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Resumo

Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), leishmanioses séo antropozoonoses
e estdo entre as seis doencas tropicais de maior importancia no Velho Mundo e nas Américas.
S&o endémicas em 88 paises e estima-se que sua prevaléncia seja de 12 milhdes de casos no
mundo. Nas duas Ultimas décadas, o numero de casos tem aumentado, assim como sua
ocorréncia geografica. No Brasil, ¢ uma realidade em diversos estados, apresentando perfis
epidemioldgicos diferentes. A terapéutica empregada atualmente conta com poucos farmacos,
em uso ha mais de 40 anos, e que apresentam potencial nefro, hepato e cardiotdxico. Além
disto, sdo contraindicados a idosos e gestantes, 0 que caracteriza mais um entrave a
terapéutica atual. Tendo em vista a imensa biodiversidade brasileira, uma fonte alternativa
para o tratamento destas e outras inimeras enfermidades é a busca de novas moléculas por
meio da pesquisa com extratos vegetais e seu fracionamento, a partir de diferentes espécies de
plantas. Este trabalho avaliou a atividade leishmanicida do extrato acetato de etila, fragdes e
subfracbes obtidas da planta Baccharis trimera (Less.) DC sobre a espécie Leishmania
amazonensis. Os ensaios bioldgicos foram realizados in vitro pelo método colorimétrico de
MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) utilizando formas
promastigotas do parasito e macréfagos da linhagem J774, para estudos de citotoxicidade. Os
testes foram realizados em triplicata, utilizando-se microplacas de 96 orificios. Como
resultado, trés fragdes (Clsp = 23,56 ng/mL; 29,89 ng/mL; 42,31 ug/mL) e cinco subfragdes
(Clsp < 1,56 e Clsp = 5, 07 pg/mL ; 5,21 pug/mL; 24,61 pg/mL) apresentaram interessante
potencial leishmanicida, sendo que duas destas subfracfes também demonstraram baixa
citotoxicidade (IS = 64,1). A partir de analises cromatograficas das fracdes e subfracdes
citadas e evidéncias baseadas na literatura, sugere-se que o ativo responsavel por tal atividade
pertenca a um grupo fendlico. Para identificacdo da substancia ativa serd necessario realizar,

numa proxima etapa, processos de purificacdo, isolamento e caracterizacéo.
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1. Introducao

Doencas infecciosas podem ser consideradas negligenciadas quando existe falta de
acessibilidade, efetividade e facilidade no uso de medicamentos para o tratamento adequado.
Este é o caso das leishmanioses. Em paises em desenvolvimento, a maioria da populacéo é
pobre e, portanto, ndo tem condicGes de arcar com 0s custos do tratamento, tornando a
situacdo ainda pior, devido ao descaso com estas doencas (YAMEY, TORREELE, 2002).
Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 25 compostos com atividade leishmanicida,
mas poucos deles sdo utilizados em humanos e a maioria é de administragdo parenteral
(SINGH, SIVAKUMAR, 2004), caracterizando um entrave a terapéutica. Os farmacos mais
utilizados sdo os antimoniais pentavalentes, como medicamentos de primeira escolha. Apesar
de causarem uma série de efeitos adversos, gerando desconforto aos pacientes, eles continuam
a ser o meétodo mais barato para o tratamento das leishmanioses em paises em
desenvolvimento (SINGH, SIVAKUMAR, 2004). Pentamidina, anfotericina B,
paromomicina e miltefosina sdo utilizados, principalmente, em casos de resisténcia aos
antimoniais. Mas apesar de serem eficazes contra diversas espécies de leishmanias, ndo
apresentam indices terapéuticos favoraveis e causam importantes reacdes adversas (CUNHA
et al., 2011). Além dos casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes e também a
pentamidina, a auséncia de agentes leishmanicidas seguros, o tratamento falho e as recaidas
em pacientes com co-infeccdo HIV-leishmania caracterizam alguns dos desafios atuais no
tratamento destas doencas (SUNDAR, RAI, 2002). Frente a este quadro, justifica-se a busca
por novas substancias com atividade leishmanicida, mais eficazes e menos toxicas, para o
tratamento das leishmanioses, principalmente, entre as fontes naturais, haja vista a grande

quantidade de espécies nativas da flora brasileira de valor medicinal (CORADIN et al, 2011).
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1.1. Historico

As leishmanioses, também denominadas Calazar, em casos de leishmaniose visceral,
ou bot&o do Oriente, em casos de leishmaniose cutanea no Velho Mundo, datam do século |
d.C: foram encontrados em pegas de ceramica pre-Inca do Peru e Equador, nas quais foram
representadas lesdes cutaneas e deformidades na face, possivelmente, associadas as
leishmanioses cutanea e mucocutanea (CARVALHO, FERREIRA, 2001). Pedro Pizarro, em
1571, relatou a ocorréncia de uma doenca que desfigurava o nariz em povos dos vales quentes
do Peru. Somente no final do século XIX, Cunningham, em 1885 (RATH et al., 2003),
descreveu formas amastigotas do parasito em casos de Calazar, na India, iniciando a
descoberta dos agentes etioldgicos das leishmanioses. Borovisky, em 1898 (RATH et al.,
2003), demostrou que o agente etiologico do Botdo do Oriente era um protozoario. E, em
1903, Leishman e Donovan descreveram pela primeira vez o protozoario responsavel pelo
Calazar indiano. Também neste ano, Wright descreveu o parasito, causador do Botdo do

Oriente, conhecido hoje com Leishmania tropica (RATH et al., 2003).

No Brasil, foi identificada pela primeira vez a presenca do botdo endémico dos paises
quentes, conhecido como “Botdo da Bahia”, por Moreira em 1895. Lindenberg, em 1909,
encontrou, em individuos que trabalhavam em areas de desmatamentos, construindo rodovias
no interior de Sao Paulo, o parasito causador das leishmanioses, confirmando a presenca de
suas formas em ulceras cutaneas e nasobucofaringeas. Em 1911, foi diagnosticada por
Splendore a forma mucosa da doenca, sendo Gaspar Vianna o responsavel por nomear o
parasito de Leishmania braziliensis (BRASIL, 2010). No ano seguinte, em 1912, Gaspar
Vianna divulgou, no VII Congresso Brasileiro de Medicina, o primeiro tratamento para a
leishmaniose tegumentar, que fazia uso do tartaro emético por via endovenosa. Este farmaco,
que durante muitos anos foi rejeitado pela medicina devido a sua elevada toxicidade, salvou

milhGes de vidas, trazendo beneficios globais para a salde e economia das populagdes
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perseguidas por esta doenca. Tal descoberta, juntamente com outros inimeros feitos, entre
eles o esclarecimento do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e a descri¢do sobre a anatomia
patologica da Doenca de Chagas, colocaram o médico Gaspar Vianna entre 0s mais altos
expoentes da medicina brasileira (REY, 1962). Ja em 1922, foi demonstrado por Aragdo, pela
primeira vez, o papel do flebotominio na transmissdo da leishmaniose tegumentar e, em 1958,
Forattini identificou em areas do Estado de S&o Paulo roedores silvestres parasitados. Deste
periodo em diante, a transmissdo destas doencas tem sido descrita em diversos municipios de

todas as unidades federadas (UF) do pais. (BRASIL, 2010).

1.2. Epidemiologia

Segundo a OMS, a prevaléncia mundial das leishmanioses é de 12 milhes de casos,
com mortalidade de cerca de 60.000 casos por ano. A populacdo em risco esta estimada em
350 milhdes de pessoas. Apesar dos numeros, 0s casos de leishmanioses tém sido
subestimados anualmente. Estima-se que ocorram de 1,5 a 2 milhdes de novos casos a cada
ano, mas apenas 600.000 s&o declarados oficialmente (WHO, 2012). As leishmanioses podem
ser consideradas doencas reemergentes e tem sido preocupante o aumento de sua incidéncia,
principalmente nas Gltimas décadas, em certas partes do mundo (GOTO, LINDOSO, 2010).
Isto tem ocorrido devido a multiplos fatores, entre eles a epidemia de AIDS, o que leva a
presenca de co-infeccdo HIV-leishmania; o maior nimero de viagens internacionais, além da
constante migracdo de pessoas das areas rurais para areas urbanas; a falta de vacinas eficazes
(ndo existe ainda nenhuma vacina eficaz contra qualquer forma de leishmaniose); as
dificuldades no controle dos vetores; os conflitos internacionais e o desenvolvimento de
resisténcia a terapéutica disponivel (SERENO et al., 2007). As principais areas de prevaléncia

destas doencas sdo as regiGes tropicais e subtropicais, no entanto, com 0 aumento da
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movimentacdo de pessoas pelo mundo, principalmente pelo aumento do nimero de viagens,

elas também tem aparecido em areas ndo endémicas (GOTO, LINDOSO, 2010).

A leishmaniose tegumentar é prevalente em 82 paises e sua incidéncia esta estimada
em 1,5 milhdes de casos por ano. Mais de 90% dos casos sdo relatados na Africa
(principalmente no Marrocos, Etiopia e Tunisia), no Oriente Médio (principalmente no
Afeganistdo, Paquistdo, Ird, Siria e Arabia Saudita) e América Latina (principalmente no
Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador, Peru e Venezuela) (GOTO, LINDOSO, 2010). Entre
estes paises, ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru, 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea
e, no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria, ocorrem 90% dos casos de
leishmaniose cutanea. Quanto a leishmaniose visceral, 90% dos casos sdo relatados em
Bangladesh, Brasil, Nepal, india e Suddo. No Brasil, a forma visceral da doenca esta presente
em 17 estados espalhados entre as regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (RATH et al.,

2003).

FIGURA 1. Distribui¢do geografica da leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundo.

FONTE: WHO (2012).



FIGURA 2. Distribui¢do geografica das leishmanioses cutdnea e mucocutanea no Novo Mundo.
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FIGURA 3. Distribui¢do geografica da leishmaniose cutanea no Velho Mundo segundo a espécie L. tropica, e

espécies relacionadas, e a espécie L. aethiopica.

FONTE: WHO (2012).

FIGURA 4. Distribuicéo geografica da leishmaniose cutanea no Velho Mundo segundo a
espécie L. major.

A L
FONTE: WHO (2012).
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A leishmaniose tegumentar americana apresenta grande magnitude no Brasil e, por

isto, merece maior atencdo entre outras afec¢fes dermatoldgicas. Esta doenca esta presente
em todas as regides brasileiras, demonstrando sua ampla distribuicdo no pais, e apresenta
intensa concentracdo de casos em algumas areas e casos isolados em outras. Na década de 80,
0 numero de casos brasileiros aumentou e de 1985 a 2005, o coeficiente médio de detec¢éo foi
de 18,5 caso0s/100.000 habitantes, verificando-se coeficientes mais elevados em 1994 e 1995,
com niveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000 habitantes, respectivamente. Tal doenca
acomete ambos 0s sexos e todas as faixas etarias, sendo que, em média, predomina em

maiores de 10 anos (90%) e no sexo masculino (74%) (BRASIL, 2010).

A disseminacdo da AIDS, principalmente entre as camadas mais pobres da populagéo,
e a urbanizacdo crescente da leishmaniose visceral sdo fatores que favorecem o aumento da
prevaléncia da co-infecgdo HIV-leishmania (RATH et al., 2003) e caracterizam uma das
principais ameagcas para o controle desta forma de leishmaniose. Na Europa, especialmente no
sul, até 70% dos casos em adultos de leishmaniose visceral estdo relacionados com a infec¢do
por HIV. Ambas as doencas se reforcam mutuamente, ou seja, pacientes infectados com HIV
sdo particularmente susceptiveis a leishmaniose visceral e esta, acelera a replicacdo viral e a
progressdao da AIDS (WHO, 2012). A interacdo HIV-leishmania ainda né&o foi totalmente
elucidada, no entanto, acredita-se atualmente, que protozoarios do género Leishmania atuem
como cofatores nas infeccdes por HIV. Ambos patdgenos invadem os mesmos tipos celulares,
como macrofagos e células dendriticas, acarretando importantes efeitos na resposta imune do
hospedeiro e influenciando os mecanismos biolégicos de ambos os microrganismos. O
aumento da replicacdo viral e da progressdo da AIDS se deve a presenca de moléculas de
lipofosfoglicana (LPG) na superficie dos parasitos do género Leihsmania e a outros

mensageiros secundarios intracelulares, como a proteina tirosina quinase e proteina quinase
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A, que estimulam a inducdo da replicacdo viral pela LPG (ZHAO et al., 2004; OLIVIER et

al., 2003).

Atualmente, 35 paises em todo o mundo relataram casos de co-infeccdo HIV-
leishmania (WHO, 2012). De 1985 a 2000, esta doenca acometeu 422,5 mil pessoas no Brasil
e nos dois anos seguintes foram identificados 66,8 mil novos casos, que ndo foram
controlados. Entre 1999 e 2001, s6 no Estado de S&o Paulo, foram registrados 87 casos de
leishmaniose visceral, sendo que em sete deles a doenga levou os pacientes a 6bito (RATH et

al., 2003).

1.3. Agente etioldgico e vetor

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. A
diferenca nos padrdes de desenvolvimento dos parasitos nos hospedeiros invertebrados
naturais divide o género Leishmania em dois subgéneros: Vianna e Leishmania (RATH et al.,
2003). Formas promastigotas dos parasitos pertencentes ao subgénero Vianna se desenvolvem
nos hospedeiros invertebrados em regides limitadas ao intestino nas por¢des média e anterior.
No subgénero Leishmania, além de formas promastigotas, aparecem neste hospedeiro formas
paramastigotas (forma com flagelo curto) que se encontram aderidas, pelo flagelo, as paredes
intestinais (piloro e/ou fileo) por meio de hemidesmossomos, diferentemente, das
promastigotas que migram do intestino posterior para as regibes média e anterior
(MICHALICK, 2005). Além das formas flageladas citadas anteriormente, este protozoario
apresenta ainda outra forma durante o seu ciclo evolutivo: as amastigotas, que ndo possuem
flagelo livre e sdo parasitos intracelulares obrigatorios, desenvolvendo-se no interior de
macréfagos dos hospedeiros vertebrados. As formas promastigotas sdo flageladas e, como
dito acima, encontram-se no trato digestdrio dos hospedeiros invertebrados. Estes hospedeiros

estdo limitados a insetos hematofagos da familia Psychodidae (RATH et al., 2003), que estdo
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divididos entre dois géneros de dipteros: o género Lutzomya, vetores de transmissdao do
parasito nas Américas, e 0 género Phlebotomus, relacionado com a transmissdo no Velho
Mundo. J& os hospedeiros vertebrados s&o representados pelo homem (SILVA-LOPEZ, 2010)
e por mamiferos silvestres como preguica, roedores, raposas, tamandué e outros, considerados
portadores das leishmanioses, pois grande parte das lesdes ndo sdo aparentes nestes animais.
No Brasil, os reservatérios animais mais importantes sdo o cdo e a raposa (RATH et al.,

2003).

O ciclo de vida do parasito inicia-se pelo estagio extracelular, na forma promastigota,
que se multiplica e desenvolve no trato digestdrio do vetor; o estagio intracelular caracteriza-
se por formas amastigotas que estdo localizadas e se multiplicam no interior de vacuolos
fagociticos (fagolisossomos) nas células do hospedeiro definitivo (MOUGNEAU et al.,

2011).

O ciclo evolutivo do parasito se encerra quando um inseto ndo infectado passa a ser
vetor, logo apos ingerir macrofagos parasitados do sangue de um hospedeiro vertebrado,
durante o repasto sanguineo. A partir de entdo, um novo ciclo serd iniciado. Formas
amastigotas ingeridas pelo inseto serdo convertidas em promastigota prociclica no interior do
seu trato digestorio e, posteriormente, sera diferenciada em metaciclica, forma infectiva do
parasito (KAYE, SCOTT, 2011). Apos a diferenciacdo por metaciclogénese, que consiste
numa série de mudancas na expressao génica, na morfologia e na composicdo da
lipofosfoglicana (LPG) presente na superficie do parasito (SARAIVA et al, 1995), o
protozoario iréd se alojar na glandula salivar do vetor, pronto para infectar um novo hospedeiro

vertebrado (KAYE, SCOTT, 2011).



FIGURA 5. Ciclo de vida da Leishmania sp.

FONTE: KAYE, SCOTT , 2011.

FIGURA 6. Leishmania — forma flagelada ou promastigota.
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FONTE: Manual de Vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar Americana (2010).

FIGURA 7. Leishmania — forma aflagelada ou amastigota presente
no interior de macréfagos.

FONTE: Manual de Vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar Americana (2010).
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As leishmanioses estdo presentes no Velho e Novo Mundo, no entanto, as espécies
encontradas em cada um deles sdo diferentes. Mais de 20 espécies de leishmania foram
identificadas como causadoras das leishmanioses em humanos (GOTO, LINDOSO, 2010). Na
Asia, Africa e Europa, a leishmaniose tegumentar é causada, principalmente, pelas espécies
Leishmania major, Leishmania tropica, Leishmania aethiopica, Leishmania infantum; ja no
Novo Mundo, principalmente, na América Latina, ela é causada pelas Leishmania
braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis,
Leishmania mexicana, Leishmania pifanoi, Leishmania venezuelensis, Leishmania peruviana,
Leishmania shawi e Leishmania lainsoni. A leishmaniose visceral € causada pelas Leishmania
donovani e Leishmania infantum, no Velho Mundo (GOTO, LINDOSO, 2010) e, no Novo
Mundo, este tipo de leishmaniose é causado pela espécie Leishmania infantum, erroneamente
chamada de Leishmania chagasi, por serem nomes diferentes para a mesma espécie do
parasito (RATH et al., 2003; MAURICIO et al., 2000). O principal agente etioldgico
responsavel pela doenga, principalmente na forma cutanea, no Estado de S&o Paulo é a L.

braziliensis (RATH et al., 2003).

A L. amazonensis, espécie utilizada neste trabalho, estd entre as trés principais
espécies identificadas no Brasil. Ela ocorre, principalmente, em areas de florestas primarias e
secundarias da Amazonia Legal (Amazonas, Maranhdo, Ronddnia, Para e Tocantins), mas
também pode ser verificada em estados das regides Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais
e Sdo Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul (Parand). Foi isolada em roedores silvestres dos
géneros Proechymis e Oryzomys, no entanto, ainda nao se definiu o papel destes roedores no
ciclo de transmissdo da doenca, apesar de evidéncias indica-los como reservatérios desta
espécie de leishmania. Tem com principal vetor a espécie Lutzomyia flaviscutellata, que
apresenta ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrada em diferentes habitats como

em paises fronteiricos ao Brasil e nos estados do Acre, Amapa, Para, Rondbnia, Tocantins,
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Bahia, Ceara, Maranhdo, Distrito Federal, Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito
Santo, Minas Gerais e Sao Paulo, em regifes de matas Umidas com densidade elevada. Esta
espécie do parasito é causadora da leishmaniose tegumentar americana caracterizada pela
ocorréncia de Ulceras cutaneas localizadas, podendo em alguns casos apresentar-se como um
quadro classico de leishmaniose cutanea difusa (BRASIL, 2010). Tal espécie também foi
isolada em pacientes que apresentaram todo o espectro das leishmanioses, incluindo lesdes

cuténeas difusas, mucocutaneas e comprometimento de visceras (BARRAL et al, 1991).

1.3.1. Metaciclogénese

Parasitos do género Leishmania, assim como outros tripanossomatideos, sofrem
durante o seu ciclo evolutivo, no interior do hospedeiro invertebrado, um processo de
diferenciacdo metabdlica, chamado metaciclogénese, que estd entre 0s mais importantes do
ciclo de vida destes protozoarios. Nele, formas ndo infectivas, chamadas de promastigotas
prociclicas, se transformam em formas infectivas, conhecidas como promastigotas
metaciclicas. Tal alteracdo metabolica promove a adaptacdo do parasito, garantindo sua

sobrevivéncia no interior do hospedeiro vertebrado (OUAKAD et al., 2011).

Entre os diversos eventos que ocorrem durante o processo de metaciclogénese, um dos
mais importantes é a regulacdo da expressdo génica, que sustenta a hipOtese de pré-
adapatacdo do parasito (OUAKAD et al., 2011). Determinadas moléculas passam a ser
expressas na superficie do parasito e possibilitam sua sobrevivéncia no interior do hospedeiro
vertebrado. Entre estas moléculas é fundamental que estejam presentes moléculas que ativem
0 sistema complemento. Formas promastigotas metaciclicas ativam este sistema

eficientemente, favorecendo a entrada do parasito nas células hospedeiras (SACKS, 1989).
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1.4. Modo de transmissao

A transmissdo do parasito ocorre quando a fémea do vetor, infectada com formas
promastigotas do parasito, pica o hospedeiro vertebrado, durante o repasto sanguineo, e
inocula parasitos no local da picada. As formas promastigotas metaciclicas inoculadas
invadem macrofagos teciduais, no interior dos quais irdo se diferenciar em formas
amastigotas. Estas formas se multiplicam extensamente por divisdo binaria. Apds o periodo
de multiplicagdo, as células parasitadas se rompem, liberando parasitos na corrente sanguinea,
0 que pode acarretar a infeccdo de macrdéfagos ainda ndo parasitados, células dendriticas e

fibroblastos (SILVA-LOPEZ, 2010; SERENO et al., 2007).

1.5. Aspectos clinicos

A interacdo parasito-hospedeiro pode resultar em um amplo espectro de doengas,
coletivamente chamadas leishmanioses, que se manifestam de diversas maneiras, desde leses

cuténeas até a forma visceral, letal quando ndo tratada (MOUGNEAU et al., 2011).

As principais formas de apresentacdo destas doencas sdo as seguintes (CARVALHO,

FERREIRA, 2001; GOTO, LINDOSO, 2010):

e Visceral: também conhecida como Calazar, se caracteriza por febre irregular, perda de
peso, hepatoesplenomegalia e anemia;

e Cutanea: no Velho Mundo, o aspecto clinico apresentado por esta forma da doenca
ndo é uniforme e pode variar de acordo com a resposta imunoldgica do hospedeiro
(como em casos de co-infeccdo HIV-leishmania); nas Américas apresenta amplo
espectro de manifestacbes (lesdes Unicas ou limitadas, forma cutanea difusa e

mucocutanea);
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e Cutanea difusa: caracteriza-se pela presenca de les6es nodulares ndo ulcerativas, ricas
em parasitos; € uma condicdo rara das leishmanioses e tem sido reportada nas
Ameéricas do Sul e Central e também na Etiopia;

e Mucocutanea: apresenta-se por meio de leses que levam a destruicédo total ou parcial
da mucosa oral, nasal e/ou faringea, gerando deformagdes que podem segregar suas
vitimas socialmente. Esta forma de manifestacdo da doenca ndo costuma ser fatal, no
entanto, suas complicacOes, associadas a infec¢Oes oportunistas e dificuldades para a

alimentacéo, podem resultar em morte.

As formas visceral, cutanea difusa e mucocutanea sao as formas mais severas da
doenca e se relacionam a reposta imune do hospedeiro; ja a forma cutanea ocorre,
normalmente, em individuos imunocompetentes e apresenta cura espontanea (Sundar e Rai,
2002). Costuma-se classificar as manifestagOes cutanea, cutanea difusa e mucocutanea como
leishmaniose tegumentar. Uma caracteristica marcante das leishmanioses cutaneas € presencga
de lesdes ulcerativas em &reas expostas (CUNHA et al., 2011). Estas lesbes sdo indolores,
podem ser Unicas ou multiplas e ter a regido central hemorragica, em alguns casos (GOTO,

LINDOSO, 2010).

Existem ainda outras duas formas destas doencas, no entanto, sdo mais raras. A
leishmaniose dérmica apos Calazar (leishmaniose dérmica pos kala-azar) ocorre na India e,
principalmente, no Suddo e no Quénia, resultante da complicagdo de casos de leishmaniose
visceral. Ja a leishmaniose viscerotrdpica, observada em soldados que serviram no Iraque, é
um tipo diferenciado de leishmaniose visceral causada pela L. tropica e estd associada a
episodios de febre inespecifica com fadiga, artralgia e diarréia (CARVALHO, FERREIRA,

2001).



23

Nos ultimos anos, as leishmanioses caninas tem chamado atengdo, pois entre 0s
potenciais reservatorios animais, os cdes domeésticos tém se destacado como hospedeiros
destes parasitos. Pelo fato da domesticagdo e proximidade com humanos, estes animais tém
facilitado a transmissdo destas doengas entre humanos. As manifestagdes clinicas
apresentadas pelos cdes podem ser facilmente confundidas com outras doencas, podendo
também ndo existir sinais ébvios do parasitismo (CARVALHO, FERREIRA, 2001). Para
evitar tais confusbes, devem-se avaliar os sinais clinicos apresentados por estes animais,
quando estes existirem, como linfadenopatia, Ulceras na pele e hipertermia (sinais mais
observados em cdes infectados), assim como, os achados epidemioldgicos. Para a
confirmacdo do diagnostico, devem ser realizados exames soroldgicos (MATTOS JUNIOR et

al., 2004).

1.6. Terapia medicamentosa das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas relacionadas a pobreza. Em geral, afetam populacoes
muito pobres e se associam a desnutricdo, analfabetismo, condicBes precérias de habitacéo,
deslocamento, fraqueza do sistema imunoldgico, discriminacdo de género, falta de recursos
financeiros e mudangas ambientais (WHO, 2012). Como outras doencas infecciosas, estas
doencas sdo consideradas doencas negligenciadas, para as quais faltam tratamentos eficazes,
acessiveis e de facil uso (YAMEY, TORREELE, 2002). A industria farmacéutica,
tradicionalmente, ignora tais doencas, ja que afetam principalmente populacdes de paises em
desenvolvimento e correspondem a apenas 20% do total global da venda de medicamentos,
apesar desta porcentagem representar o consumo de medicamentos de 80% da populacdo
mundial (FUNARI, FERRO, 2005). As politicas publicas criadas pelos governos deixam por
conta destas industrias o desenvolvimento de novos farmacos que, por sua vez, ndo o fazem

por visarem o desenvolvimento de farmacos lucrativos e de facil comercializagdo, como o0s
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designados aos tratamentos de dor, cancer, doencas cardiacas e calvicie (YAMEY,
TORREELE, 2002). Entre os anos de 1975 e 2004, dos 1556 novos medicamentos aprovados,
apenas 21 eram destinados ao tratamento especifico de doengas tropicais e tuberculose, sendo
que juntas, estas doencas representam 11,4% do total de doengas mundiais (DNDi, 2010).
Durante este periodo, de 1975 a 1999, foram desenvolvidos 15 novos produtos destinados ao
tratamento de doencas negligenciadas, contrapondo-se as 179 novas drogas para 0

atendimento de portadores de doengas cardiovasculares (FUNARI, FERRO, 2005).

Desde 1912 sdo conhecidos compostos com atividade leishmanicida e o primeiro a ser
utilizado foi o tartaro emético (tartarato de potéssio e antiménio). No entanto, devido aos seus
efeitos toxicos e severos efeitos colaterais, como intolerdncia gastrintestinal e efeitos
cardiotdxicos, este antimonial trivalente foi substituido por compostos estibiados
pentavalentes, que proporcionaram reducdo dos efeitos adversos e da toxicidade. Em 1920,
desenvolveu-se o0 primeiro composto com base em um antiménio pentavalente, a uréia
estibamina (Estibamine®) e, em 1936, introduziu-se o gluconato de antiménio (V) sédico na
terapia médica. Em geral, os antimoniais pentavalentes se mostraram 10 vezes menos toxicos
gue os antimoniais trivalentes (RATH et al., 2003), apesar de ainda causarem alguns efeitos
adversos como dor no local da injecdo, disfuncdo gastrintestinal, dores musculares difusas,

enrijecimento das articulacOes, arritmias e pancreatite (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

Atualmente, os antimoniais pentavalentes sdo amplamente empregados na terapéutica
de todas as formas de leishmanioses. Os mais, frequentemente, utilizados séo o gluconato de
amodnio (V) soédico ou estibogluconato de sédio (Solustibosan® ou Pentostam®) e o
antimoniato de N-metil glucamina ou antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime ©)
(SINGH, SIVAKUMAR, 2004). Estes farmacos, provavelmente, atuam inibindo a glicolise e
a beta-oxidacdo de acidos graxos nas formas amastigotas do parasito, provocando a deplecao

dos niveis de ATP intracelular (RATH et al., 2003). E possivel, ainda, que proteinas de zinco
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estejam envolvidas como possivel alvo da acdo destes compostos (DEMICHELI et al., 2008).
No Brasil, o medicamento de primeira escolha na terapéutica € o antimoniato de N-

metilglucamina (RATH et al., 2003).

Durante muito tempo, os antimoniais pentavalentes foram utilizados com grande
sucesso, no entanto, a partir da década de 70, os casos de resisténcia, especialmente para
leishmaniose visceral, comecaram a aparecer, mesmo com aumento de dose (SINGH,
SIVAKUMAR, 2004), como mostrado por Thakur et al., 1991; Jha et al., 1998; Mandal et
al., 2009; Maltezou, 2010; e, Sinha et al., 2011. Concomitantemente, no final desta década e
inicio dos anos 80, o tratamento com pentamidina, farmaco utilizado como segunda linha de
tratamento, mostrou-se eficaz apresentando 98,8% de taxa de cura; no entanto, ainda na

década de 80, o indice de cura declinou (SINGH, SIVAKUMAR, 2004).

A pentamidina, comercializada como Lomidina®, atua interferindo na sintese de
poliaminas por meio da inibi¢do do uso da S-adenosil-L-metionina, por inibir enzimas como a
ornitina descarboxilase e a espermidina sintetase, impedindo, desta maneira, a sintese de
moléculas importantes a vida do parasito, que atuam na regulacdo do crescimento e
diferenciacéo celular. Além disto, tal substancia é capaz de se ligar ao DNA do parasito em
regides ricas em sequéncias A-T (adenina-timina), interferindo na biossintese desta molécula
e prejudicando, assim, a manutencdo da vida deste parasito (SOARES-BEZERRA et al.,
2004). Este farmaco apresenta-se relativamente eficaz na terapia das leishmanioses, no
entanto, sua toxicidade caracteriza um fator limitante ao seu uso (RATH et al., 2003). A
incidéncia e a gravidade destes efeitos adversos sdo maiores com o aumento de dose e do
periodo de tratamento. No caso da leishmaniose cuténea, o tratamento utilizando pentamidina
em baixas doses e por curto periodo de tempo apresenta boa taxa de cura e menor toxicidade
quando comparado ao tratamento com antimoniais pentavalentes, apesar de efeitos adversos

como mialgias, dor no local da administracdo, nduseas, dores de cabeca e hipotensdo terem
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sido observados. Sendo assim, este farmaco representa uma alternativa ao tratamento com
antimoniais e € tido como tratamento de escolha em novos casos desta forma das
leishmanioses ou em casos de resisténcia aos antimoaniais (SINGH, SIVAKUMAR, 2004;
SOARES-BEZERRA et al., 2004). No tratamento da leishmaniose visceral, por sua vez, a
pentamidina apresenta efeitos toxicos maiores do que os apresentados pelos antimoniais,
ocorrendo exacerbacdo dos efeitos citados acima e incidéncia de taquicardia e hiperglicemia,
devido a necessidade de administracdo de altas doses do farmaco (SOARES-BEZERRA et

al., 2004).

A anfotericina B, outro farmaco de segunda escolha, tem sido utilizada em casos de
resisténcia aos antimoniais pentavalentes e a pentamidina. No entanto, apresenta elevada
toxicidade devido ao seu mecanismo de acdo, que atua em moléculas de esterol,
principalmente ergosterol, presentes na membrana celular do parasito, alterando a
permeabilidade da membrana e equilibrio osmético da célula. Sua semelhanga com moléculas
de colesterol, presentes na membrana de células humanas, explica a ocorréncia de efeitos
toxicos durante o tratamento, como febre, calafrios, hipotensdo ou hipertensdo, diminuicdo da
funcdo renal e dos niveis séricos de potassio. A associagdo de formulagdes lipidicas com
anfotericina B reduziu a toxicidade deste farmaco, pois estas formulacGes sdo pouco
absorvidas pelos rins, 6rgdo alvo de toxicidade deste farmaco, apesar de serem bem
absorvidas por células do sistema fagocitico mononuclear, nas quais residem os parasitos. Tal
modificacdo caracterizou um novo avango na terapéutica das leishmanioses (SINGH,
SIVAKUMAR, 2004; SOARES-BEZERRA et al., 2004). No entanto, a necessidade de
hospitalizacdo por longos periodos e monitorizacdo continua, além dos elevados custos do
farmaco e da elevada incidéncia de efeitos adversos (em alguns casos bastante graves), sdo
importantes entraves na utilizagdo destas novas formulagbes (SUNDAR, RAI, 2002),

indicadas, principalmente, em casos graves e resistentes de leishmaniose visceral, visto que
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para o tratamento de leishmanioses tegumentar, outros farmacos ainda se mostram eficazes

(SINGH, SIVAKUMAR, 2004).

Assim como a pentamidina, que apresenta elevada toxicidade quando administrada em
altas doses; a anfotericina B e suas formulagdes, que além da toxicidade apresentam altos
custos; os antimoniais pentavalentes também apresentam seus efeitos adversos, no entanto,
continuam a ser 0 método mais barato para o tratamento das leishmanioses em paises em
desenvolvimento e, por isso, 0 mais utilizado (SINGH, SIVAKUMAR, 2004). Associado aos
efeitos adversos e a toxicidade, a hospitalizacdo é necessaria em muitos casos, ja que a
maioria dos medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento das leishmanioses sdo
injetaveis (RATH et al., 2003), com exce¢do da miltefosina, primeiro farmaco leishmanicida
de administragcdo oral (SUNDAR, RAI, 2002), desenvolvida inicialmente para o tratamento
do céncer e que atua, provavelmente, induzindo a célula do parasito a apoptose e alterando as
vias de sinalizacdo celular mediada por lipidios, assim como atua em células tumorais, ou
inibindo a sintese de lipofosfoglicana (LPG) e glicoproteina 63 (gp63), j& que 0 seu
mecanismo de a¢do frente a Leishmania ¢ ainda bastante controverso (SOARES-BEZERRA
et al., 2004). Justifica-se, portanto, o desenvolvimento de novos farmacos com base no ciclo
de vida do parasito. Na busca de farmacos mais eficazes, menos tdxicos e de féacil

administracao, a fitoterapia tem se mostrado uma excelente alternativa.

1.7. Uso de produtos naturais

O uso de plantas, inicialmente, para consumo alimenticio e, mais tarde, para a cura de
enfermidades, data de alguns séculos antes de Cristo. A medicina tradicional é definida pela
OMS como o conjunto de conhecimentos tedricos e préaticos, explicaveis ou ndo, aplicados
para diagnostico, prevencdo e tratamento, com base em experiéncias e observacOes, e

transmitida de forma verbal ou escrita de geragdo para geracdo. Os conhecimentos e as
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praticas de salde deixadas por outras geragdes permanecem até os dias de hoje e vém

auxiliando o desenvolvimento da medicina moderna (PEREIRA et al., 2004).

Ainda segundo a OMS, 80% da populacdo mundial faz uso da medicina popular para
suprir suas necessidades de assisténcia médica privada, o que pode levar a um giro de
aproximadamente 22 bilhdes de dolares. A partir disto, pode-se afirmar que plantas
medicinais ainda ocupam lugar de destaque entre as possibilidades terapéuticas. Para muitas
comunidades e grupos étnicos, este € o unico recurso terapéutico disponivel. Sabe-se que o
uso de plantas ocorre das formas mais variadas como chas, xaropes, infusdes; mas, além disto,
pode-se dizer que o0 conhecimento sobre os principios ativos contidos nas mesmas é limitado.
Produtos naturais de uso tradicional devem ser tratados com o mesmo rigor de medicamentos,
baseando-se em evidéncias consistentes e reconhecendo a eficacia, quando necessario, assim

como os efeitos adversos e as possiveis interacdes medicamentosas (MACEDO et al., 2007).

A medicina popular fornece base para a pesquisa de bioativos com potencial para o
tratamento de muitas doencas, como leishmanioses, Doenca de Chagas, tuberculose, entre
outras enfermidades, que se utilizam de produtos naturais como uma alternativa terapéutica. A
busca de moléculas naturais alem de servir como fonte para a sintese de novas substancias
contra estas doencas, proporcionando grande avango no tratamento empregado atualmente
(antimoniais pentavalentes sdo utilizados h4 50 anos para o tratamento das leishmanioses)
(CARVALHO, FERREIRA, 2001), encurta o caminho do desenvolvimento de novos
farmacos, visto que indicacBes da atividade bioldgica ja estariam disponiveis, por meio do
conhecimento popular, antes mesmo de se iniciarem os estudos cientificos (FUNARI,
FERRO, 2005). Substancias com potencial leishmanicida podem ser extraidas de uma grande
variedade de familias e espécies de plantas, principalmente, entre as presentes em Florestas da
América do Sul e Africa, onde foram encontrados dezenas de novos compostos com potencial

leishmanicida, nos ultimos anos (CARVALHO, FERREIRA, 2001).
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Atualmente, tém-se observado a expansdo mundial do mercado de produtos derivados

de plantas (cosméticos, corantes, repelentes de insetos, suplementos alimentares, fitoterapicos,
etc.). Em paises industrializados, 25% dos farmacos empregados sdo provenientes, direta ou
indiretamente, de produtos naturais; fato este que possibilita a entrada de paises com grande
biodiversidade vegetal no mercado farmacéutico ou de suplementos alimentares,
caracterizando boa oportunidade de desenvolvimento. Nos Estados Unidos, por exemplo,
entre 1990 e 1997, o mercado de remédios a base de ervas cresceu 380%; e, na Alemanha,
70% da populagdo declarou recorrer a “medicina natural” como primeira linha de tratamento
para doencas de menor gravidade ou pequenas disfungées. Com base nisto, pode-se concluir
que o Brasil, por estar classificado entre um pequeno numero de paises ditos megadiversos
(conta com aproximadamente 200.000 espécies registradas e cerca de 20% da flora mundial),
apresenta grande potencial fitoterdpico, podendo investir na descoberta de novas alternativas
para o tratamento de doencas tipicas de paises em desenvolvimento, além de estimular o
crescimento de sua economia. Ainda pelo fato de se distinguir entre estes paises, devido ao
seu nivel de desenvolvimento em pesquisa cientifica, com universidades e institutos de
pesquisa bem equipados, assim como pesquisadores bem preparados e comunidades
tradicionais detentoras de um vasto conhecimento de espécies vegetais e animais, pode-se
dizer que o pais tem capacidade de se destacar em biotecnologia no cenario mundial

(FUNARI, FERRO, 2005).

Provavelmente, o Brasil é o pais com maior biodiversidade em plantas terrestres no
mundo, possivelmente com exce¢do apenas para a Bolivia (SHEPHERD, 2003). Ele abriga de
10 a 20% do numero de espécies conhecidas atualmente pela ciéncia, e em torno de 30% das
florestas tropicais no mundo. No entanto, o conhecimento cientifico apresentado atualmente
sobre a biodiversidade brasileira esta longe de ser satisfatorio. Colecbes restritas com

amostragem pouco representativa dos ecossistemas, problemas de taxonomia e falta de
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especialistas dificultam a catalogacdo da biodiversidade, entre outras razdes. Para a obtencao
de informagGes, sobre o numero de espécies que compdem a flora e a fauna brasileiras,
realizam-se estimativas, muitas vezes, baseadas em extrapolactes de dados de regides bem

conhecidas do pais (SANTOS, CAMARA, 2002).

As plantas superiores sdo melhores catalogadas, mas a contagem total tambem esta
longe de ser confidvel. Estima-se que o nimero total de espécies varie de 50.000 a 55.000. No
entanto, € possivel que ainda haja um acréscimo de cerca 10% de plantas ainda nao estudadas,
segundo estimativas (SANTOS, CAMARA, 2002). Devido a esta imensa diversidade vegetal
e o tradicional uso de muitas plantas na medicina popular, extratos de plantas medicinais
foram testados em estudos realizados no Brasil, Bolivia, Argentina, México e Colémbia para
verificar o potencial antibacteriano, antifungico, moluscicida, antiprotozoario e/ou antiviral
destas plantas. Como resultado, observou-se atividade contra Trypanosoma cruzi e

Leishmania spp, em algumas delas (LUIZE et al., 2005).

1.7.1. Baccharis trimera (Less.) DC

O género Baccharis é constituido por mais de 500 especies, que podem ser
encontradas dos Estados Unidos a Argentina, considerando que 90% ocorrem na Ameérica do
Sul (BUDEL et al., 2005), principalmente em areas tropicais e montanhosas (VERDI et al.,
2005). A presenca de grande variedade de espécies brasileiras e andinas caracteriza estas
regibes como provavel origem do taxon. No Brasil, a regido sudoeste apresenta,
aproximadamente, 120 espécies da planta (BUDEL et al., 2005), que estad entre as mais
comercializadas no pais e tem o estado do Parand como principal produtor (BUDEL et al.,

2003).

A espécie Baccharis trimera (Less.) DC pertence a familia Asteraceae (VERDI et al.,

2005) , a tribo Astereae e subtribo Baccharidinae (BUDEL et al., 2005). Apresenta ramos
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cilindricos, trialados, com até 1m de altura, &filos ou com raras folhas sésseis e reduzidas nos
nos (FARM. Bras., 2010). Como uma espécie alada é composta por trés alas interrompidas,
mais largas que as de outras espécies e que medem de 0,5 a 1,3cm de largura. Estas alas estdo
dispostas de maneira equidistante no eixo caulinar. Se analisada em vista frontal, apresenta
células epidérmicas com contorno poligonal e, em seccdo transversal, a epiderme se mostra
uniestratificada e revestida por cuticula delgada. Foi demonstrada a presenca de estdmatos
anisociticos e anomociticos, ligados na mesma linha ou ligeiramente acima das células
epidérmicas. Observou-se a presenca de tricoma glandular pluricelular bisseriado (um tipo de
tricoma tector pluricelular) composto de cinco células na base e uma célula apical afilada
periclinalmente alongada e em forma de T. Em relacdo a tipologia dos cristais de oxalato de
calcio, foram observadas formas piramidais e prismaticas de diferentes tamanhos (BUDEL,

DUARTE, 2009).
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FIGURA 8. Aspectos macro e microscopicos da Baccharis trimera (Less) DC.

FONTE: Farmacopeia Brasileira, 5% edicéo, v. 2. (2010).
NOTA: A — esquema representativo do caule com trés alas, em seccéo transversal. B — detalhe da margem
da ala; endoderme (e); canal esquizégeno (sd). C — detalhe de uma porcéo do caule em seccédo transversal,
indicado em A; endoderme (e); canal esquizogeno (sd). D — detalhe da epiderme da ala com cuticula
estriada e estdbmatos anisociticos. E — tricoma glandular. F — cristais de oxalato de calcio em forma de
prismas octaédricos e prismas retangulares.

As espécies do género Baccharis compreendidas no grupo Trimera, se assemelham
pela presenca de cladodios, ou seja, caules alados. Recebem, popularmente, o nome de
carquejas. De acordo com a medicina popular, estas espécies aladas sdo aplicadas,
principalmente, como diurético, hepatoprotetor e/ou digestivo. Pela dificuldade de
identificacdo e grande semelhanca entre elas, frequentemente, espécies distintas sdo
confundidas e utilizadas para as mesmas finalidades terapéuticas. Na indUstria, sdo utilizadas
na producdo de fitoterapicos, principalmente, em formulacdes emagrecedoras (BUDEL,

DUARTE, 2009).
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FIGURA 9. Baccharis trimera (Less) DC.

FONTE: Manual de Identificacdo de Plantas
Infestantes — ARROZ (2010).

Baccharis trimera (Less.) DC tem por nome popular carqueja amarga — pelo fato de
suas partes aéreas apresentarem sabor amargo - e por sinonimia cientifica Baccharis
genistelloides var. trimera (Less.) Baker, segundo FARMACOPEIA Brasileira, 2010. Entre
todas as carquejas, esta € a espécie mais estudada farmacologicamente. Tal planta possui
propriedades anti-inflamatoria, analgésica, bacteriostatica, bactericida e antidiabética, entre

outras (BUDEL, DUARTE, 2009).

A analise fitoquimica do género Baccharis destaca a presenca, principalmente, de
flavonoides, com nitido acumulo de flavonas, e de di- e triterpenos. Entre os terpendides, 0s
diterpenos formam o grupo de maior ocorréncia e séo representados, em especial, pelos neo e
ent-clerodanos e, em menor quantidade, pelos labdanos e kauranos. No entanto, apesar do
conhecimento e isolamento de grande nimero de compostos, pouco se conhece sobre a
atividade bioldgica destas substancias. Testes realizados a partir de extratos brutos e fracGes
de plantas do género mostraram que boa parte das atividades apresentadas estéo relacionadas

a terpenos e tricotecenos e ndo a flavonoides (VERDI et al., 2005).

Em relacdo a espécie B. trimera, estudos fitoquimicos utilizando partes aéreas da

planta resultaram, por meio de processos de isolamento e identificacdo, no conhecimento de
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diversos metabdlitos secundarios. Entre eles estdo presentes diterpenos, sendo muitos deles do
tipo clerodéanico, e flavonoides, principalmente, flavonas. Avaliando-se a atividade bioldgica
dos diterpenos clerodanicos isolados, revelou-se, entre outras atividades, acéo relaxante sobre
a musculatura lisa vascular (BORELLA et al., 2006; GIANELLO et al., 2000; HERZ et al.,
1977, NAKASUGI, KOMAI, 1998; JANUARIO et al., 2004; TORRES et al., 2000). Tal
efeito pode estar relacionado a vasodilatacdo e melhora da circulagdo sanguinea relatada
segundo o seu uso popular. Em relacdo aos flavonoides, esta mesma espécie apresentou
importante atividade analgésica e anti-inflamtdria, atribuida em especial as saponinas. O
isolamento de flavonoides, a partir do extrato metandlico e acetato de etila, resultou em
compostos com propriedades antimutagénicas e anti-hepatotdxicas, respectivamente. A partir
destas atividades, fundamenta-se o uso tradicional da planta para o tratamento de doencas do

figado e reumatismo (VERDI et al., 2005).

1.8. Ensaios in vitro para avaliacéo de atividade leishmanicida

A fitoterapia é empregada no tratamento de muitas doencas desde os primordios da
humanidade. Apesar dos avangos conquistados no campo da sintese quimica, muitas drogas
utilizadas hoje em dia, ainda tem sua origem, direta ou indiretamente, relacionada ao reino
vegetal (CARVALHO, FERREIRA, 2001). Nos ultimos anos, tém-se observado a renovacao
do interesse mundial por produtos naturais derivados da biodiversidade. Tal interesse vem
incentivando paises industrializados a investir em bioprospeccdo (FUNARI, FERRO, 2005),
na busca de novos e potenciais agentes contra doencas amplamente difundidas como as
leishmanioses. No entanto, para alcancar este proposito sdo necessarios investimentos no
aprimoramento e descoberta de novos métodos extrativos e de identificacdo de compostos
extraidos de plantas (CARVALHO, FERREIRA, 2001), assim como, no desenvolvimento de

métodos rapidos, faceis de manipular e quantificar, que sejam reprodutiveis e que mimetizem
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as condigBes encontradas pelo parasito na célula hospedeira, para avaliar a atividade
leishmanicida destes compostos (SERENO et al., 2007). Atualmente, estdo disponiveis
ensaios bioldgicos envolvendo a manipulagdo tanto de formas promastigostas quanto de
amastigostas de leishmania. Os principais ensaios sdo: contagem direta de promastigotas
(CHAN-BACAB et al., 2003), amastigotas axénicas (CALLAHAN et al., 1997), amastigotas
intracelulares (DUBE et al., 2005), colorimétrico de MTT de promastigotas (BERG et al.,
1994), colorimétrico de MTT de amastigotas axénicas (SERENO, LEMESRE, 1997) e
leishmanias transgénicas expressando GFP - Green Fluorescent Protein (BOLHASSANI et

al., 2011).

Triagens iniciais de novos compostos naturais ou sintéticos podem ser realizadas em
etapas utilizando-se, primeiramente, formas promastigotas e, em seguida, com as substancias
que demostrarem algum potencial leishmanicida, formas amastigotas intracelulares. Mesmo
sendo a forma amastigota intracelular a forma clinicamente relevante do parasito, realizam-se
ensaios iniciais com as formas extracelulares, pelo fato destas serem mais faceis de manipular
e tornarem o ensaio mais barato. No entanto, apesar de ambas as formas compartilharem
muitas vias metabolicas, compostos ativos sobre uma delas, podem n&o ser para a outra, como
ocorre no caso dos antimoniais pentavalentes. Estes compostos sdo ativos somente sobre
formas amastigotas (SIQUEIRA-NETO et al., 2010), pois sdo pré-farmacos metabolizados no
interior das células do hospedeiro (macr6fagos) ou préximos a elas, onde ocorre a conversdo
da forma pentavalente, pouco tdxica, na forma trivalente, mais toxica e ativa sobre formas
amastigotas do parasito (SOARES-BEZERRA et al., 2004). Portanto, pode-se concluir que
compostos promissores podem ser perdidos a partir desta abordagem. Todavia, substancias
que se mostrarem ativas na primeira triagem, podem falhar quanto testadas em formas
intracelulares. Para ser ativo frente a estas formas, 0 composto deve ser capaz de atravessar a

barreira representada por uma dupla camada de membranas (a membrana plasmatica da célula
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hospedeira e a membrana fagolisossomal), assim como manter-se estdvel em baixo pH e na
presenca de radicais livres, no interior do vacuolo parasitéforo. Portanto, como ensaios
bioldgicos utilizando formas promastigotas sdo mais faceis de realizar e mais baratos, a
escolha de tal estratégia facilita a busca de novos candidatos a terapéutica das leishmanioses,

mas ndo exclui a necessidade de testes sequenciais (SIQUEIRA-NETO et al., 2010).

2. Desenvolvimento

2.1. Justificativa

Em muitos paises, a terapia atualmente empregada para o tratamento das
leishmanioses ainda se baseia em antimoniais pentavalentes. Estes farmacos, além de
apresentarem elevada toxicidade, estdo associados a muitos casos de resisténcia. Na India,
com o aparecimento de cepas resistentes aos antimoniais, os farmacos de escolha passaram a
ser o miltefosina (formulacdo oral) e a anfotericina B (formulacdo lipossomal), os quais
promoveram significativa melhora na terapéutica. No Brasil, 0s antimoniais ainda se
mostram efetivos contra muitas infec¢Oes, mas limitados estudos sobre resisténcia estéo
disponiveis (REIMAO et al., 2012). No entanto, assim como o desenvolvimento de
resisténcia aos farmacos utilizados, outros fatores estdo relacionados a problematica do
tratamento medicamentoso empregado atualmente: sdo frequentes os casos de reincidéncia da
doenca — em alguns casos, a carga parasitaria atinge niveis dificeis de detectar e determinado
tempo depois reaparece, podendo fazer com que o tratamento utilizado previamente deixe de
ser efetivo; os elevados custos e o longo periodo de tratamento dificultam a adesdo a
terapéutica, auxiliando a manutencdo da alta prevaléncia desta doenca (CARVALHO,

FERREIRA, 2001).
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Tendo em vista o quadro atual, vé-se a necessidade do desenvolvimento de farmacos

mais seguros, eficazes e com menor custo, a partir de triagens de compostos originarios de
plantas. A espécie Baccharis trimera (Less.) DC, além de apresentar atividade antioxidante,
anti-inflamatoria, analgésica, antimutagénica, anti-hepatotdxica, entre outras, apresentou
atividade moderada frente a formas amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis
e epimastigotas de Trypanosoma cruzi, quando testado seu extrato (LUIZE et al., 2005). O
género Baccharis apresenta-se amplamente distribuido nas Ameéricas, principalmente na
América do Sul, e s6 no Brasil sdo descritas aproximadamente 120 espécies, sendo a espécie

em estudo uma espécie brasileira (VERDI et al., 2005).

Portanto, baseado em evidéncias presentes na literatura, a espécie em estudo pode
revelar compostos ou substancias isoladas com promissora atividade medicamentosa frente as
leishmanioses. O presente estudo visou auxiliar a busca por novos farmacos, mais eficazes e
seguros, para o tratamento destas doencas que acometem 12 milhdes de pessoas em todo o

mundo (CUNHA et al., 2011).

2.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial leishmanicida do extrato acetato de
etila de partes aéreas da Baccharis trimera (Less.) DC e de suas fragdes e subfracdes sobre a
espécie L. amazonensis. Com o intuito de avaliar a toxicidade dos compostos ativos frente a
macrofagos (células intimamente ligadas ao ciclo do parasito no hospedeiro vertebrado),

foram realizados ensaios colorimétricos de MTT, utilizando-se a linhagem J774.

O trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

1. Selecdo de fracBes e subfracbes com atividade antiprotozoario (promastigotas)

promissora,;
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2. Avaliacdo da citotoxicidade de compostos ativos sobre macrofagos da linhagem

Jr74.

2.3. Materiais e Métodos

2.3.1. Material

2.3.1.1. Meios, solucdes e reagentes

e Acetato de etila— Qhemis®

e Acido cloridrico - Synth®

e Agua destilada

e Agua estéril

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio - Usb®
e Corante azul de tripan - Merck®

e Dimetilsulféxido - Synth®

e Dodecil sulfato de sdio - Sigma®
e Fenazina metassulfato - Sigma®

e Hexano - Qhemis®

e Isopropanol - Qhemis®

e Meio LIT - Difco Laboratories®
e Meio RPMI 1640 - Cultilab®

e Metanol - Qhemis®

2.3.1.2. Equipamentos e utensilios

e Agitador de tubos — Modelo AT 56A - Phoenix®
e Agitador Magnético — Logen Scientific®

e Autoclave vertical - Phoenix®

e Balanca semi-analitica— AG 200 Gehaka®

e Bomba a vacuo — Modelo MA058 - Marconi®

e Camara de fluxo laminar - Veco®
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e Camara de Neubauer — BOECO® Germany

e Cell scraper (“rodinho”) — 23 cm estéril - TPP®

e Centrifuga Excelsa Baby Il — Modelo 206 R - Fanem®

e Espectrofotdmetro — Readwell plate - Robonik®

e Estufa incubadora — New Brunswick Scientific CO27

e Estufa incubadora do tipo BOD — Modelo 347 F - Fanem®

e Garrafa para cultura de células 25 cm? estéril - TPP®

e Microplacas com 96 orificios de fundo chato com tampa estéril - TPP®
e Microscépio - Olympus® CK2

e Pipetadores automaticos de volumes variados

e Tubo para centrifuga estéril — 15 mL - Corning®

e Ultrassom — Ultracleaner 1650A com aquecimento - Unique®

e Vidrarias em geral

2.3.1.3. Material Vegetal

Partes aéreas da planta Baccharis trimera (Less.) DC foram coletadas na cidade de
Araraquara, estado de S&o Paulo, no horto de plantas medicinais e toxicas “Profa. Dra. Célia
Cebrian de Araujo Reis” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP- Araraquara. O
espécime de Baccharis trimera cultivado no Horto pertence a uma variedade desenvolvida e
fornecida pela UNICAMP, tendo sido identificada pelo Prof. Dr. Luis Vitor Silva do
Sacramento do Laboratério de Farmacobotanica da FCF/CAr-UNESP. A exsicata de tal
espécie esta depositada no Herbario CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas da UNICAMP) sob o numero 1286. Partes aéreas foram secas durante
sete dias em estufa com circulacdo de ar a 40°C, pulverizadas em moinho de facas e
armazenadas em local fresco sem umidade. A partir deste material, foram preparados o

extrato, as fracOes e subfracdes.

Os dados da coleta sdo: 07/01/2011, 07:30 h; latitude: S 21.81453°; longitude: O

48.20170°; altitude: 662 m.
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2.3.1.4. Cepa padréo

Neste estudo foram utilizadas formas promastigotas de L. amazonensis, pertencentes a
cepa MPRO/BR/1972/M1841 — LV — 79, mantidas no Laboratdrio de Parasitologia da FCFAr
- UNESP. Os parasitos foram cultivados em meio LIT, até a fase logaritmica tardia de

crescimento, para os bioensaios de atividade leishmanicida.

2.3.2. Metodologia

2.3.2.1. Obtencao do extrato e de suas fragdes e subfracoes

Extrato, fracbes, e subfracdes foram cedidos pelo grupo de pesquisa do professor
André Gonzaga dos Santos, do Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP (FCF/CAr). Tais compostos foram obtidos por processos de
extracao, fracionamento e analises cromatogréaficas, que foram realizados pela mestranda

Josiane Clarice Claudino. As amostras utilizadas neste trabalho estéo presentes na Tabela 1.

TABELA 1. EXTRATO, FRACOES E SUBFRACOES TRIADOS SOBRE Leishmania amazonensis.

Sigla Eluente Massa (mg)
Extrato AcOEt 3,6
Fr.1 Hex/AcOEt 95:05 2,6
Fr.2 Hex/AcOEt 95:05 4.4
Fr.3 AcOEt 6,3
Fr.4 AcOEt 4.1
Fr.5 AcOEt/MeOH 1:1 8.3
Fr.6 AcOEt/MeOH 1:1 51
Fr.7 MeOH 19,1
Fr.8 MeOH 12,5
SubFr. 1 Hex/AcOEt 98:02 2,4

SubFr. 15 Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 5,0
SubFr.17  Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 3,5
SubFr. 18  Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 3,2
SubFr.19  Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 4,3
SubFr.20  Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 3,0
SubFr. 23  Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 3,3
SubFr. 27 Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 1,1*
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SubFr.29  Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7 2,6
SubFr. 34  Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 2,0
SubFr.36  Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 2,5
SubFr.40 Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 2,2
SubFr. 44  Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 4,4
SubFr. 49  Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 9,0
SubFr. 57 Hex/AcOEt/i-PrOH 87:12,1:0,9 10,2
SubFr. 66 Hex/AcOEt/i-PrOH 87:12,1:09 9,4
SubFr. 87  Hex/AcOEt/i-PrOH 83:15,8:1,2 4,7
SubFr. 100 Hex/AcOEt/i-PrOH 75:23,3:1,7 2,2
SubFr. 103  Hex/AcOEt/i-PrOH 75:23,3:1,7 8,3
SubFr. 119 Hex/AcOEt/i-PrOH 70:28:0,2 7,9

SubFr. 131 Hex/AcOEt 1:1 2,0
SubFr. 134 Hex/AcOEt 1:1 7,1
SubFr. 137 Hex/AcOEt 1:1 14,6
SubFr. 143  AcOEt 18,0
SubFr. 144  AcOEt 23,2
SubFr. 148 MeOH 25,0
SubFr. 149 MeOH 2,8
SubFr. 80:20 47

FONTE: Dados da pesquisa (2012).
*NOTA: A massa utilizada foi inferior ao valor estabelecido (2- 5 mg),
pois ndo foi possivel pesar maior quantidade.

O extrato de partes aéreas da B. trimera foi obtido por macera¢do com aquecimento a
35°C (temperatura padronizada para tal processo, que evita evaporacdo excessiva), agitacao
ocasional e renovacao do liquido extrator (remaceracao) por 72 horas. Foram utilizados 500 g
de droga vegetal, intumescida com 1000 mL de acetato de etila. Iniciando o processo de
extracao, adicionou-se mais 1000 mL do solvente. Ao todo, realizaram-se trés etapas (1000
mL cada) com duragéo de 8, 24 e 72 horas. O mesmo procedimento foi repetido trés vezes e
os extratos liquidos obtidos em cada etapa foram reunidos. A solucdo extrativa final foi
filtrada em papel de filtro e concentrada em rotaevaporador sob presséo reduzida (530-540
atm) a 45°C (temperatura na qual se observou o inicio da evaporacao do solvente), obtendo-se
0 extrato seco (extrato ACOEt). A secagem final do extrato foi realizada em dessecador com

silica gel sob pressdo reduzida. A seguir, foi armazenado sob refrigeracéo.
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FIGURA 10. Fluxograma do processo de obtencdo do extrato seco AcOEt.
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FONTE: O autor (2012).

As fracdes foram obtidas por extracdo em fase solida (EFS). Numa coluna de vidro de
10,5 cm de diametro, preenchida com 12 cm de silica gel (74 - 250 um), foram adicionados
30g de extrato seco. Realizou-se a eluicd0 (Veene = 1800 mL) da seguinte maneira: 1.
Hex/AcOEt 95:05 (Fr. 1 e 2); 2. AcOEt (Fr. de 3 e 4); 3. AcCOEt/MeOH 1:1 (Fr. 5 e 6); 4.

MeOH (Fr. 7 e 8).

As Fr. 3 e 4 (porgéo acetato) da EFS, que apresentaram perfil cromatografico similar
foram submetidas a cromatografia em coluna (CC). Foi utilizada uma coluna de vidro de 5 cm
de diametro interno e preenchida com 20 cm de silica gel (40-63 um). Adicionou-se 1.061,2
mg da fracdo 3 e 2.079,4 mg da fracdo 4. Os solventes utilizados (Vejuente = 1000 mL) para a
eluicdo foram os seguintes: 1. Hex/AcOEt 98:02 (SubFr. 1 até 11); 2. Hex/AcOEt/i-PrOH
90:9,3:0,7 (SubFr. 12 até 30); 3. 89:10,2:0,8 (SubFr. 31 até 50); 4. 87:12,1:0,9 (SubFr. 51 até
70); 5. 83:15,8:1,2 (SubFr. 71 até 90); 6 75:23,3:1,7 (SubFr. 91 até 110); 7. 70:28:0,2 (SubFr.
111 até 130); 8. Hex/AcOEt 1:1 (SubFr. 131 até 140); 9. AcOEt (SubFr. 141 até 147); 10.
MeOH (SubFr. 148). As subfracbes obtidas foram reunidas em 30 subfracdes, ja apresentadas

na Tabela 1.



43

A SubFr. 80:20 foi obtida por meio de EFS em silica de fase reversa C-18
(Phenomenex® modelo StrataTM C18-E), a partir de 30 mg da SubFr. 148. Tal processo é
denominado clean-up e teve como objetivo a eliminacdo de interferentes presentes na SubFr.
148, na tentativa de se obter a substancia de interesse. Os solventes utilizados foram MeOH e
H20 (Veente = 4 mL) nas seguintes proporgdes: 1. 30:70; 2. 50:50; 3. 70:30; 4. 80:20; 5.
90:10; 6. MeOH. A fracdo 80:20 foi a que resultou em maior massa e, por isto, foi escolhida

para a realizacdo dos ensaios bioldgicos.

FIGURA 11. Fluxograma do processo de obtengdo das fragdes e subfraces.
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FONTE: O autor (2012).

Todas as fracOGes e subfracOes obtidas por EFS e CC foram secas em capela ou
rotaevaporador e, a seguir, em dessecador com silica gel sob pressdo reduzida. Por fim, foram

armazenadas sob refrigeracdo em frascos fechados.

As analises para a obtencdo do perfil cromatografico do extrato e de suas respectivas
fracdes e subfracbes foram realizadas por CCD e CLAE-UV. Para a anélise por CLAE-UV,
foi realizado pré-tratamento das amostras (cerca de 5 — 10 mg), denominado clean-up
(eliminacdo de impurezas) do extrato, fragdes e subfragdes. Esta técnica incluiu uma EFS com
silica de fase reversa C-18 (Phenomenex® modelo StrataTM C18-E) usando como eluente
MeOH/H,O (95:5, v/v, 5,0ml), seguida de filtragdo em membrana (0,22um, PVDF

Millipore®), secagem e solubilizagdo em metanol (1,0 mL).
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2.3.2.2. Preparo do extrato e de suas fragdes e subfracoes

2.3.2.2.1. Solucéo estoque do extrato, fracdes e subfragdes

Para avaliar a atividade leishmanicida sobre formas promastigotas, foram
solubilizados de 2 a 5 mg do extrato AcOEt, das fracdes e subfracbes da B. trimera em
DMSO. O volume de solvente utilizado foi de 30 uL para cada 0,5 mg de amostra, resultando

na concentragdo de 0,016667 mg/ uL ou 16.667 pg/mL.

A partir destas solucBes, em microplacas de 96 orificios, foram realizadas dilui¢es na

proporgdo 1:2 em DMSO para o extrato e para cada uma de suas fragoes.

2.3.2.2.2. Preparo da suspenséo de leishmanias

Formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio LIT suplementado
com 10% de SFB por sete dias, até a fase logaritmica tardia de crescimento, em estufa do tipo
BOD a 28°C. No oitavo dia, preparou-se uma diluicdo na proporcao de 1:10 em meio LIT,
para a contagem dos parasitos em camara de Neubauer. Nos casos em que a concentragdo de
parasitos excedeu 1x10’ parasitos/mL, realizou-se a diluicdo da cultura em meio LIT, para
que a concentracdo adequada fosse atingida. No entanto, quando a concentracdo de parasitos
ficou abaixo de 8x10° parasitos/mL, armazenou-se a cultura em estufa para a adequacéo da
concentragdo. Concentracdes entre 8x10°e 1x107 parasitos/mL foram aceitas para a realizagdo

dos biensaios.

2.3.2.3. Bioensaios para a determinacao da atividade leishmanicida (promastigotas)

Para avaliacdo in vitro da atividade leishmanicida do extrato, fracdes e subfracdes
sobre formas promastigotas, foram utilizadas microplacas de 96 orificios, que contem oito

fileiras (nomeadas de A — H) e doze colunas (numeradas de um a doze). Os bioensaios foram



45
realizados em triplicata. Nas colunas 1-3 e 7-9, até¢ a fileira G, foram colocados 97ul da
suspensao de parasitos e 3ul dos derivados de B. trimera em diferentes concentragdes - para o
extrato foram utilizadas concentracdes de 500 a 7,81 pg/mL e para as fracOes e subfracdes,
concentracdes de 100 a 1,56 pg/mL, a partir de diluicBes seriadas previamente preparadas -
totalizando 100 ul em cada orificio. Nos orificios da fileira H destas mesmas colunas, que
foram utilizados como orificios controle, colocou-se somente 100 pl da suspensdo de
parasitos. Nas colunas restantes, 4-6 e 10-12, como outro tipo de controle, foram incubadas as
diferentes concentracdes das amostras derivadas de B. trimera na auséncia de parasitos. Para
isto, foram adicionados 97ul de meio LIT sem parasitos e 3 ul dos derivados nas suas
diferentes concentrac@es, resultando também em 100 pl por orificio. Na fileira H destas
colunas ndo foram colocados amostras e adicionou-se apenas 100 pl de meio LIT sem

parasitos.

FIGURA 12. Esquema ilustrativo da montagem da placa de 96 orificios utilizada nos bioensaios.
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FONTE: O autor (2012).
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Apo6s a montagem, a placa foi mantida em estufa do tipo BOD por 72 horas a 28°C.

Ao final da incubacéo, foram adicionados 10 pl de solugdo MTT/PMS (1 mL de MTT a
2,5mg/ml; 4 uL de PMS a 0,22mg/ml) nos 96 orificios da microplaca e incubou-se novamente
em estufa, ao abrigo da luz, por 75 minutos a 28°C. Os cristais de formazana, formados com a
reducdo do MTT, auxiliam na avaliacdo da atividade metabolica ou da viabilidade celular
(Muelas-Serrano, Nogal-Ruiz et al., 2000). Para dissolver estes cristais, adicionou-se 100 pl
de uma solucdo a 10% de SDS/ HCI 0,01N e incubou-se a temperatura ambiente por 30
minutos, também ao abrigo da luz. A leitura da densidade Otica foi realizada em

espectrofotdmetro a 492nm e os resultados foram obtidos em absorbéncia.

A porcentagem de parasitos mortos foi calculada em porcentagem de citotoxicidade,

utilizando-se a equacao abaixo (MUELAS-SERRANO et al., 2000):

Ge=Ac.—An

Gp =Ap ‘Apm

Sendo que, G, representa 0 nimero de parasitos/mL nos pogos controles (fileira H,
colunas 1-3 e 7-9) e G, 0 numero de parasitos/mL detectados nas diferentes concentragdes das
amostras (fileiras A-G, colunas 1-3 e 7-9). A. corresponde ao valor de absorbancia nos pocos
controle (na auséncia de substancias) com parasitos (fileira H, colunas 1-3 e 7-9); An
representa o valor da absorbancia nos pocos controle (na auséncia de substancia) sem parasito
(fileira H, colunas 4-6 e 10-12); A, o valor da absorbancia nos testes (fileiras A-G, colunas 1-
3 e 7-9) e Apm, 0 valor da absorbancia das diferentes concentracGes das amostras na auséncia
do parasito (fileiras A-G, colunas 4-6 e 10-12). Como substancia de referéncia foi utilizada a

pentamidina. As analises foram feitas em triplicata para o céalculo do desvio padrdo. Os
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resultados, obtidos em absorbancia, foram plotados em gréficos do Microsoft Excel® e o Clsg

de cada amostra analisada foi determinado por regresséo linear no software Origin 7.0°.

2.3.2.4. Avaliacao da citotoxicidade de compostos ativos frente a macrofagos da

linhagem J774 pela técnica colorimétrica do MTT

Macrdfagos da linhagem J774 utilizados na avaligdo da citotoxicidade dos compostos
ativos foram cedidos pelo grupo de pesquisa da Profa. Clarice Queico Fujimura Leite. As
células foram cultivadas em garrafa de cultura de 25cm? contendo 10 mL do meio RPMI 1640
suplementado com 20% de SFB e os antibioticos penicilina e estreptomicina (100 pg/mL e
100 U/mL, respectivamente). A garrafa foi mantida em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO,, com renovacdo do meio de cultura a cada dois dias. Para a realizacdo do ensaio, raspou-
se a monocamada celular, com o auxilio de cell scraper, e 0 meio contendo macrofagos foi
vertido em tubo tipo falcon de 15mL estéril. A seguir, o tubo foi centrifugado a 2000 rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante formado foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL
do meio. Uma diluigéo 1:10, contendo corante vital (azul de tripan 0,02%), foi preparada para
a verificagdo da viabilidade celular e contagem das células em cdmara de Neubauer. A partir
da suspensdo celular, preparou-se uma solugdo contendo 1x10° células/mL, da qual foram
colocados 100 puLL em cada orificio da microplaca de 96 orificios. A placa foi incubada por 24
horas em estufa a 37°C e 5% de CO, para a fixacdo dos macréfagos. Apos periodo de
incubacdo, a placa foi observada em microscopio invertido para verificar o crescimento e
fixacdo celular. O meio de cultura foi descartado e 97uL. do mesmo meio foram adicionados
nos orificios com macrofagos fixados. Na sequéncia, adicionou-se 3 plL, das diferentes
concentragdes (100 a 1,56 pg/mL) das SubFr. 44, 148, 80:20 e pentamidina (substancia
controle), preparadas previamente por diluicdo seriada em agua estéril . A placa foi incubada

novamente sob as mesmas condi¢cdes por 24 horas. Ao final deste periodo, realizou-se o
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ensaio colorimétrico do MTT para avaliar a viabilidade celular. Para isto, 10 uL de
MTT/PMS (1 mL de MTT a 2,5mg/ml; 4 uLL de PMS a 0,22mg/ml) foram adicionados em
cada orificio e a microplaca incubada por 75 minutos em estufa sob as mesmas condicdes, ao
abrigo da luz. A seguir, adicionou-se 100 pL de uma solucéo a 10% de SDS/HCI 0,01N, com
0 objetivo de desfazer os cristais de formazana, gerados pela reacdo de reducdo do MTT
(MUELAS-SERRANO et al., 2000), por mais 30 minutos ao abrigo da luz e temperatura

ambiente. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 492 nm.

FIGURA 13. Fluxograma do processo realizado para avaliacdo da citotoxicidade das amostras selecionadas.
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FONTE: O autor (2012).

Os ensaios foram realizados em duplicata. Os resultados obtidos foram plotados em
gréficos do Microsoft Excel® e 0 CCs, de cada amostra analisada foi determinado por
regressdo linear no software Origin 7.0%. O indice de Seletividade (IS) foi calculado do pela

seguinte formula (OSORIO et al., 2007):
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IS = CC50/ C|50

O valor de CCsy representa a concentracdo citotoxica de 50%, ou seja, indica a
concentracdo minima dos compostos que reduziu em 50% a viabilidade celular de macrofagos
da linhagem J774, assim como, o valor de Clso representa a concentragéo inibitoria de 50%,
ou seja, a concentragdo minima dos compostos que reduziu em 50% a viabilidade celular de

formas promastigotas de L. amazonensis.

3. Resultados

Ao todo, foram testados um extrato, oito fracOes e vinte oito subfracOes, obtidas a
partir da planta Baccharis trimera (Less.) DC sobre formas promastigotas de L. amazonensis.
Nos ensaios bioldgicos, utilizou-se como substancia controle a pentamidina, farmaco
amplamente empregado na terapéutica das leishmanioses atualmente. Por meio de ensaios
anteriores a realizacao deste trabalho, padronizou-se como Clsy de tal farmaco a concentracdo
de 4 ug/mL. Tendo por base este valor, demonstraram interessante atividade leishmanicida
trés fracbes e cinco subfracdes, sendo que duas delas apresentaram Clsy inferior ao da

pentamidina.

Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos, os compostos foram solubilizados em DMSO
e, ao final, armazenados em geladeira, onde permaneceram durante todo o periodo da
pesquisa. Em alguns casos, foi necessaria a repeticdo de determinados ensaios devido a
resultados inconclusivos. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com as solucbes

estocadas.

3.1. Obtencéo do extrato, fracdes e subfracdes da planta Baccharis trimera (Less.) DC

Para a obtencdo dos compostos utilizados na realizacdo deste trabalho, foram

selecionados quatro tipos de solventes: Hex, AcOEt, i-PrOH, e MeOH — descritos por ordem
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crescente de polaridade, sendo o Hex o mais apolar. O AcOEt foi o solvente escolhido para o
processo de extracdo por ser um solvente de baixa toxicidade, fato importante, visto que para
0s ensaios in vitro foram utilizadas células vivas com o objetivo de avaliar o potencial
farmacoldgico (ensaio com formas promastigotas da L. amazonensis) e a citotoxicidade

(ensaio com macrofagos da linhagem J774) dos compostos em estudo frente a estas células.

Como resultado do processo de extragdo foram obtidos 225,729 do extrato seco
AcOEt de partes aereas de B. trimera. A partir do extrato seco, realizou-se EFS obtendo-se
oito fragcdes (Tabela 2). A analise por CCD destas fracBes permitiu comparar seus perfis
cromatograficos e sugerir a presenca de terpenos e flavonoides pelo o uso dos reveladores

anisaldeido sulfarico (Figura 14) e NP/PEG — UV, respectivamente.

TABELA 2. DADOS DA EFS: FRACOES, ELUENTES E MASSA (g) DAS FRACOES.

Fracbes Eluentes Massa (9)
1. Hex/AcOEt 95:05 0,0537
2. Hex/AcOEt 95:05 0,1621
3. AcOEt 1,7867
4, AcOEt 7,4039
5. AcOEt/MeOH 1:1 12,1335
6. AcOEt/MeOH 1:1 2,2439
7. MeOH 1,6473
8. MeOH 3,1142
Total 28,5453

FONTE: Dados da pesquisa (2012).
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FIGURA 14. Cromatoplaca das fragdes obtidas por EFS.

NOTA:

FONTE: Dados da pesquisa (2012).
Fase estacionaria: Silica Gel; Fase

- Y

movel:
Hex/AcOEt/i-PrOH 70:28:2 — 150 mL; Revelador: anisaldeido
sulfurico; da esquerda para direita: extrato AcOEt, Fr. 1 a 8.

Posteriormente, para a obtencdo das subfracdes, realizou-se CC, utilizando-se as Fr. 3

e 4 da EFS, que apresentaram perfis cromatogréaficos similares. Foram obtidas 148 subfracdes,

reunidas em 30 e também analisadas por CCD. O rendimento em massa das subfracdes esta

apresentado na Tabela 3 e as analises cromatograficas nas Figuras 15 e 16.

TABELA 3. DADOS DA CC: FRACOES, ELUENTES E MASSA (g) DAS SUBFRAGCOES.

Subfragdes Eluentes

Massa (g)

1

15.
17.
18.
19.
20.
23.
27.
28.
29.

Hex/AcOEt 98:02

Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7
Hex/AcOEt/i-PrOH 90:9,3:0,7

0,0148
0,0886
0,0665
0,0716
0,0452
0,0488
0,0308
0,0819
0,0080
0,0282
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34, Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0139
36. Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0223
40. Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0178
43. Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0064
44, Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0058
45. Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0121
47. Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,0148
49. Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8 0,1460
57. Hex/AcOEt/i-PrOH 87:12,1:0,9 0,1876
66. Hex/AcOEt/i-PrOH 87:12,1:0,9 0,1255
87 Hex/AcOEt/i-PrOH 83:15,8:1,2 0,0494

106. Hex/AcOEt/i-PrOH 75:23,3:1,7 0,0151
103. Hex/AcOEt/i-PrOH 75:23,3:1,7 0,1010
119. Hex/AcOEt/i-PrOH 70:28:0,2  0,1064

131. Hex/AcOEt 1:1 0,0350
134. Hex/AcOEt 1:1 0,0942
137. Hex/AcOEt 1:1 0,1593
143. AcOEt 0,1230
144, AcOEt 0,6233
148. MeOH 0,6000
149. MeOH 0,0543
Total 2,3826

FONTE: Dados da pesquisa (2012).

FIGURA 15. Cromatoplaca das SubFr. 1 a 49 (CC). FIGURA 16. Cromatoplaca das SubFr. 57 a 149 (CC).

FONTE: Dados da pesquisa (2012). FONTE: Dados da pesquisa (2012).

NOTA: Fase estacionaria: Silica gel; Fase movel:  NOTA: Fase estacionaria: Silica gel; Fase movel:
Hex/AcOEt  80:20 — 150 mL; Revelador: H,SOs  Hex/AcOE/i-PrOH 60:35:5 — 150 mL; Revelador:
10%.Fragoes 1 a 49. H,SO, 10%. Fracdes 57 a 149, quercetina (padro).
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As Figuras 15 e 16 ilustram o resultado das CCD realizadas para avaliar a separacao e

o perfil cromatografico de cada uma das subfraces. Como revelador, utilizou-se H,SO,4 por
ser um revelador universal, revelando substancias organicas presentes na placa. Optou-se por
este tipo de revelador, por ndo se conhecer a natureza do possivel composto com atividade
leishmanicida, apesar de indicios sugerirem terpenos e/ou flavonoides. Como padrédo
cromatografico, utilizou-se a quercetina para verificar a presenca de tal substancia, por meio
de cdmara de visualizacdo no UV, nas subfracGes mais polares, entre elas a 148 e 149 (eluidas
com solvente polar — MeOH). Como resultado, observou-se que o valor de R¢ apresentando
pelas manchas correspondentes as subfracGes citadas acima, foi 0 mesmo da quercetina com o

valor de 0,9. Sugere-se, entéo, a presenca deste flavonol nos compostos.

Apos as analises por CCD das fracdes e subfracdes obtidas do extrato seco AcOEt de
B. trimera, realizou-se o pré-tratamento do extrato (clean-up) e, a seguir, as analises em
CLAE -UV, conforme descrito no item 2.3.2.1. Da mesma maneira, realizou-se a analise da
subfracdo 148. As Figuras 17 e 18 mostram os cromatogramas e o espectro UV obtidos para o

extrato ACEOLt e para a SubFr. 148.
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FIGURA 17. Cromatograma do extrato ACOEt de B. trimera em 210 nm e espectro UV do pico principal.
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FONTE: Dados da pesquisa (2012).
NOTA: Condigdes de analise descritas no item 2.3.2.1.

FIGURA 18. Cromatograma da SubFr. 148 da CC em 350 nm e espectro UV do pico principal.
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FONTE: Dados da pesquisa (2012).
NOTA: Condigdes de analise descritas no item 2.3.2.1.
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A analise da Figura 17 permite a observacdo do perfil do extrato de B. trimera. Nas
condigBes de andlise descritas no item 2.3.2.1, demonstrou-se um pico majoritario com tg em
23, 87 min, que pode estar mascarando outras substancias presentes no extrato. O espectro
UV, apresentou bandas que sugerem tratar-se de um composto fendlico (Amax 350 nm). A
analise da Figura 18, cromatograma e espectro UV da SubFr. 148, também demonstrou a
presenca de um pico majoritario com tg em 23,85 min. Sabendo-se que as condicdes de
analise foram as mesmas, os tg foram praticamente iguais e as bandas no espectro UV foram
apresentadas nas mesmas regides, pode-se afirmar que trata-se da mesma substancia.
Relacionando-se a CCD desta subfracdo com o cromatograma obtido, pode-se dizer que a
mancha amarela presente na CCD é indicativa da substancia ativa de tal subfracdo e esta
relacionada com o pico apresentado no cromatograma. A partir destas observacdes, sugere-se,
portanto, que seja um composto fenolico a substancia responsavel pela atividade

leishmanicida deste composto.

3.2. Atividade do extrato, fracOes e subfracdes da planta Baccharis trimera (Less.) DC

sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis

Das 28 subfracOes, 8 fracdes e 1 extrato testados, cinco subfracdes e trés fracdes
apresentaram interessante potencial leishmanicida sobre formas promastigotas de L.
amazonensis. As fragdes ativas foram: Fr. 2 (Hex/AcOEt 95:05), Fr. 3 (AcOEt) e Fr. 4
(AcOEt). Ja as subfracbes foram as seguintes: SubFr. 44(Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8) ,
SubFr. 57 (Hex/AcOEVi-PrOH 87:12,1:0,9), SubFr. 148 (MeOH), SubFr. 149 (MeOH) e

SubFr. 80:20 (MeOH/H,0). Os resultados obtidos em Clsy sdo mostrados na Tabela 4.



TABELA 4. CONCENTRAGAO INIBITORIA DE 50% (Clso) EM EXPERIMENTOS SOBRE FORMAS

PROMASTIGOTAS DE L. amazonensis.

Fracdes

L. amazonensis
Clso (ng/mL)

Extrato AcOEt

130,18

Fr.2
Fr.3
Fr.4

23,56
29,89
42,31

SubFr. 44
SubFr. 57

Sub.Fr. 148

SubFr. 149

SubFr. 80:20

<156
5,07
<156
5,21
24,61

Pentamidina

4,00

FONTE: Dados da pesquisa (2012).

56

Os resultados apresentados acima se mostraram interessantes quando comparados com

o valor de Clsy da pentamidina, farmaco utilizado com controle. Este farmaco apresentou Clsg

= 4 pg/mL, determinado em experimentos realizados previamente pelo Nnosso grupo de

pesquisa. A partir disto, os resultados apresentados pelas Fr. 2, 3 e 4 sdo considerados

interessantes, apesar dos valores de Clsp serem superiores ao da pentamidina, pelo fato de

serem compostos que ainda apresentam muitas substancias diferentes em sua composi¢do. Em

relacdo as subfracdes, os valores de Clsp se mostraram ainda mais interessantes, pela

proximidade destes valores com o Clsp da pentamidina e também por serem fracdes mais

purificadas, o que diminui a variedade de substancias em sua composi¢do. Apesar de nao

serem substancias puras, os valores de Clsy das subfracGes sdo promissores e justificam a

realizacdo de processos de isolamento e caracterizagdo de substancias a partir destes

compostos.
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FIGURA 19. Esquema de placa de 96 orificios ap6s o ensaio colorimétrico de MTT.

Extrato Fracies
500 pg/mL* 100 pg/ml

250 pg/ml 50 pg/ml
125 pg/mL 25 pg/ml
62,5 ye/mL 12,5 pg/ml
3125 pg/ml 625 pg/ml
1562 pg/ml. 3,12 pg/ml

7,81 pg/ml 1,56 pg/ml

FONTE: Dados da pesquisa (2012).

3.3. Atividade de subfracdes da planta Baccharis trimera (Less.) DC frente a macréfagos

da linhagem J774

A partir dos valores de Clsy apresentados anteriormente, foram selecionadas trés
subfracdes para a realizacdo do bioensaio de citotoxicidade frente a macréfagos da linhagem
J774. As subfracdes selecionadas foram: SubFr. 44, SubFr. 148 e SubFr. 80:20. As SubFr. 44
e 148 foram selecionadas por apresentarem valor de Clsp promissor, quando comparado ao da
pentamidina, e a SubFr 80:20 por ser uma fragcdo com menos interferentes . Pode-se observar
no cromatograma da SubFr. 148 (Figura 18), a presenca de uma substancia majoritaria,
representada pelo pico principal, e baixas concentracdes de outras substancias representadas
por picos menores. O objetivo do processo de clean-up, realizado na obtengdo da SubFr.
80:20, foi o de eliminar interferentes presentes na SubFr. 148, representados por picos
menores observados no seu cromatograma. Como controle, utilizou-se pentamidina no

bioensaio. Os resultados obtidos, expressos em CCs e IS, sdo mostrados na Tabela 5.
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TABELA 1. CONCENTRAGAO CITOTOXICA DE 50% (CCs) E INDICE DE SELETIVIDADE (IS) PARA
BIOENSAIO REALIZADO COM MACROFAGOS DA LINHAGEM J774.

FracOes CCs IS

(ng/mL)

SubFr. 44 > 100 > 64,1
SubFr. 148  >100 > 64,1
SubFr. 80:20 93,48 3,8
Pentamidina 21,25 5,31
FONTE: Dados da pesquisa (2012).

O indice de Seletividade é um pardmetro que mede quanto um composto é ativo sobre
0 parasito, deixando de causar danos a viabilidade das células hospedeiras. Desta maneira,
quanto maior for esta razdo, mais seletivo sera 0 composto ou substancia sobre o parasito e,
consequentemente, menor serd o efeito causado sobre a célula do hospedeiro (FIOCRUZ,
2009). A partir disto, observando-se os valores encontrados para as trés subfragdes testadas,
pode-se dizer que as mais interessantes frente ao valor de IS s&o a 44 e 148, pois o valor de IS
é bastante elevado. No entanto, o indice da SubFr. 80:20, também ndo se mostrou ruim, pois

esta préximo ao apresentado pela pentamidina (farmaco controle).

4. Discussao

As plantas sdo fontes naturais para a pesquisa de novos e seletivos agentes para o
tratamento de doencas tropicais causadas por protozoarios e outros parasitos. As
leishmanioses estdo classificadas entre estas doencas e sdo consideradas doencas
negligenciadas. Estas acometem milhares de pessoas ao redor do mundo e caracterizam um
grave problema de salde publica. Poucos sdo os laboratérios envolvidos com o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento destes tipos de doencas e inexistem
vacinas eficazes para promover a imunoprofilaxia destas infec¢bes. Além disto, 0s

tratamentos disponiveis atualmente sdo insatisfatorios (GARCIA et al., 2012). Nos dltimos
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anos, foram descobertos importantes farmacos derivados de plantas, como a artemisina,
quinina e lidocaina. Mas apesar de tais descobertas, ainda existem poucos farmacos
disponiveis no mercado para o tratamento das diversas doencas parasitarias (KAYSER et al.,
2003). Mesmo em pequeno numero, 60% dos farmacos antitumorais, antibacterianos,
antivirais, e antiparasitarios comercializados tém sua origem em produtos naturais, assim

como alguns farmacos ainda na fase de testes clinicos (SHU, 1998).

A imensa diversidade da flora brasileira incentiva a realizacdo de estudos buscando
novos compostos, com potencial antiparasitario, derivados de produtos naturais, que, em
geral, apresentam elevado potencial farmacoldgico e sdo frequentemente empregados na
medicina popular, para tratamento dos mais variados tipos de doengas. Em estudo realizado
com cinco plantas brasileiras, da regido do rio Parana, o extrato EtOH obtido de folhas da
espécie Nectandra falcifolia, conhecida popularmente como “canelinha”, apresentou bom
resultado quando testado sobre formas promastigotas de L. braziliensis (Clso = 138, 5 ug/mL).
Tal género possui muitas espéecies na flora brasileira e € utilizado na medicina popular para o
tratamento de dor, artrite, reumatismo, diarréia e, ainda, apresentou atividade antimicoética
(TRUITI et al., 2005). Em outra pesquisa, utilizando-se plantas do Cerrado brasileiro, o
segundo bioma mais importante do pais, revelou-se o potencial leishmanicida de outras
espécies de plantas brasileiras sobre formas promastigotas de L. donovani. Extratos hexanicos
e etanolicos foram preparados a partir de raiz, tronco, folhas e frutas de cinco espécies:
Annona crassiflora, Himatanthus obovatus, Casearia sylvestris var. lingua, Guarea
kunthiana, Cupania vernalis e Serjania lethalis. A espécie Casearia sylvestris var. lingua
apresentou o maior potencial leishmanicida entre as outras espécies testadas, com valores de
Clso variando de 0,1 — 5,0 pg/mL. As espécies restantes também apresentarem interessante
atividade leishmanicida e seus valores de Cls variaram entre 3,7 € 7,9 ug/mL (MESQUITA

et al., 2005).
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Muitas sdo as espécies pertencentes ao género Baccharis e muitas delas podem ser
encontradas no Brasil, estando na regido sudoeste sua maior concentracdo (BUDEL, et al.,
2003; BUDEL et al., 2005). Espécies variadas exibem propriedades farmacoldgicas diferentes
como: propriedades antibiotica, antisséptica, antiprotozoario, entre outras, e, ainda, podem ser
utilizadas para o tratamento de feridas. Tradicionalmente, sdo empregadas no tratamento de
muitas doencas na América do Sul (PASSERO et al., 2011). Foram encontrados na literatura
estudos evidenciando a presenca de compostos com atividade leishmanicida, isolados a partir

de diferentes espécies pertencentes ao género Baccharis (GRECCO et al., 2012).

A espécie utilizada neste trabalho apresentou atividade leishmanicida em estudo
anterior. Segundo Luize et al., 2005, em um estudo in vitro realizado com extratos obtidos a
partir de 19 espécies de plantas brasileiras, tradicionalmente empregadas no tratamento de
grande variedade de doencas, foram relatados resultados significantes de acordo com o
porcentual de inibi¢do do crescimento de parasitos, que variou de 49,5% a 99%. A espécie B.
trimera apresentou atividade moderada frente as formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis (Clsp = 85,76 ng/mL e 77,4 ug/mL, respectivamente), quando testado seu extrato

hidroalcolico na concentragao de 100 pg/mL.

A busca por novas moléculas com potencial leishmanicida pode ser realizada por meio
de diferentes métodos utilizando-se formas promastigota, amastigota ou amastigota axénica
das diferentes espécies do género Leishmania. Entre eles, o0 mais importante é 0 método de
contagem de formas intracelulares (amastigotas), por utilizar o estagio clinicamente relevante
do parasito, responsavel pela infeccdo de células do hospedeiro vertebrado (mamifero). No
entanto, tal método apresenta certas limitagbes como o tempo de duracdo do bioensaio, 0 uso
de animais para a extracdo de macréfagos e os possiveis erros de contagem. Apesar do
desenvolvimento de um método utilizando formas amastigotas axénicas, mais fécil, rapido e

barato que o anterior, a falta de informacéo sobre o comportamento de macréfagos durante o
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tratamento, a possibilidade de influéncia destas células sobre a atividade do fA&rmaco ou danos
decorrentes da toxicidade, dificultam o emprego de tal método na rotina. Portanto, o método
mais empregado na pesquisa de novos compostos com potencial atividade antileishmania é
aquele utilizando formas promastigotas deste parasito. Mesmo ndo sendo a forma
clinicamente relevante, os bioensaios realizados com o emprego desta forma, permitem a
avaliacdo da seletividade do produto testado por meio de um método facil e de alta
reprodutibilidade (GARCIA et al., 2012). Baseando-se nesta justificativa, os bioensaios
realizados durante esta pesquisa utilizaram formas promastigotas da espécie Leishmania
amazonensis, sendo que na etapa final foram utilizados macréfagos da linhagem J774, para a

pesquisa de citotoxicidade dos compostos ativos, excluindo o uso de animais neste estudo.

Partindo do exposto acima, 0 presente trabalho teve como objetivo a busca de novos
compostos com potencial leishmanicida a partir de produtos naturais. Avaliou-se a atividade
antileishmania, sobre formas promastigotas de L. amazonensis, de 37 compostos, sendo 1
extrato, 8 fracdes e 28 subfracOes obtidas a partir de partes aéreas da planta Baccharis trimera
(Less.) DC. Deste total, trés fracdes e cinco subfracOes apresentaram tal atividade. Trés das
subfracbes ativas também foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade, utilizando-se
macrofagos da linhagem J774. Como resultado, observou-se que duas delas apresentaram
baixa toxicidade frente a estas células, sendo o valor da terceira, semelhante ao da

pentamidina, farmaco utilizado como controle.

As Fr. 2, 3 e 4 obtidas por EFS, a partir do extrato seco AcOEt de B. trimera, foram as
fracOes que apresentaram interessante atividade leishmanicida. As Fr. 2 (Hex/AcOEt 95:05) e
3 (AcOEt) apresentaram moderada atividade (Clsp = 23,56 ug/mL e 29,89 pg/mL,
respectivamente), assim como a Fr. 4 (AcOEt), que apresentou atividade pouco menor (Clsp =
42,31 ug/mL). A partir das Fr. 3 e 4, que apresentaram perfis cromatograficos similares,

foram obtidas as subfra¢es por meio de CC. As cinco subfracdes que mostraram atividade
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leishmanicida foram: SubFr. 44 (Hex/AcOEt/i-PrOH 89:10,2:0,8), SubFr. 57 (Hex/AcOEL/i-
PrOH 87:12,1:0,9), SubFr. 148 (MeOH), SubFr. 149 (MeOH) e SubFr. 80:20 (MeOH/H,0).
As SubFr. 44 e 148 (Clsp < 1, 56 pg/mL) se mostraram bastante interessantes, pelo fato do
valor de Clso de ambas ter se apresentado abaixo do determinado para a pentamidina (Clsp = 4
pg/mL). No entanto, as SubFr. 57 e 149 (Clsg = 5, 07 pg/mL e 5, 21 pg/mL, repectivamente)
também foram interessantes, sendo que os seus valores de Clso estdo proximos ao do farmaco

controle. Ja a SubFr. 80:20 demonstrou moderada atividade (Clsp = 24,61 pg/mL).

A partir dos valores de Clso apresentados, foram selecionadas trés subfracdes para a
realizacdo dos testes de citotoxicidade frente a macréfagos da linhagem J774. As subfracdes
testadas foram: SubFr. 44, SubFr. 148 e SubFr. 80:20. As duas primeiras subfracdes foram
selecionados por se mostrarem promissoras (Clsp < 1,56 ng/mL) e, a Gltima, por conter menos
impurezas em sua composi¢cdo. Os IS obtidos demonstraram que as subfracbes mais
interessantes foram a 44 e 148 (IS > 64,1). Tais resultados podem ser considerados bastante
promissores, quando comparados com um estudo in vitro realizado com formas promastigotas
de L. amazonensis, macréfagos peritoneais de ratos BALB/c e extratos etandlicos de 48
plantas. Os valores de IS apresentados por algumas espécies, neste estudo, foram os seguintes:
Hura crepitans (Clsp = 16,4 pg/mL e IS = 24), Bambusa vulgaris (Clsp = 60,49 pg/mL ¢ IS =
5) e Simarouba glauca (Clsp = 47,5 ug/mL e IS = 5) (GARCIA et al., 2012). Pelo fato do
valor de IS das subfracdes ser ainda maior que o apresentado por estas espécies, confirma-se o
interessante resultado apresentado por elas. Ja SubFr. 80:20 (IS = 3,8), ao contrario do
esperado, apresentou-se pouco promissora, no entanto, o seu indice estd proximo ao da

pentamidina (IS = 5,31), tambem utilizada como controle nos bioensaios de citotoxicidade.

Todos o0s compostos testados na realizagdo deste trabalho foram previamente
solubilizados em DMSO, tendo em vista que em estudos realizados com solugdes etandlicas

de determinados compostos, ndo foram obtidos os potenciais leishmanicida. Tal fato
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demonstra a importancia do solvente. O DMSO funciona como um permeabilizante de
membrana celular e auxilia a entrada de farmaco ou de outras substancias, como 0s compostos
deste estudo, no interior da célula, facilitando sua acdo farmacoldgica (GARCIA et al., 2012).
Por esta razdo, somente DMSO foi utilizado como solvente nos bioensaios realizados. Como
precaucdo, para que se garantisse a menor quantidade possivel de solventes nos compostos
testados, todos eles foram colocados em dessecador sob pressdo reduzida antes da realizacéo

dos bioensaios.

Para conhecer os constituintes quimicos do extrato seco AcOEt e de suas fracOes e
subfracOes, foram realizados estudos fitoquimicos por meio de técnicas de fracionamento e
analises cromatograficas. As fracfes e subfracbes foram obtidas por EFS e CC e analisadas
por CCD e CLAE-UV. A partir destas analises, sugeriu-se que a substancia responsavel pelo
potencial leishmanicida, apresentado pelos compostos testados, estd relacionada a um

composto fenolico.

De acordo com estudos fitoquimicos encontrados na literatura, compostos fenolicos e
terpenoides se destacam em relacdo ao seu potencial leishmanicida (GRECCO et al., 2012).
Em estudo com a espécie B. retusa, demonstrou-se que a 5,6,7-trihidroxi-4’-metoxiflavonona,
uma flavonona isolada do extrato MeOH desta planta, apresentou atividade contra espécies de
Leishmania causadoras das leishmanioses cutaneas. A partir deste mesmo extrato, foram
isolados e identificados trés flavonoides, sendo que um deles apresentou atividade
leishmanicida frente a formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis
e L. major (Clsp = 51,89 pg/mL, 45,12 pug/mL e 52,60 ug/mL, respectivamente). Tal
flavonoide foi identificado como sakuranetina. Por meio da comparacdo estrutural entre os
flavonoides isolados, observou-se que a substancia ativa possui, nas posi¢es C-4’ ¢ C-7 de
sua estrutura, um grupo hidroxil e outro metoxil, que provavelmente estéo relacionados a sua

atividade antiprotozoario, ja que ndo estdo presentes nas substancias inativas (GRECCO et al.,
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2012). A espécie B. dracunculifolia, também apresentou atividade leishmanicida, quando
testado seu extrato hidroalcolico frente a formas promastigotas de L. donovani (Clsy = 45
pug/mL). A partir deste extrato, foram obtidas as seguintes substancias: o acido ursélico e a
lactona do acido hawtriwaico, que apresentaram elevada atividade leishmanicida, com valores
de Clsp de 3,7 pg/mL e 7,0 ug/mL, respectivamente. Comparando-se a estrutura destas
substancias com sua atividade antiparasitaria, revelou-se que grupos hidroxila, presentes nas
posicdes C-2 e C-3 do &cido ursdlico, relacionam-se com sua atividade leishmanicida, sendo
que além de atuar frente a L. donovani, também ¢ ativa frente a L. amazonensis; assim como,
sugeriu-se que o anel lactona presente na substancia lactona do acido hawtriwaico tem relacédo
com a melhora da atividade leishmanicida demonstrada pelos diterpenos clerodanicos
(SILVA FILHO et al., 2009). Desta maneira, pode-se concluir que a atividade antileishmania
destes compostos tem relacdo estrutural. Além disto, confirma-se a suspeita de que a
substancia ativa presente nos compostos testados pode estar relacionada a um composto

fenolico, ja que tais compostos sdo frequentemente encontrados no género Baccharis.

FIGURA 20. Estrutura de algumas substancias que apresentaram potencial leishmanicida, segundo a literatura.

R, =CH; R,=H R, = H; R; = COOH Lactona do Acido
Sakuranetina Acido Ursdlico Hawtriwaico

FONTE: GRECCO et al., 2012; SILVA FILHO et al., 2009.
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5. Concluséo

Com este trabalho foi possivel avaliar o potencial leishmanicida apresentado pela
espécie Baccharis trimera (Less.) DC. A partir do extrato AcOEt e de suas fragcdes e
subfracdes, determinou-se o valor de Clso frente a formas promastigotas de Leishmania
amazonensis de muitos compostos. Os mais promissores foram testados sobre macréfagos da
linhagem J774 em estudos de citotoxicidade, fundamentais, tendo em vista que o ativo atua
diretamente sobre a célula do hospedeiro no combate a forma amastigota do parasito. A partir

deste estudo, foram obtidas as seguintes conclusoes:

v A partir do valor de Clsy apresentado pelo extrato AcOEt (Clsp = 130,18 pg/mL) e
comparando-se com o valor encontrado na literatura para outras espécies de plantas
com potencial leishmanicida, conclui-se que a espécie estudada também apresenta tal
potencial e pode resultar em ativos bastante interessantes para o tratamento das
leishmanioses e outras doencas parasitarias;

v" O melhor solvente para solubilizar os compostos estudados foi 0 DMSO, tendo em
vista que na literatura foram encontradas evidéncias de interacdo do solvente com o0s
compostos estudados e/ou com as células utilizadas no estudo;

v’ As Fr. 2, 3 e 4 (Clsp = 23,56 pg/mL, 29,89 pg/mL e 42,31 pg/mL), entre todas as
fracOes, foram as que apresentaram atividade antileishmania mais interessante. Seus
valores de Clsy sdo promissores, levando em consideracdo que as trés fracbes ainda
sdo misturas de muitas substancias e apresentaram Clsy ndo muito discrepantes ao da
pentamidina;

v As SubFr. 44 e 148 (Clsp < 1,56 pg/mL) foram as que apresentaram melhor atividade
leishmanicida, mostrando valores de Clso abaixo ao da pentamidina. Quando testadas
sobre macrofagos da linhagem J774, também se mostraram interessante devido ao seu

elevado indice de seletividade, 0 que as caracterizam como pouco ou hao citotoxicas;
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v A SubFr. 80:20 ndo mostrou bons resultados, quando testada sobre formas
promastigotas do parasito (Clso = 24,61 ug/mL) e macrofagos da linhagem J774 (IS =
3,8), ao contrario do que se esperava;

v A partir das analises por CCD e CLAE-UV realizadas, suspeita-se que o ativo presente
na espécie B. trimera, esteja relacionado a um composto fendlico. Bandas do espectro
UV do extrato e da SubFr. 148 sugerem a presenca de tal composto. Além disto,
evidéncias encontradas na literatura, relacionam o potencial leishmanicida de espécies
do género Baccharis a este tipo de composto;

v Processos de purificacdo sdo necessarios para a remoc¢ao impurezas das subfracGes
testadas, na tentativa de isolar ativos presentes nestes compostos;

v' Apbs o isolamento, processos de caracterizacdo (espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia no ultravioleta, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e/ou
espectrometria de massas) podem ser realizados para a identificacdo da substancia

ativa.
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