.. amazonensis
3.4.9.1. Obtencéao de fracao soluvel (FS) leamazonensis

Uma suspensdo de parasitos contendo 2ndGorma epimastigota foram retirados do
meio Schneider contendo 10% de SFB, por centrifigac 500 g/10 min. O sedimento foi
lavado em PBS uma vez em pH 7,2 e centrifugadonpais duas vezes nas mesmas
condicdes. Ao sedimento final foi adicionado tampéotendo 40 mM de HEPES pH 7,5e 1
mM de EDTA. O material foi lisado por 4 ciclos censtivos de congelamento e
descongelamento glquido em banho a 37 °C). Ao final, a amostracttrifugada a 12.500
g por 15 min, sendo o sobrenadante considerado a FS
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3.4.9.2. Determinacao da concentracao protéica

A concentracdo protéica da fracdo obtida (FS),afaliada através de leitura em
espectrofotdmetro pQuant (Biotek-Instrument Incind@ski) nos comprimentos de onda de
260 e 280 nm. A concentracao foi expressa seguhatonalla (Johnstone& Thorpe, 1982):

Concentracédo de proteina (mg/mL) = (leitura da DO &80 nm x 1,5) — (leitura da DO a 260 nm x 0,75)

Todas as amostras foram aliquotadas e estocadagregeénio liquido até 0 momento
da analise.

3.4.9.3. Avaliagéo da atividade da tripanotiona rettase (TR) na FS dd.. amazonenses

A atividade da TR foi avaliada segundo (MORENOIgt1®94; CASTRO-PINTO et
al., 2004, CASTRO et al., 2008), que consiste iarkeda absorbancia a 340 nm relativa ao
consumo de NADPH, que é cofator da TR.

Para o0 ensaio da atividade da TR frente os terpge@dN, AAA, CTN, foi utilizada
a FS do extrato parasitario obtido como descriteraarmente. Ao equivalente de 1mg/mL de
proteina da FS do extrato parasitario foram adados os compostos na concentracdo de 1
mM, 40 mM de HEPES pH 7,5 e 1 mM de EDTA, além NADPH (100uM) que € o
cofator da enzima. Logo apds, a reacdo foi incuhamla6 min a 32 °C e em seguida
adicionado tripanotiona oxidada T¢para otimizar e direcionar a reacéo para 0 consigno
NADPH pela TR, assim verificando a atividade ddesis=. Paralelamente, foi feito um
controle no qual néao foi adicionado nenhum compostua tripanotiona.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fracdes e Terpenos de. cajucaraBenth

Neste trabalho foi avaliado o efeito leishmaniceddripanossomicida de fracdes e
metabolitos especiais obtidos das cascaSraéon cajucara(Euphorbiaceae). A escolha da
espécie nesse estudo foi baseada nos diversothtrslexistentes relatando o uso popular
dessa espécie no tratamento de diversas doengas;dmeo nos resultados experimentais ja
publicados na literatura (CAMPOS et al., 2010; MEClet al, 1998a, 1998b, 2000, 2006).
Assim, foram avaliados os diterpenos da classe mwsclerodanost-desidrocrotonina
(DCTN) e t-crotonina CTN), o triterpeno acido acetilaleuritolicdAA), (Figura 12) e as
fracbesF 1-7 (fracdo rica em sesquiterpenos menos oxigena@o2h-27 (fracdo rica em
sesquiterpenos mais oxigenaddsp8 (fracéo rica em clerodanacss e trans-cajucarinas B) e
o extrato CC-EHA (extrato hidroalcodlico possui a composicdo tatek constituintes
quimicos).

O rendimento do extrato, fracbes e metabolitos aaigeensaiados neste trabalho
foram obtidos a partir do extrato produzido utiida-se aparelho de Soxhlet e hexano como
primeiro solvente organico. Apos as partices colmestes em polaridade crescente foram
obtidos a s fracdes e os terpenos em rendimenidsrome a Tabela 3.

Tabela 3.Rendimentos de extrato, fracdes e terpenos ohti@®sascas de. cajucara

Terpenos Rendimento
CTN 100 g
DCTN 445 g
AAA 100 g
Fracoes
F 25-27 11g
F 28 249
F1-7 994 g
Extrato
CC- EHA 349

4.2. Atividade Anti-leishmania

A avaliagcéo leishmanicida d&. cajucarafrente aL. amazonensiesta sendo relatada
pela primeira vez neste trabalho de tese parategpdnos, triterpeno e fragbes. A avaliacdo
da atividade anti-leishmania foi realizada frenteespécielL. amazonensinas formas
evolutivas de promastigotas e amastigotas em esltde 24, 48 e 72 h. Nos ensaios com as
amastigotas foram avaliadas nas formas de amasigaEnicas e intracelulares. A avaliacédo
em todos os ensaios foi realizada, no minimo epfidata e trés ensaios independentes, por
contagem dos parasitas vivos e mortos em camasauleauer.

4.2.1. Atividade anti-leishmania para promastigotasle L. amazonensis

Os ensaios frente as formas promastigotak. demazonensistilizando-se fracdes e
produtos naturais isolados das cascas da esp@m&ai€. cajucaraforam realizados com as
concentracdes de 150, 75, 37,5, 18,75, 9,38, pgamdF 1-7, F 25-27 AAA, CTN e extrato
CC-EHA, e para o diterpennor-cleorodanoDCTN 50, 25, 12,5 6,25 e 3,125 pg/mL em
DMSO 1% (v/v) em meio Schneider em culturas det84 72 h.
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Os resultados obtidos nas culturas de 24 h pasaibih a determinagcdo dos valores
de 1G5 para os produtos naturais isolad®STN, AAA e CTN e, para as fracdes, sendo o
mais ativo o diterpen®CTN com valor de 6,31 pg/mL (20,13 uM). A Tabela 4 ro®s
resultados obtidos. O extrat@C-EHA, rica em monoterpenos e sesquiterpenos, também
apresentou atividade significativa frente as forrpeemastigotas dé. amazonensigom
valor de 1G=18 pg/mL.

Os metabolitos especiais constituem uma potenoialef de compostos bioativos
contra espécies deeishmania O 6leo essencial rico em linalol de €jucara foi descrito
como um agente em potencial contraamazonensi§ROSA et al., 2003) que destruiu 100%
das formas promastigotas e amastigota danhazonensi€om uma concentracdo de 15
png/mL . Diversos 6leos essenciais extraidos arpadetidiferentes plantas tem demonstrado
atividades leishmanicida . Outros estudos demaastrarogressivo efeito leishmanicida para
as formas promastigotas e amastigot& .demazonensiguando tratadas com 100 pg / ml do
Oleo essencial d®cimum gratissimung branco manjericdo ) (UEDA-NAKAMURA et al.,
2006).Cymbopogon citratusonhecido como capim limdo demostrou um efeitaiativo
sobre o0 a viabilidade de infantumcom 1G, de 24 h com o valor de 25 ug/ mL para L.
tropica ICso de 24h com um valor de 52 pg / mL e parangja com um 1@y de 48h com
um valor 38 ug / mL para a forma promastigota (MACHD et al., 2012).Echinops
keberichg planta encontrada na Etiopia também apresentou ser umntpoteagente
leishmanicida contra Ldonovanie L. aethiopica com valores de concentracdo inibitoria
minima( CIM ) de 0,0765 mg / mL para donovanie 0,0097 pg / mL e para hethiopica
(TARIKU et al., 2011).

Os mecanismos de acdo leishmanicidas de 6leoscessendo sdo completamente
compreendidos. Sua afinidade lipofilica , asim comos seus constituintes, estdo
possivelmente envolvidos nos mecanismos de acaatmvessar as membranas celulares e
regulando a estrutura das diferentes camadas tsaarideos de membrana |, fosfolipidios
podendo levar a danos celulares graves (BAKKALdIgt2008)

Importantes alteracbes nas cristas mitocondriaiga eorganizacdo do cinetoplasto
foram observados quandoamazonensifoi tratada com 6leo essencial rico em linalolGde
Cajucara(ROSA et al., 2003). Outra alteracdodaiso do oleo essencial dediratuse seu
principal componente o terpeno citral que produmudancas na morfologia e ultraestrutura
em promastigotas de hmazoneniscomo o incha¢o mitocondrial, a presenca de doisais
flagelos, e projecdes exociticos na bolsa flagé&NTIN, et al., 2009) Esses tipos de
alteracOes ultra-estruturais em &amazonensigoram relatados para ser associado com a
reducdo de ergosterol e a alteracdo das propriedeieas da membran8ANTA-RITA, et
al., 2004)(tabela 4)Diversas espécies vegetais tem sido avaliadagro visando resultado
leishmanicida de seus compostos isolados das $obrmas promastigotas de Leishmania,
dentre eles terpendides detemisia annua(YANG et al., 1992), dd’eperomia galioides
(MAHIOU et al.,, 1995) e deGuarea rhophalocarpa(CAMACHO et al., 2000);
aminoglicosterdides e aminosterdides ¢tolarrhena curtisii (KAM et al., 1997),
naftoquinonas d®era benensigFOURNET et al., 1992; KAYSER et al., 2000), iridés
glicosidicos dePicrorhiza kurroa (MITTAL et al.,, 1998); flavondides d€entrolobium
sclerophyllum(ARAUJO et al., 1998) e neolignanas de Virolasamensis (BARATA et al.,
2000).

Os resultados obtidos nesses ensaios indicarate@enoDCTN (Figura 16) como
uma nova e promissora substancia que podera atomr @gente leishmanicida.
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DCTN

Figura 16. Estrutura quimica da desidrocrotonina

Tabela 4. Valores de Ig, dos terpeno®\AA, DCTN, CTN e do extratdCC-EHA frente a
promastigotageL. amazonensiem culturas de 24 h.

Substancia 1Go Férmula molecular Mol

pg/mL Y g
DCTN 6,31+0,06 | 20,13 CioH2104 313,40
CTN 41,70+0,02 | 89,33 C19H2304 315,42
AAA 48,00 +0,09 | 152,18 Ca2H5002 466,82
CC-EHA 18,00 +0,01 - -

*Desvio padrao

4.2.2. Atividade anti-leishmania para amastigotasitracelulares deL. amazonensis

A avaliacdo da atividade sobre amastigotas intuéarels em macrofagos peritoneais
murinos foi utilizado camundongos suicos atravékdagem peritoneal e as células obtidas
ajustadas & concentracdo de 2 X dfcréfagos/mL. Nos ensaios frente &s amastigotas
intracelulares foi utilizado apenas o diterp&©TN em tempos de tratamento de 24, 48 e 72
horas. A utilizacdo deste terpeno se deu por o ai substancia que apresentou maior
eficiéncia quando avaliado frentd.aamazonensiga forma de promastigotas com unylC
de 6,41. Os experimentos foram realizados nas otmag@es em ordem decrescente de 37,5,
18,75, 9,38, 4,69, 2,35, 1,2, 0,58 e 0,3ug/mL. Aela 5 mostra os resultados obtidos nos
ensaios frente as amastigotas intracelulares.

Nos testes realizados em culturas de 24 horas fotzarvados valores deside
0,47 pg/mL para HCTN e 0,35 pg/mL para a pentamidina, utilizada comiostguncia
padrdo. No entanto, apés 72 horas de cultura feadenciado que HCTN foi mais
eficiente (IGo = 0,16 ug/mL) do que a pentamidina @&€= 0,21ug/mL) e com toxicidade
menor, ou seja, BCTN em concentracdo de até J0§mL n&o levonenhum macrofago a
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morte, enquanto que a pentamidina em concentraga®,3B ug/mL matou 100% dos
macrofagos nao infectados.

Tabela 5.Valores de IG concentracdo téxica e percentual de macréfagososdwtterpeno
DCTN frente amastigota intracelular Heamazonensiesm culturas de 24, 48 e 72 h.

Substancias DCTN Pentamidina
Tratamento

(horas) 24 48 72 24 48 72
ICs0

(Mg/mL) 0,47+0,03 | 0,28+0,06 0,160,01 | 0,34+0,07 | 0,25+0,01 0,21+0,01
Toxicidade

concentraca | 4 > 100 > 100 37,5 18,75 9,38
0 (ug/mL)

% de

macrofagos 0 0 0 100 100 100
mortos

*Desvio Padrdo

A Figura 17 compara os valores de #da DCTN e a Pentamidina frente as
amastigotas intracelulares deamazonensisos ensaios de 24, 48 e 72 horas

Ensaios com macréfagos infestados

por amastigotas deL. amazonensis
0,5 4

[C—IDCTN
[ Pentamidine

0,4

0,3

ICSO(ug/mL)

0,0

T
24 h 48 h
Tratamento

Figura 17: Gréafico de barras comparando os valores ggd&€DCTN e a Pentamidina frente
as amastigotas intracelularesldemazonensiem macrofagos peritoniams ensaios
de 24, 48 e 72 horas

A avaliacdo de terpenos isolados do extrato ddsagoldePourouma guianensis
(Moraceae) foi analisada quanto a atividade inilsit@ontra as formas promastigota e
amastigota intracelular deeishmania amazonengiIEORRES-SANTOS et al., 2004). Dentre
0s produtos naturais isolados somente o acidoicwsél o acido oleandlico indicaram alta
atividade contra amastigotas intracelulareso(E£27 ug/mL e 11ug/mL, respectivamente),
sendo esses triterpenos mais ativos que o cor@tatzantime (1Gy = 83pug/mL).
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Os efeitos antiproliferativos do diterpeno alcaddidtisina foram analisados contra a
Leishmania infantungque causa leishmaniose humana e canina no Medierrd&oram
analisados 43 compostos, incluindo alcaldides gbtavidais C-19 e C-20 e, apenas 1%22-
diacetil-19-oxodiidroatisina, azitina e isoazitifram altamente ativos contra cultura dos
parasitos (forma promastigota). Estes compostosapdiesentaram toxicidade nos ensaios
com formas amastigotas intracelulares em macr6f6@@NZALEZ et al., 2005). A Figura
18 mostra as estruturas quimicas e os valore€gdein cultura de 24 horas dos diterpenos
alcaloidais 15,23-diacetil-19-oxodiidroatisina, azitina e isoazitina

(1) 15,22-0-Diacetyl-19-oxo-dihydroatisine

A}
Y

/f
(1;’ H OH

(2) Azitine (3) Isoazitine

A
[RY
I

]

Figura 18. Estruturas quimicas e os valores de s diterpenos alcaloidais (1) 15,@2-
diacetil-19-oxodiidroatisina com kg = 2458 mg/L, (2) azitina com l§g = 26,30
mg/L e (3) isoazitina 16 = 13,38 mg/L em ensaios frente a promastigostak. de
infantumem culturas de 24 horas.

4.2.3. Atividade anti-leishmania para amastigotasx@nicas deL. amazonensis

As formas amastigotas axénicas foram produzidasta do cultivo de promastigotas
de L. amazonensisNo presente trabalho foram ensaiados frente @&stagotas axénicas os
terpenosAAA, DCTN e CTN e as fracbed-1-7 e F25-27 e do extratoCC-EHA, nas
concentracdes de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38, 2,684, 1,18, 0, 586 pg/mL e, a fracha8
nas concentracbes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,126, 0,38, 0,39, 0,19 pg/mL. A atividade
antiparasitaria foi avaliada pela contagem do nonwg parasitas vivos em camara de
Neubauer e culturas de 24, 48 e 72 horas, e alisede celular das amostras foi avaliada
pelo célculo do Ig. A Tabela6 mostra os resultados obtidos para 0s ensaios asom
amastigotas axénicas nos diferentes tempos dera&ylara todags amostras testadas e, a
Figura 19 mostra a comparagéao entre @s p@ra 0s terpenos ensaiados.
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Tabela 6.Valores de 1G, para os ensaios frente a amastigotas axénidasaeazonensis

IC s
24 h 48 h 72 h
Terpenos (hg/mL) (M) | (Hg/mL) (UM) | (pg/mL) (LM)
CTN 58,25+ 19,2 | 184,67 | 14,83+ 0,14 | 47,02 | 2,95+ 0,05 9,35
DCTN 19,98 + 0,05 | 63,75 | 12,50+ 0,08|39,89| 5,63 +0,07| 17,96
AAA 41,44 + 4,83 | 88,77 | 18,49 +3,82|39,61| 4,88 +0,04 | 10,45
Fracoes (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL)
F1-7 14,70 + 0,04 5,49 + 0,14 2,54 +0,23
F 25-27 12,45 + 0,71 8,39 + 0,25 4,28 +0,16
F 28 6,18 + 0,02 2,75+ 0,07 1,14 + 0,03
Extrato (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL)
CC-EHA 14,74 + 0,05 19,17 + 0,14 7,12 +0,01
Pentamidina 25,14+ 0,06 20,85+0,03 13,85+0,08
*Desvio Padrao
Ensaios com amastigotas axénicas de [C11C5024h
1 L.amazonensis N IC5048h
80 [C_—_—11c5072h

60 —

50 —

40 —

ICSO(pg/mL)

30

20 —

10 —H
0 T

CTN

DCTN

Terpenos

AAA

Figura 19: Gréafico de barras comparando os valores dg Wbs terpenos frente as
amastigotas axénicas Heamazonensisos ensaios de 24, 48 e 72 horas

Os resultados obtidos nos ensaios mostram quepen@DCTN com um IGy de
19,98 pg/mL, foi a amostra mais ativa em 24 homasudtura frente as amastigotas axénicas
correlacionando com a maior atividade frente asnpstigotas em cultura de 24 horas. A
Tabela 7 mostra a comparacdo entre gg tlas amostras frente as amastigotas axénicas e
promastigotas de. amazonensisConsiderando as fracdes ensaiad&s28 foi a mais ativa
com IG, = 6,18 £ 0,02ug/mL.
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Tabela 7. Valores de 16 (ng/mL) de diterpeno®CTN e CTN, AAA triterpeno e do extrato
CC-EHA contraL. amazonensipromastigotas e amastigotas axénicas em 24 h de

cultura.
IC 50
Amostras Promastigotas amastigotas axénicas
pg/mL UM pg/mL UM
DCTN 6,30 + 0,06 20,1 19,98 + 0,05 63,75
AAA 41,70 +0,02 89,3 41,44 + 4,83 88,77
CTN 48,00 +0,00  152,2  58,25+19,2 184,67
CC-EHA 18,00 0,01 - 14,74 + 0,05 -
Pentamidina® 23,11 +0,04 24,09+0,03

aSubstancia de referéncid@esvio Padrdo

A literatura relata outros estudos quimicos e infamoacoldgicosjn vitro, que tém
sido realizados com a finalidade de encontrar nama®postos pouco citotdxicos, e de
maneira econdémica viavel, seletivos e que sejam qpgao para combater a resisténcia em
tripanossomatideos causada pelos medicamentositiigados (FUMAROLA et al., 2004).

O Oleo obtido a partir dartemisia abyssinicapresentou um valor de EQle 12,44
ng/mL em amastigotas axénicas ldeaethiopica com um indice de seletividade de 28
(TARIKU et al, 2010), enquanto que o 6leo Aetemisia absinthiummostrou um valor de
ECso de 7,94 pg/mL em amastigotas de axénicas com uineimt® seletividade de 19,2
(TARIKU et al,2011). Outros autores demonstraram atividade eerrshg espécies da forma
axénica dd.. amazonensisomo emHimatanthus sucuubeom um valor de 1§ = 5 ug/mL
em amastigotas axénicasldeamazonensiem cultura de 24 horas (CASTILLO et al., 2007).
O estudo realizado com o Oleo @epaiferaspp. comprovou atividade contra as formas,
amastigotas axénicas e amazonensisom um valor de I§5de 15,0 pg/mLSANTOS et
al., 2008).

4.3. Atividade Anti-chagasica

A avaliacao tripanossomicida @& cajucarafrente aoT. cruzicepa Y foi realizada
para as formas evolutivas de epimastigotas e t@gtigotas em culturas de 24, 48 e 72 h. A
avaliagdo em todos os ensaios foi realizada, noinmirem triplicata e trés ensaios
independentes, por contagem dos parasitas vivagtesrem camara de Neubauer.

4.3.1. Atividade para tripomastigota emr. cruzi

Os produtos naturais isolad@®CTN, CTN e AAA, bem como as fragbes foram
inicialmente avaliados frente ao parasfo cruzi na forma evolutiva tripomastigota nas
concentracdes de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38 pgbolm excecdo da fragdo F 28 com
concentracdo até 3,125 pg/mL, em culturas de 24, ZBh. Os resultados em percentuais de
parasitos vivos indicaram queECTN, da mesma forma que para o parasito do género
Leishmania mostrou-se como o produto natural isolado maisoadpresentando na
concentracdo de 9,38g/mL apenas 1,96% de parasitos vivos, ou seja, aomorte de
98,04% dos parasitos em 72 h de cultura, sendoatiassdo que o Benzinidazol usado como
controle positivo (IG = 7,6 ug/mL). A Tabela 8 mostra os resultados obtidos.
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Tabela 8.Valores de % de parasitos vivos nos ensaios &8, DCTN, CTN, CC-EHA,
F1-7, F25-27e F28 frente a tripomastigotas de cruzi.

Concentracéo
tempo de cultura
Substancia 9,38ug/ml 9,38ug/mi 9,38ug/mi
24 h 48 h 72 h
% Parasitos vivos
CTN 57,81 28,12 0
AAA 100 62,5 7,81
CC- EHA 95,37 40,89 3,12
F 25-27 80,42 39,28 3,56
F1-7 75,58 36,12 2,56
DCTN 49,25 23,25 1,96
F28 3,125g/ml 3,125g/ml 3,125g/ml
24 h 48 h 72 h
65,62 37,5 2,03

Assim, devido a intensa atividade observada, odybos naturais isoladdSCTN,
CTN e AAA, bem como as fragOes foram novamente avaliadotefeo parasitd. cruzina
forma evolutiva tripomastigota em triplicata e deisaios independentes durante 24, 48 e 72
h em cultura, nas concentracdes em ordem decresdent50, 75, 37,5, 18,76, 9,38, 4,69,
2,34, 1,18, 0,586 ug/mL para o extrato brQt@-EHA e para as frac6&sAA, DCTN, CTN,

F 1-7, F25-27e para a fracadb 28 nas concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,126, Q,78,
0,38, 0,19 pg/mL diluidas em DMSO estéril. Avaliarab resultados através dos valores de
ICso obtidos nos experimentos, pode ser observado geepenoDCTN com um IGp de
10,17 pg/mL foi a amostra mais ativa em 24 horasuitera frente as tripomastigotas, sendo
também a mais ativa nos tempos de 48 e 72 horasuconCsy de 4,11 e 1,43 pg/mL,
respectivamente.

Na Figura 20 observamos o terpeD@TN como o melhor dos produtos naturais
isolados para atividade frente a tripomastigotdrag®es CCEHA, F 1-7 e F 25-27também
apresentaram um resultado significativo corg léara o tempo de 72 horas de 1,94, 1,35 e
1,11 pg/mL, respectivamente (Figura 21), sendo que pdarac@oF 28 os resultados nao
expressaram valores coerentes.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos para ci@nfente as tripomastigotas He
cruzi para os terpenos e fracoesQecajucara

35



Tabela 9 Valores de 16 (concentracdo de composto necessaria para méiat 8D do
parasita) de diterpen@CTN eCTN, o triterpeno AAA e as fracdes CBEHA, F 1-7, F 25-

27 e F8 contra tripomastigotas de cruziem cultura de 24, 48 e 72 h.

IC 50
Composto 24 h 48 h 72 h
(Mg/mL) | (M) | (uo/mL) | (M) | (ug/mL) | (UM)
CTN 16,04+0,11 | 50,85| 4,43+0,03 | 14,04| 1,94+0,02 | 6,15
DCTN 10,17+0,07 | 32,45| 4,11+0,07 | 13,11| 1,43+0,02 | 4,56
AAA 30,61+0,01 | 65,57| 14,80+0,06 | 31,70| 2,30+0,02 | 4,93
Fracoes
F1-7 13,98+0,02 11,35+0,05 1,35+0,03
F 25-27 20,30+0,02 11,82+0,10 1,11+0,11
F 28 - - -
Extrato
CC-EHA 26,72+0,04 6,48+0,06 1,94+0,02
Benznidazol 13,60+0,02 10,78+0,05 7,67+0,06
"Desvio Padrao
35 — Valores de IC, dos terpenos
frente as tripom astigotas deT. cruzi
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Figura 20: Grafico de barras comparando os valores dg Wos terpenos frente as
tripomastigotas dé&. cruzinos ensaios de 24, 48 e 72 horas
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30 — Valores delcﬁodasfragﬁes deC. cajucara

frente as tripom astigotas deT. cruzi
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Figura 21: Gréafico de barras comparando os valores dg di@s fracdes (F1-7, F25-27) e
extrato (CC-EHA) frente as a tripomastigotasTdecruzinos ensaios de 24, 48 e 72
horas
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Tem sido descrito na literatura diversos resultadibbsivaliacdo de terpenos frente a
formas tripomastigotas dle cruzi como por exemplo, o acido caurendico isolad®dania
obtusata Asteraceae (ALVES et al., 199%ylopia frutescensAnnonaceae (TAKAHASHI
et al, 1994) e de/iguiera aspillioides Asteraceae (COSTA et.al995), apresentam 100%
de atividade contra @. cruzj na concentracdo de 1000ug/mL de sangue contamidad
acido xilopico, diterpeno isolado d¢ylopia frutescensAnnonaceae (TAKAHASHI et al
1994) e o caurenol, isolado &guiera aspillioides Asteraceae (COSTA et.all995) e de
Xylopia frutescensAnnonaceae (TAKAHASHI, et al., 1994), foram agvwas concentracoes
de 500 e 1000 upg/mL, respectivamente. Os diterpelibhidroxicauranol e o acido
traquilobanico, isolados déiguiera aspillioidesAsteraceae, foram ativos conffacruzinas
concentracbes de 500 e 1000 pg/mL de sangue co@dmi(COSTA et gl 1995).
Nascimento et al. (2004) avaliaram as atividadgmripssomicidasn vitro de terpenos
isolados deMikania stipulaceae Mikania hoehnei espécies de plantas conhecidas como

guaco. O diterpeno acido entehidroxi-153-E-cinnamoiloxi-16-cauren 19-6ico presentaram

atividade contra tripomastigotas, reduzindo o nanugr parasitas em 61,7, 62,8 e 69,4% nas
concentracdes de 100, 250 e 500 pg/mL, respectivi@m® génerdlikania é conhecido por
possuir diterpenos caurenos como 0 acido cauren@ige demonstrou atividade parcial
contraT. cruzi.Das folhas déAlomia myriadeniaforam isolados os diterpenos eSS
epoxi-MR,16-  diidroxihalima-5(10),13-dien-15,16-olideo, -d@-hidroxilabda-7,13-dien-
15,16-olideo e ent-Bhidroxilabda- 7,13-dien-15,16-olideo. Da avaliacdestes trés
diterpenos, o ultimo foi mais ativo, quando testadwitro contra formas tripomastigotas de
T. cruzi em sangue infectado de murinos, causando a lise0@86 dos parasitas na
concentracdo de 250 pg/mL (SCIO et al., 2003).

4.3.2. Atividade para epimastigota paral. cruzi

As amostras foram também avaliadas para atividatidrgpanossémica frente ab.
cruzi na forma evolutiva de epimastigotas. Inicialmefdeam feitos ensaios concentracdes
de 150, 75, 37,5, 18,76, 9,38 pg/mL parA, DCTN, CTN, CC-EHA, F 1-7, F25-27¢, 50,
25, 12,5, 6,25, 3,125 ug/mL para F 28 em cultuea@4 48 e 72 h. Os resultados indicaram
que na concentracdo de 378§/mL os diterpenoDCTN e CTN, e o triterpencAAA
inibiram o crescimento dos parasitas na faixa ef813318, e 27,86%, respectivamente de
forma dependente da dose. As Tabelas 10, 11, 12anoss resultados obtidos.

Tabela 10.Valores de % de parasitos vivagy(mL) deAAA, DCTN, CTN, CC-EHA, F1-
7, F25-27e F28 frente al.cruzi epimastigota 24 horas

Concentragao (ug/mL)
Amostra 938 | 1876 | 375 75 | 150
(%)

CTN 73,42 35,15 18,0 8,57 0
DCTN 77,84 63,13 33,81 0 0
CC-EHA | 53,44 24,13 21,37 0 0
F 25-27 57,84 38,49 0 0 0
F1-7 43,06 21.94 9,86 0 0
AAA 75,45 58,67 27,86 0 0
3,125 6,25 12,5 25 50

F 28 67,34 59,07 43,88 26,89 0

37



Tabela 11.Valores de % de parasitos vivegy(mL) deAAA, DCTN, CTN, CC-EHA, F1-

7, F25-27e F28 frente arl.cruzi epimastigota 48 horas

Concentragao (ug/mL)
Amostra 938 | 1876 | 375 75 | 150
(%)
CTN 41,99 25,89 2,60 0 0
DCTN 38,33 27,94 12,65 0 0
CC-EHA | 30,54 15,84 5,87 0 0
F 25-27 23,06 5,75 1,48 0 0
F1-7 28,77 12,87 0 0 0
AAA 35,38 16,32 8,95 0 0
3,125 6,25 12,5 25 50
F 28 28,44 15,53 5,60 0 0

Tabela 12.Valores de % de parasitos vivagy(mL) de AAA, DCTN, CTN, CC-EHA, F1-7,
F25-27 e F28 frente B.cruzi epimastigota 72 horas

Concentragao (ug/mL)
Amostra 938 | 1876 | 375 ] 75 | 150
(%)
CTN 5,44 0 0 0 0
DCTN 3,21 0 0 0 0
CC- EHA 0 0 0 0 0
F 25-27 2,78 0 0 0 0
F1-7 0 0 0 0 0
AAA 1,52 0 0 0 0
3,125 6,25 12,5 25 50
F28 3,60 1,44 0 0 0

Posteriormente, foram realizados novos ensaiosaixa fle concentracdo de 150 a
0,586 pg/mL em culturas de 24, 48 e 72 h pek& , DCTN, CTN, e as fracbek 1-7, F25-

27 e 0 extrato brut€C-EHA e para a fracdb28 na faixa de 50 a 0,19 pg/mL diluidas em
DMSO estéril. Analisando os resultados obtidos eatores de Ig observamos que as
substancias isoladas obtiveram resultados maidfisajivos em comparacao as fracdes que
possuem diversos componentes em suas composicaasbbla 13 observamos o terpeno
CTN como o mais ativo dos produtos naturais isoladwoa ptividade frente a epimastigota
com um valor 1Gy = 1,19ug/mL em cultura de 72 h,CTN n&o teve o0 mesmo desempenho
em relacdo forma triposmastigota, mesmo assim ssltagdos mostraram valor €=
1,69ug/mL. As fracdesF 1-7 e F 25-27 e oextrato brutoCC-EHA também aprentaram
resultados significativos com 4gpara o tempo de 72 h de 1,94, 1,35 e lugimL,
respectivamente, enquanto que para a fr&&8 os resultados ndo expressaram valores
coerentes. As Figuras 22 e 23 mostram os resultamoparativos para os terpenos e fracoes
frente as epimastigotas @ecruzi
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Tabela 13 Valores de Ig para os ensaios de epimastigota3 deruzi

Composto 1Cs¢
24 h 48 h 72 h
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
CTN 19,51+0,06 4,00+0,4 1,19+0,18
DCTN 23,57+0,16 4,02+0,25 1,69+0,06
AAA 23,66+0,05 2,29+0,39 2,48+0,08
FracOes
F1-7 7,61+0,06 1,97+0,33 -
F 25-27 11,78+0,16 6,43+0,01 1,77+0,04
F 28 - - -
Extrato
CC-EHA 13,74+0,30 5,93+0,02 1,59+0,03
Valores de IC, dos terpenos
frente as epimastigotas dé&. cruzi
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Figura 22: Grafico de barras comparando os valores dg HDs terpenos frente as a

Cultura (horas)

epimstigotas d@&. cruzinos ensaios de 24, 48 e 72 horas
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16 — Valores de IC, das fragGes deC. cajucara

frente as epimastigotas dd. cruzi
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Figura 23: Grafico de barras comparando os valores dgd@&s fracbes (F1-7, F25-27) e
extrato (CC-EHA) frente as a epimastigotad deruzinos ensaios de 24, 48 e 72
horas

O efeito tripanossomicida dos compostos isoladas efpécies vegetais tem sido
avaliadoin vitro sobre formas epimastigotas dentre eles o taxolditenpeno com atividade
antitumoral, isolado d&axus brevifolig Taxaceae), foi ativo, interferindo na proliferacis
epimastigotas, impedindo que a divisdo celularaseptetasse permitindo a multiplicacéo de
organelas. O triterpeno tingenona, também extrai@omesma espécie, foi ativo contra
epimastigotas, causando inibicdo da sintese deipast e acidos nucléicos o cruzi
(CASTRO, 1993).

A espécie Dracocephalum komaroviipsky (Labiatae) é bastante utilizada no
Uzbequistdo na forma de cha para terapéutica decdsenflamatorias. Desta espécie foram
isolados os diterpenos komarovispirona, dracoceqaim A e B que foram ativos contra
epimastigotas com concentracdo letal minima de 1235 e 25 pM, respectivamente
(UCHIYAMA et al., 2004).

4.4. Avaliagcdo da Citoxidade em Células THP-1

A linhagem celular THP-1 foi estabelecida por Tsy&het al. (1980) a partir de
blastos do sangue de um garoto de 1 ano diagndstozan leucemia monocitica aguda. Esta
linhagem é amplamente usada como modelo experimenta estudosin vitro para
identificacdo de novas substancias com potendibatie biologica (BANDERALI et al.,
2011).

O teste de citotoxicidade in vitro em cultura diileé tem se tornado importante para
a avaliacédo de produtos naturais, sendo tambéno miilizado como método alternativo aos
testes farmacoldgicos reduzido a experimentacdeivio em animais (HAMBURGER;
HOSTETTMANN, 1991; CINGI et al.,1991). O uso detauhs de células tem se tornado um
modelo muito empregado, pois sdo reprodutiveisigeis e rapidos (ROGERO et al., 2003).

Esta linhagem celular também € um modelo bem detatle para estudos toxicolégicos
(MULLER et al., 2003; CORSINI et al., 2011), imuagicos (SMIDERLE et al., 2011) e
“screening” para substancias antileishmania (GEBREOT et al., 1992).
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Os produtos naturais isolados e as fracdes ensaidlte aos parasitos
tripanossomatideos foram também, ensaiados frew&udas normais de origem humana,
THP-1, para avaliacédo da toxicidade dessas amofiggesultados demonstraranmsd€om
valores significativos, sendo que parB@TN de 56,95ug/mL bem superior aos valores de
ICso obtidos frente &. amazonensis T. cruzi.A Tabela 14 mostra os resultados obtidos para
os valores de 1§ frente a linhagem THP-1.

Tabela 14.Valores de I para os ensaios com as células da linhagem THiralcplturas

de 24 horas.
Amostra IC 50 (/ML) Coeficiente
de correlacao (R)

AAA 75,80 0,99946
CTN 74,40 0,99999
DCTN 56,95 0,99756

F 25-27 36,24 0,99918
F 28 40,10 0,99767
F1-7 2,10 0,99942

%Coeficiente de correlacdo da equacio da reta ysmda calculo do I&.

4.5. Investigacdo dos Possiveis Mecanismos de Adas Terpenos
4.5.1. Avaliacdo da acédo dos metabdlitos especiagshiossintese do ergosterol

Acredita-se que os tripanossomatideos né&o deperstamtilizacdo do esteroide
colesterol exdgeno para sua sobrevivéncia; umaquez sintetiza seus proprios esterois.
Apesar disso, um percentual expressivo de colésteancontrado em suas membranas sendo
em alguns casos o esterol majoritario indicandgapel bioldgico para essa molécula.

Os ensaios para avaliacdo dos possiveis efeitdsosaintese do ergosterol foram
realizados utilizando-se o conteudo lipidico tataktido a partir de promastigotas tle
amazonensigatadas com os produtos natulaiGTN e AAA. As concentragdes dos terpenos
foram utilizadas tomando como base os valores Gggsapresentados anteriormente nos
ensaios da atividade anti-leishmania. A avaliagdiordalizada utilizando-se a técnica da
cromatografia em camada fina em placas de gellida.sA Figura 24 mostra a fotografia da
placa de cromatografia em camada fina com os eskgdtobtidos.

Observando-se a Figura 24 podemos sugerir queragade biossintese dos lipideos,
em especial do ergosterol, foi modificado indicamp® houve pequena interferéncia dos
produtos naturais demonstrando que ndo é a viaipainda atuacdo desses terpenos. Este
ensaio foi realizado pela similaridade na estrutld®AA com o ergosterol e BCTN foi
testada por se o terpeno que apresentou resultaaiessignificativos. A Figura 25 mostra as
estruturas quimicas dos esteroides ergosterolesteobl, bem como dos terperE€TN e
AAA para uma simples analogia molecular. Parasitagjéero Leishmaniasintetizam
esterbides especificos e imprescindiveis paraenges/imento e viabilidade celular, sendo o
ergosterol o principal GAUGHAN et al., 1995; WANG et g11997) Existem determinadas
enzimas indispensaveis a sintese dos ergostanesyaglem ser inibidas ou reguladas por
farmacos. Contudo, a resposta clinica frente am@mnrento com essa classe de farmacos
depende do tipo deeishmania
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Figura 24. Cromatografia camada fina (TCL) para os ensaiogxieacdo dos lipideos de
promastigotas deeishmania amazonensis presenca e auséncia dos terp&©EN
e AAA.

TN AAN

Figura 25. Estruturas quimicas dos esteréides ergosterolterobpara comparacdo com 0s
terpenodDCTN e AAA.
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4.5.2. Avaliacao do efeito inibitdrio da enzima tpanotiona redutase

Os compostos a partir de fontes naturais, tém sidestigados como inibidores
seletivos da tripanotiona redutase (GALLO, et 2008). Tripanossomatideos possuem um
metabolismo do grupo tiol Unico, envolvendo a tip#éona, que desempenha um papel
crucial na regulacdo do equilibrio redox e na defesntra o estresse oxidativo em um
caminho ndo compartilhado pelo hospedeiro humasas@do em MULLER et al. , 2003).
Esta enzima mantém a tripanotiona em sua formazidglue assim capaz de ser oxidada para
tripanotiona oxidase, levando a reducéo dos nélesimdicais livres e contribuindo para a manutencéo
de um ambiente intracelular redutbtEBY, et al., 2007).

No presente estudo, investigamos o efeito dos poschaturai©CTN, CTN e AAA,
que apresentaram atividade leishmanicida signiW@atna via da enzima tripanotiona
redutase dd.. amazonensi®m promastigotas. Os ensaios foram realizadogando o
protocolo de Moreno e colaboradores (1994) queidersso consumo de NADPH, que é co-
fator do substrato da enzima a tripanotiona. Odrol@s utilizados nos ensaios foram o
extrato de promastigotas de amazonensisma auséncia e presenca da tripanotiona e, na
presenca dos terpenos.

Os diterpeno€£TN (Figura 26)DCTN (Figura 27), apresentaram atividade inibitoria
sobre a via de tripanotiona redutase através darnhgitura de NADPH indicando seu
consumo demonstrando inibicdo enzimatica sobrevista triterpencAAA (Figura 28) tal
como observado para os diterpenos, também apresativaade inibitoria. Estes resultados
mostraram essas substancias tem participacao ua wganotiona redutase.

A atividade de inibicdo de produtos naturais isofade plantas, também foi descrita
por divesos autores sobre a via da tripanotionatasd (FOURNET et al.,1998). Macarri e
colaboradores (2011), em seus estudos consider&npaaotiona redutase como um dos
principais alvos enzimaticos para o desenho ded@os) cujo objetivo € o tratamento de
tripanossomatideos.

Consumo do NADPH associado com a atividade da TR da
fracio solivel de promastigotas infectantes de
L.amazonensis
0,8 -
E 0,7 - m Controle
g 0,6 i .T(S)Z
& DCTN
= 05 -
= 04 -
<
Z 03 - -
0,2 -
0,1 -
0 1 T T 1
Controle T(S), DCTN

Figura 26. Efeito do DCTN sobre a via tripanotiona redutase em promastigdeak.
amazonensisAvaliado atraves da leitura da densidade oticlADPH.
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Consumo do NADPH associado com a atividade da TR da
fracio solivel de promastigotas infectantes de L.amazonensis
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Figura 27. Efeito do AAA sobre a via tripanotiona redutase em promastigdeas.

amazonensisAvaliado atraves da leitura da densidade oticlADPH.

Consumo do NADPH associado com a atividade da TR da
fracio solivel de promastigotas infectantes de L.amazonensis
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Figura 28. Efeito do CTN sobre a via tripanotiona redutase em promastigdeas.

amazonensisAvaliado atraves da leitura da densidade oticll ADPH.
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5. CONCLUSOES

O estudo realizado com fracfes e os terpenos solda especi€. cajucara planta
da regido amazonica e usada na medicina populagdso, mostrou a importante agcao dessas
substancias e da propria espécie vegetal comoeaggtiparasitario.

Dentre os terpenos estudadosD&TN foi o mais ativo tanto para as formas
promastigotas e amastigotas axénicas e amastigataselulares dd.. amazonensisNos
ensaios frente as amastigotas intracelulares fs@denciado que ®CTN € muito menos
toxica do que a Pentamidina, usada em tratameimiccle, mais eficiente, com 46£= 0,16
Hg/mL nas culturas de 72 horas.

Em relagdo as fra¢cOes ensaiadas frente a amastmadaicas a fracdo 28 foi a mais
ativa com 1G, = 6,18 ug/mL em culturas de 24 horas, sugerindo que a pgaseos
diterpenosgis etrans-cajucarinas B, pode ser relevante para a ativitaslemanicida.

Na investigacado do possivel mecanismo de acaoedpsnios mais ativos frenteLa
amazonensifoi possivel sugerir que a inibicdo da biossintésesrgosterol ndo € uma via
importante para a acdo dessas substancias. Notentravaliacdo da via da enzima
tripanotiona redutase indica ser um dos possivesamsmos da acao antileishmania para os
terpenos avaliados.

Na avaliacdo da atividade frente &ocruzi,os diterpeno®CTN e CTN foram os
mais ativos, tanto nas formas tripomastigotas quaas epimastigotas, com valores dg IC
muito proximos, sendo BCTN mais ativa para tripomastigotas £G 10,17 ug/mL em
cultura de 24 horas) eG@I'N mais ativa para epimastigotas {§G 16,04ug/mL em cultura
de 24 horas). O triterper®AA foi menos ativo, mas também mostrou atividadeifsogiiva
para as formas ensaiadas.

As fracdesF 1-7eF 25-27e o extratocCC-EHA quando conparados com o controle
também apresentaram resultados significativosdrasttripomastigotas e epimastigotad de
cruzi,com valores de I§gna faixa de 7,61 a 13,74 e 13,98 a 2qu@&nL, respectivamente.

As substancias estudadas mostraram-se promissaraseptudos mais detalhados
visando novos agentes leishmanicidas e tripanossasi uma vez que apresentaram
atividades especificas muito significativas.

De maneira geral, os resultados obtidos indicaraditerpenoDCTN como uma
substancia que podera atuar como agente leishrmam@dripanossomicida.

Sera necesséria a continuacado dos experimentogsatia ensaids vivo.
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