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RESUMO

Os produtos naturais provenientes de plantas sdo importantes e promissoras fontes de
compostos quimicos, para que venham ser transformados em medicamentos. Eleutherine
bulbosa é um membro da familia Iridaceae, presente na América do Sul. Os bulbos da E.
bulbosa sdo utilizados popularmente em distdrbios menstruais e intestinais, como agente
abortivo e contraceptivo (adicionar a maneira que é utilizado). A partir dessas informacdes,
surgiu o interesse em estudar a composicdo quimica e atividade bioldgica da planta que
apresenta grande potencial fitoterapico. Este trabalho teve como objetivo avaliacdo do potencial
leishmanicida do extrato etanolico dos bulbos e fracdes Cloroformio, Acetato de etila e acetona.
Foi realizado o teste para classe de substancias no extrato etandlico dos bulbos de E. bulbosa
que revelou a presenca de flavonoides, alcaloides, terpenos e quinonas. Foi avaliado o efeito do
extrato etanolico e das fraces em relacdo as formas promastigotas de Leishmania amazonensis
e L. infantum, e citotoxicidade frente a células J774 e calculado o indice de seletividade. Para
0 extrato etanolico foi observado inibi¢do de crescimento de formas promastigotas na maior
concentracéo testada (200 pg.ml?), 28% para L. amazonensis e 70% para L. infantum. Para a
fracdo CHClsz, 99% de inibicdo para L. amazonensis e 100% para L. infantum na maior
concentracdo testada (200 pg.ml?). Em relagdo as fragbes EtOAcC e acetona, ndo foram
observadas a inibicdo na maior concentracéo testada. O extrato etanolico apresentou acéo para
a espécie L. infantum (ICso de 51,6 pg.ml?). Das trés frages testadas, somente CHClIs
apresentou acdo para as duas espécies, apresentando valores de ICso de 50,1 pg.ml™ para L.
amazonensis e de 21,85 pg.ml™ para L. infantum. Em relacdo ao indice de seletividade, o extrato
etanolico apresentou o valor 0,36 para L infantum e a fracdo CHCls, 0,62 e 1,44, para L.
amazonensis e L. infantum respectivamente. Esses resultados demonstram que o extrato
etandlico e a fragdo CHCIs obtidos de bulbos da E. bulbosa apresentam efeito sobre
leishmanicida sobre L. amazonensis e L. infantum in vitro, de maneira concentragdo-

dependente. Entretanto os efeitos citotoxicos desse extrato e fracdes foram detectados.

Palavras-Chave: Eleutherine bulbosa, citotoxicidade, produtos naturais.



ABSTRACT

Natural products from plants are important and promising sources of chemical compounds, so
that they can be transformed into medicines. Eleutherine bulbosa is a member of the Iridaceae
family, present in South America. E. bulbosa bulbs are popularly used in menstrual and
intestinal disorders, as an abortion and contraceptive agent. From this information, there was
an interest in studying the chemical composition and biological activity of the plant that has
great herbal potential. This work aimed to evaluate the leishmanicidal potential of the ethanol
extract of bulbs and fractions Chloroform, Ethyl acetate and acetone. The test for class of
substances in the ethanol extract of E. bulbosa bulbs was carried out, which revealed the
presence of flavonoids, alkaloids, terpenes and quinones. The effect of the ethanol extract and
fractions in relation to the promastigote forms of Leishmania amazonensis and L. infantum, and
cytotoxicity against J774 cells was evaluated and the selectivity index was calculated. For the
ethanol extract, growth inhibition of promastigote forms was observed at the highest
concentration tested (200 pg.ml™), 28% for L. amazonensis and 70% for L. infantum. For the
CHCI; fraction, 99% inhibition for L. amazonensis and 100% for L. infantum at the highest
concentration tested (200 pg.ml™). Regarding the EtOAc and acetone fractions, inhibition was
not observed at the highest concentration tested. The ethanol extract showed action for the
species L. infantum (ICso of 51.6 pg.ml™). Of the three fractions tested, only CHCIl; showed
action for both species, with ICso values of 50.1 pg.ml* for L. amazonensis and 21.85 pg.ml-*
for L. infantum. Regarding the selectivity index, the ethanol extract presented the value 0.36 for
L infantum and the CHCIs fraction, 0.62 and 1.44, for L. amazonensis and L. infantum,
respectively. These results demonstrate that the ethanol extract and CHCIs fraction obtained
from E. bulbosa bulbs have an effect on leishmanicidal on L. amazonensis and L. infantum in
vitro, in a concentration-dependent manner. However, the cytotoxic effects of this extract and

fractions were detected.

Key words: Bulbous Eleutherine, cytotoxicity, natural products.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido usados para fins medicinais por comunidades e grupos
étnicos, ainda que de modo empirico (Van den BERG, 1987). As populac¢es tradicionais fazem
uso das plantas como recurso terapéutico, para o controle de diversas doencas e pragas, detendo
0 conhecimento sobre as plantas por eles usadas para fins medicinais (MONTELES e
PINHEIRO, 2007), ressaltando que este recurso usado por aquele grupo, muitas vezes € o Unico
para cura de determinada doenca.

O resgate dos valores culturais, quanto ao uso das plantas medicinais tem sido de
primordial importancia, pois os saberes tradicionais, como uso das plantas para cura de doencas
tem sido agregado ao uso de medicamentos alopaticos (LOPES, BARBIERI, CAMPOS, 2021),
sendo este um possivel fator para que uma populacdo venha deixar de usar as plantas como
forma terapéutica. Com essa realidade a comunidade ou grupo étnico pode deixar suas tradicGes
do uso de plantas como medicamentos, em detrimento ao remédio alopatico.

O uso popular e tradicional das plantas medicinais, ndo sdo suficientes para regulariza-
las como medicamento seguro e eficaz. Os efeitos medicinais de um fitoterapico devem ser
baseados em indicios experimentais e os beneficios devem ser maiores do que 0S riscos
expostos na utilizagdo (DASSOLER et al, 2004).

A grande quantidade de informagdes sobre o uso de véarias plantas como fitoterapicos
em todo o mundo, leva a necessidade de se avaliar cientificamente o valor terapéutico dessas
espécies vegetais. Por outro lado, a perda da biodiversidade, principalmente por interferéncias
antrépicas e o acelerado processo de mudanca cultural, vem demonstrar urgéncia em garantir o
registro dessas informacdes, inclusive para uso cientifico.

A Leishmaniose, uma doenca tropical negligenciada, sendo endémica paises da india e
Africa (MSF, 2018), apresenta-se como uma das mais graves doencas, incapacitando o
individuo por ela acometido, podendo levar o hospedeiro a 6bito. Os medicamentos usados para
cura da leishmania provocam efeitos colaterais, sendo a probabilidade de resisténcia crescente
(MS, 2017).

A busca de compostos para serem usados na cura da leishmaniose, sdo de primordial
importancia, especialmente se estes apresentem baixos efeitos colaterais e ndo apresentem
citotoxicidade. A flora brasileira é muito rica em espécies com propriedades terapéuticas, nos
permitindo voltar esforgos para tal, levando a descobertas de principios ativos que venham

apresentar essas caracteristicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria ndo contagiosa causada por
protozoarios do género Leishmania pertencente a familia Trypanosomatidae (BASANO;
CAMARGO, 2004; MS, 2017) que ocorrem de forma predominante em regides tropicais e
subtropicais (MOURA et al., 2005; STEVERDING, 2017). Doengas causadas por parasitos
protozodarios sao responsaveis por inimeros casos de morbidade e mortalidade em varios paises,
0 que retrata um sério problema de salude publica (MS, 2017; TIUMAN et al., 2005).

Em muitos territdrios endémicos, a leishmaniose é uma doenca epidemiologicamente
instdvel que mostra uma tendéncia a alteragGes imprevisiveis no nimero de casos. As causas
podem ser diversas, mas fatores culturais, ambientais e socioecondmicos sdo fatores
significativos (STEVERDING, 2017).

A literatura relata trés doencas humanas causadas por tripanossomatideos, a
leishmaniose, doenca do sono e doenca de Chagas; causadas por Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma bruci, respectivamente. Essas doencas estdo entre as
doencas tropicais negligenciadas mais graves (VALVERDE, 2013; NEVADO, 2016).

As doencas negligenciadas sdo causadas por agentes infecciosos ou parasitas e sao
consideradas endémicas em populagdes de baixa renda, sendo conhecidas como negligenciadas
pois geram incapacidade, podendo também, matar milhdes de pessoas. Ressalta-se que essas
enfermidades podem apresentar indicadores inaceitaveis e investimentos reduzidos em
pesquisas para producdo de medicamentos e em seu controle (VALVERDE, 2013).

As espécies de Leishmania séo classificadas em dois subgéneros, Leishmania e Viannia,
estes parasitas possuem caracteristicas morfolégicas muito similares o que dificulta sua
identificacdo por morfologia celular. Entretanto, estudos publicados Akhoundi et al. (2016)
trazem esquematicamente a classificacdo taxondmica destas espécies, conforme apresentado na
figura 01 (LAINSON e SHAW, 1987; WHO, 2010; NEVADO 2016).
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Figura 1: Classificacdo taxondmica do género Leishmania

Familia TRYPANOSOMATIDAE
Género Leishmania
Subgénero Leishmania Viannia
Complexo L donevani L. mropica L. mfjor L. aethiopica L. Texfmna L. braziliensis L. guyanensis
L chagasi® L Kllicki L major L aethiopica L. amazonensis L. braziliensis L. guyanensis
L. donovani L. fropica L gamhami L mexicana L. peruviana L. panamensis
L infantum L. pifanoi
L. venezuelensis
L lainsoni
L. naiffi

Fonte: Adaptado de Akhoundi et al., 2016.

De acordo com as manifestacdes clinicas, a leishmaniose pode ser classificada de duas
formas distintas: a Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ou Calazar que € uma doenca
sistémica muito grave, com migracdo dos parasitos para o figado, baco e a medula dssea,
podendo levar o hospedeiro a morte, e a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) que pode
ser classificada como leishmaniose cutinea, caracterizada por Ulceras crbnicas na pele,
desenvolvidas no local da picada do inseto e que podem levar meses para cicatrizar (LUNA e
SILVA Jr., 2013).

A leishmaniose visceral (LV), € causada principalmente por L. donovani, L.
infantum, L. chagasi e ocasionalmente L. tropica se multiplicando no sistema reticulo
endotelial. A doenca varia de uma infecdo assintomatica a uma condicéo fatal (WHO, 2010). E
caracterizada por crises irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e figado e anemia
(MS, 2020) (Figura 2).

A maioria dos casos ocorre no Brasil, na Africa Oriental e na india. Estima-se que
50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o0 mundo anualmente, com apenas 25 a
45% relatados a OMS. Continua sendo uma das principais doencas parasitarias com surto e
potencial de mortalidade (MS, 2017).
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Em 2018, mais de 95% dos novos casos relatados a OMS ocorreram em 10 paises:
Brasil, China, Etiopia, india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (WHO,
2020). A organizacdo Médicos Sem Fronteira (MSF) tem realizado campanhas para pesquisas
referentes a diagndsticos e medicamento para o tratamento adequados para essa doenca
negligenciada (MSF, 2018).

Figura 2: Leishmaniose visceral.

Fonte: Adaptado de MS 2017.

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum de leishmaniose e causa lesdes de
pele, principalmente Ulceras, nas partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida
e incapacidade ou estigma graves (Figura 3). E causada por muitas espécies de Leishmania,
como L. major, L. tropica e L. aethiopica no mundo antigo e L. mexicana L. venezuelensis, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L. peruviana no novo mundo
(ORYAN et al., 2008; WHO, 2010).

A LTA (leishmaniose tegumentar cutanea) ainda pode ser subdividida em formas
leishmaniose mucosas (LM), leishmaniose disseminadas (LD) e leishmaniose cutanea difusa
(LCD). A LM pode ocorrer com uma complicacdo de LC causada por espécie de Leishmania
pertencente ao subgénero Viannia. As lesbes metastaticas aparecem nas superficies mucosas
dos tratos respiratdrios superior e digestivo. A LD ¢é caracterizada por alto numero de lesGes
pleomorficas, potencialmente na casa das centenas, em duas ou mais regifes anatdbmicas nao
contiguas. A metéstase do parasita do local da infeccdo original de LD é rapido, geralmente
ocorre dentro semanas ou até dias ap6s a formacao inicial da lesdo. A LCD é uma forma rara,

mas grave de LC, caracterizada pelo desenvolvimento de multiplas lesGes satélites que podem
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se aglutinar em placas que cobrem grandes areas da pele (SCORZA; CARVALHO; WILSON,
2017).

Cerca de 95% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem nas Américas, no
Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. (MS, 2017). Em 2018, mais de 85% dos
novos casos de leishmaniose cutdnea ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Bolivia,
Brasil, Colémbia, Ird (Republica Islamica), Iraque, Paquistdo, Republica Arabe da Siria e
Tunisia. Estima-se que entre 600.000 a 1 milh&o de novos casos ocorram no mundo anualmente
(WHO, 2020).

Figura 3: Leishmaniose cutanea.

Fonte: Adaptado de MS 2017.

Estima-se que 2 milhdes de novas infec¢bes por Leishmania ocorrem a cada ano, e que
a leishmaniose esteja presente em cerca de aproximadamente 98 paises (Figura 4). Ressalta-se
gque em meados da década de 80, a leishmaniose para a ter um carater de doenca reemergente,
0 que significou um aumento na incidéncia e ampliacdo da area de transmissdo para regides que
ndo eram afetadas (LUNA e SILVA, 2013).

A leishmaniose foi denominada pela OMS como uma doenga emergente e néo
controlada e que € foco de prevencédo no controle de vetores, controle de reservatorios animais
e pesquisa de vacinas (NEVADO, 2016).
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Figura 4: Distribuicdo geografica mundial de leishmanioses.

Legenda: Leishmaniose visceral (paises representados na cor vermelha), leishmaniose cutanea (paises
representados na cor salmédo) ambas (paises representados na cor roxa)
Fonte: (NEVADO, 2016).

No passado, a leishmaniose era considerada uma zoonose restrita a areas rurais, no
entanto, com a devastacdo da fauna e da flora, associadas aos movimentos migratdrios,
processos de urbanizagéo, habitagcdo de regides periurbanas, facilidade dos meios de transporte
e desenvolvimento turistico a infeccdo passou a ser endémica em varias regides do mundo
passando a ocorrer com maior frequéncia em humanos e animais domesticos, 0 que torna a
transmissdo independente do ciclo silvestre (DESJEUX, 1996; LUNA e SILVA, 2013;
AKHOUNDI et al., 2016).

2.2 O Parasito e 0 Vetor

O género Leishmania agrupa um consideravel nimero de espécies de protozoarios
unicelulares e flagelados que sdo caracterizados principalmente pela presenca de uma Unica
mitocondria e uma rede de microtubulos subpeliculares bastante rigida, conferindo a estes
protozoarios formas celulares bem definidas durante seu ciclo evolutivo (SHAW, 1994).

No ciclo de vida do parasito existem duas formas morfolGgicas principais, as
promastigotas e as amastigotas. As promastigota sdo encontradas no trato digestério do inseto

vetor (Familia — Phlebotominae) e amastigota, parasito intracelular obrigatorio encontrado em
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hospedeiros vertebrados (SILVA et al, 2014). As promastigotas séo alongadas com flagelo na
regido anterior, medindo 16,0 a 40,0 um de comprimento e 1,5 a 3,0 um de largura, incluindo
o flagelo, que geralmente é maior do que o corpo (ALBUQUERQUE, 2006), sendo o nucleo
arredondado ou oval localizado na regido mediana da célula (Figura 5) (SILVA et al, 2014).

Figura 5: Formas promastigotas de Leishmania encontradas no intestino do vetor.
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Fonte: Adaptado MS 2017.

A transmissdo dos protozoarios dos vetores para 0s hospedeiros ocorre a partir da picada
da fémea do flebotomineo infectada, que busca alimento — repasto sanguineo para a maturacédo
dos ovos. No Brasil, espécies do género Lutzomyia estdo presentes em todas as regides do pais,
onde recebem nomes populares, tais como, “cangalha”, “mosquito-palha”, “birigui” e “tatuira”
(POZZO, 2006). Estes insetos sdo morfologicamente menores do que 0s mosquitos comuns
apresentam-se muito pilosos e tém coloracdo clara (Figura 6). Ao picar o vertebrado, o vetor
inocula as formas promastigotas metaciclicas infectantes do parasito, juntamente com a saliva
— esta Ultima com comprovado papel modulador de resposta imunoldgica do hospedeiro o que
facilita o sucesso da infeccdo e a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro vertebrado

(THEODOS; TITUS, 1993).
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Figura 6: Flebotomineo sobre a pele.

Fonte: Adaptado STEBUT, 2015.

Os parasitos assumem a forma amastigota (Figura 7) no interior das células do sistema
mononuclear fagocitario, principalmente macréfagos dos hospedeiros mamiferos. Os
amastigotas sdo ovoides ou esféricos, com flagelo curto, variando seu tamanho de acordo com
a espécie do parasito, medindo entre 1,5-3 um x 3-6,5 um de diametro. Seu nicleo €

arredondado e ocupam cerca de um terco do corpo do parasito (SILVA et al, 2014).

Figura 7: Formas amastigotas de Leishmania encontradas no organismo vertebrado.
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Fonte: Adaptado MS, 2017.

As amastigotas reproduzem-se por divisdo celular binaria, dentro dos macréfagos,
causam lise celular, e infectam outros macrofagos. Durante o repasto sanguineo do inseto vetor

em um vertebrado infectado, ocorre a ingestdo das formas amastigotas e em seu intestino ocorre
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a diferenciacdo em formas promastigotas, fechando o ciclo de vida do parasito (HANDMAN,
2001; HEPBURN, 2000) (Figura 8).

Figura 8: Ciclo bioldgico da Leishmania
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Fonte: Adaptado STEBUT, 2015.

Na LC, os parasitos infectam macréfagos residentes na pele. Quando a célula hospedeira
esta cheia de parasitos, a célula se rompe e as amastigotas liberadas infectardo células vizinhas.
Na LV, no entanto, as amastigotas liberadas sdo espalhadas pela circulacdo sanguinea e
infectam células do sistema de fagocitose mononucleares, baco, medula dssea, linfonodos e
intestino (STEVERDING, 2017).

2.3 Tratamento da Leishmaniose

O tratamento de diversos tipos de leishmaniose no mundo é feito administrando duas
formulagdes de antimoniais pentavalentes: o antimoniato de meglumine (Glucantime) e o

estibogluconato de sodio (Pentostan), sendo o segundo ndo comercializado no Brasil, que
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formam a primeira linha de farmacos utilizados para o tratamento dessas doencas (MS,2017;
WHO, 2010). Seus efeitos colaterais mais frequentes sdo artralgia, mialgia, inapeténcia,
cefaleia, febre, vOmitos, tontura e edema na regido de aplicacdo. Cardio, hepato e
nefrotoxicidade também sdo observadas, limitando o uso dessas drogas, especialmente em
pacientes idosos e por ser abortiva, a droga também € vetada para gestantes. Geralmente, esses
efeitos colaterais sdo discretos e ndo exigem a suspensdo do tratamento, esta droga é utilizada
por ser economicamente mais viavel (SANTOS et al., 2008, ALMEIDA e SANTOS, 2011).

O antibidtico, anfotericina B, de reconhecida agdo leishmanicida, é normalmente a
opcdo quando o antimonial se torna proibitivo ou inoperante. Este farmaco € considerado de
“segunda linha”, pois apesar de eficaz para lesdes cutaneas, apresenta sérios efeitos colaterais
como nauseas, vomitos, insuficiéncia renal, anemia e alteracfes cardiacas. O uso endovenoso
do medicamento e os quadros de cardio e nefrotoxicidade impedem o seu uso fora de ambiente
hospitalar (HEPBURN, 2000; MS, 2017).

A anfotericina B, atravessa a barreira placentaria, porém em estudos de reproducdo
animal, foi observado que o feto nao sofreu danos relacionado ao uso do medicamento para a
leishmania. Assim, pelo fato de ndo terem sido realizados estudos controlados com mulheres
gravidas, este medicamento tem sido empregado durante a gravides, observando-se os cuidados
e se 0s beneficios obtidos prevalecerem sobre 0s riscos ao feto (MS, 2017).

Assim como a glucantime, a anfotericina B também atravessa a barreira placentéria,
porém estudos em reproducao animal ndo apresentaram danos ao feto (ALMEIDA e SANTOS,
2011)

A pentamidina é indicada como alternativa nos casos de leishmaniose cutanea. A
eficacia nos casos com acometimento mucoso é questiondvel. A hipoglicemia é um efeito
adverso imediato comum, sendo necessaria realizacdo de glicemia capilar antes da
administracdo da droga. Os efeitos colaterais tardios sdo alteracdes da funcdo renal e do
eletrocardiograma, elevacdo das enzimas hepaticas e abscesso gluteo, no local de aplicagdo
(BERMAN, 2003; WHO, 2010; MS, 2017).

As caracteristicas indesejaveis como 0s severos efeitos colaterais, aliadas ao
aparecimento de formas resistentes de Leishmania, (IWU et al, 1994; SILVA et al., 1995;
BLANCO e NASCIMENTO Jr, 2017) tém aumentado a necessidade de novos farmacos mais
eficazes e menos toxicos.

No Brasil o tratamento para a leishmaniose é gratuito, diferentemente dos demais paises

endémicos que o tratamento é relativamente caro para a populacdo acometida (MS, 2017).
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A leishmaniose ¢ uma doenca de grande impacto, pois causa sérias complicacdes,
podendo levar até a morte. O tratamento é dificil, pois os medicamentos disponiveis apresentam
efeitos colaterais, toxicidade, altas taxas de intolerancia pelos usuarios, além de existirem
poucas opcoes terapéuticas (MS, 2017).

Apesar do progresso significativo obtido durante os ultimos anos em quimioterapias
para leishmaniose, todos os medicamentos tém alguma limitacdo, como: preco, viabilidade,
seguranca, eficacia, toxicidade, efeitos colaterais e probabilidade de resisténcia crescente.
Ensaios clinicos com terapias combinadas estdo apresentando resultados positivos, a
combinacgéo de dois ou mais medicamentos pode reduzir a duragdo do tratamento e quantidade
de doses e, consequentemente a toxicidade, mas ainda existe a probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia ao medicamento (SINGH, KUMAR, SINGH, 2012).

Relacionado a vacina, o progresso recente na pesquisa leishmanicida ndo garante sobre
a disponibilidade de possiveis candidatos a antigenos leishmania. Assim, a identificacdo de
novos alvos de drogas e desenvolvimento de agentes leishmanicida efetivo deve ser a area
prioritdria de pesquisa, tornando-se relevante a busca por novas drogas com atividade
leishmanicida. Nessa perspectiva, as plantas medicinais podem ser fonte de substancias, pois
apresentam uma infinidade de substancias bioativas (SINGH, KUMAR, SINGH, 2012; MS,
2017).

2.4 Produtos Naturais

Devido ao avango sucessivo do uso de medicamentos fitoterapicos, as plantas de
importancia medicinal tém sido largamente investigadas devido a existéncia de moléculas
bioativas (DINIZ; ASTARITA; SANTAREM, 2007). As plantas medicinais tradicionais
formaram a base da maioria dos primeiros medicamentos, seguidos por estudos clinicos,
farmacoldgicos e quimicos (TIUMAN, 2005).

Os constituintes quimicos das plantas e de animais sdo biossintetizados mediante a
reacOes enzimaticas. Essas reacdes sdo classificadas bioquimicamente em dois grupos: dos
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios. Os metabolitos primérios séo constituidos de
acucares, aminoacidos, acidos graxos e os biopolimeros, como lipideos, proteinas e &cidos
nucléicos (MANN, 1994; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

Os metabdlitos secundarios geralmente, ndo sdo essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento ou reproducdo de um organismo, sendo produzidos como resultado da

adaptacdo do organismo ao seu ambiente. Exercem funcdo de defesa contra predadores e
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patdgenos atuando como agentes alelopaticos, onde sdo liberados para exercer efeitos sobre
outras plantas, de atrair polinizadores ou agirem como dispersores de sementes (DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012; PRATA; MOGOLLON; AUGUSTO, 2016). Outra caracteristica
dos vegetais, em relacdo ao metabolismo secundério é a elevada capacidade biossintética, tanto
em relag@o ao nimero de substancias produzidas quanto a sua diversidade numa mesma espécie
(DEWICK, 2002).

Mesmo gue os metabolitos primarios apresentem relevancia em determinados setores,
0 alto numero e vasta diversidade dos metabdlitos secundarios vegetais tém incentivado
pesquisadores em diversos ramos da ciéncia, ja que estes apresentam uma fonte favoravel e

promissora de novas moléculas essenciais a0 homem (SIMOES et al., 2002)

2.5 Metabélitos Secundarios com atividades leishmanicida

Sandjo et al., (2016), avaliaram chalconas (1-3), flavona (4), antraquinona (5) e
alcaloide (6), contra amastigotas de L. amazonensis e T. cruzi. Os compostos 2—4 e 6 exibiram
atividade antileishmania, enquanto 3 e 5 demonstraram efeito tripanocida. O alcaloide
benzofenantridina (6) apresentou efeito contra amastigotas de L. amazonensis, com 1Cso=5,70
ug.ml?, tendo o maior indice de seletividade (1S>7,69), sugerindo ser mais seletivo ao parasito
do que a célula THP-1. Os compostos 4-hidroxiloncocarpina (2) e lonchocarpina (3) também
apresentaram efeitos para o mesmo patdgeno, com ICso=7,41 pg.mlt e 6,66 pg.ml,

respectivamente, ambos com indice de seletividade cerca de 3 (Figura 9).



Figura 9: Estruturas das substancias.

HOL = # T—C'H A\ 0 B N OH
| PPy d]
e /Q\ S = /j.r"“‘* =
r\ aH O

OH O

Isobavachalcona 1 4-hydraxy-lonchocarpin 2

N0 = = HO\HI..IO L, ou
e | . n%/E\\J 'j,;—‘“x/ \T/
LY b §
Lonchocarpine 3 &, B-diprenyleriodictyol 4

- <D r’x_\
9 1
i, . M{j o \| =
ﬂ = H/\fo N rf "OH
R' - O OH O

-

Damnacanthal § Buesgenine &

Fonte: SANDJO, 2016.

23

Segundo Machado et al., (2008), os flavonoides representam um dos grupos mais

importantes entre os produtos de origem vegetal, sendo amplamente distribuidas neste reino.

Nascimento (2019), avaliou o potencial in vitro e in vivo de flavonoides isolados da fase

dicloroetanica das raizes da Fridericia platyphylla, denominados de braquidinas-1, 2 e 3. As

braquidinas 2 e 3 mostraram potente atividade contra a L. amazonensis, nas formas

promastigotas e amastigotas. Observou-se que a braquidina-2 apresentou-se mais ativa contra

amastigotas, que € a forma mais severa do parasita (Figura 10).

Figura 10: Estrutura do flavonoide braquidina.

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO 2019.

Na busca por compostos leishmanicidas naturais, Beer et al. (2016) avaliaram a

atividade leishmanicida dos flavonoides eupatorina e 5-desmetilsinensetina isolados das partes

aéreas da Stevia satureiifolia var. satureiifolia contra L braziliensis, sendo ativos para a espécie

testada.
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Os terpenos, outra classe de especial importancia, corresponde a um grupo extenso de
substancias com relevante pratica, sdo formados pela unido de unidades de isopreno (CsHs) que
se unem, formando cadeias maiores (DEWICK, 2002).

Lima et al., (2015), investigaram os efeitos dos diterpenos clerodano, trans-
desidrocrotonina (DCTN), trans-crotonina (CTN) e acido acetilaleuritélico (AAA) obtidos a
partir da casca em p6 de Croton cajucara (Figura 11), contra promastigotas e amastigotas
axénicas de L. amazonensis. As formas promastigotas apresentaram maior sensibilidade ao
diterpeno clerodano DCTN, com ICsp = 12,07+0,06 pug.mL™ em 24 h de cultura. Os trés
terpenos foram testados contra forma amastigotas axénicas, onde o diterpeno DCTN apresentou
melhor atividade, com 1Cs0=19,98+0,05ug.mL™, resultados semelhantes foram encontrados
para as formas promastigotas. Os diterpenos clerodanos mostraram-se promissores em efeitos

leishmanicida in vitro contra L. amazonensis.

Figura 11: Substancias obtidas a partir da casca em po de C. cajucara.

DCTN CTN AAA

Fonte: Adaptado de LIMA 2015.

O género Piper, rico em flavonoides, alcaloides e terpenos foi investigado quanto a
atividade Leishmanicida. Gongalves et al (2012) realizou o estudo quimico das raizes da Piper
carneconectivum, resultando no isolamento do terpeno 2-[1-hidroxi-3-fenil-(Z,2E)-2-
propenilideno]-4-metil-4-ciclopentano-1,3-diona (DCPC) (Figura 12). A substéncia isolada
inibiu o crescimento de promastigotas de L. amazonensis com ICso de 4,4 ng.mL:, ndo afetando
a viabilidade dos macrofagos. Esse resultado demonstra que a DCPC é uma molécula

promissora contra Leishmaniose.
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Figura 12: Molécula DCPC isolada da Piper carniconectivum.
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e
Fonte: Gongalves et al 2012.

De acordo com ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, (1997), muitos medicamentos de
origem natural surgiram a partir de alcaloides, sendo eles uma fonte significativa. Dentre eles
recebem maior importancia: quinina, empregada no tratamento de malaria, a vincristina,
empregada em alguns tipos de cancer, a morfina empregada para o alivio da dor em pacientes

terminais (Figura 13).

Figura 13: Estruturas de alcaloides importantes agentes terapéuticos.
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Fonte: Adaptado de LACERDA, 2017.

Melo et al., (2014), avaliaram a atividade leishmanicida do extrato etandlico e fragdes
das flores de Senna spectabilis, e verificaram que a mistura de alcaloides (-)-cassina e (-)-
espectalina, que apresentaram atividade significativa contra parasitas L. major ( 1Cso 24,9£1,4
ug.mid).

Lacerda (2018), realizou estudo quimico do extrato etandlico das flores de S. spectabilis.
Neste trabalho foram isolados o0s compostos (-)-cassina, (-)-espectalina, (-)-3-O-
acetilcassinabem, (-)-3-O-acetilespectalina (Figura 14), onde os resultados demonstraram
atividade frente a L. amazonensis, com 1C5=25,18 pg.mL™; 15,81 ug.mL™; 30,25 pug.mL™;
25,95 pg.mL*, respectivamente. Ao avaliar o indice de seletividade foi possivel observar a
atividade leishmanicida em concentragdes ndo citotdxicas, demonstrando que 0s compostos tém
carater promissor para o desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes, que ndo

apresentem efeitos colaterais no tratamento da leishmaniose.
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Figura 14: Estruturas de alcaloides isolados das flores da espécie Senna spectabilis.
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Fonte: Adaptado de MELO et al, 2014

Uma outra classe de grande importancia sdo as quinonas, que sdo representadas por
moléculas de origem natural, que apresentam primordial importancia como microbicidas,
tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores,
atuando de diferentes formas.

O estudo de um importante componente extraido do cerne da Tecoma e Tabebuia, o
lapachol (Figura 14), uma naftoquinona, foi avaliado quanto a agéo contra formas promastigotas
de L. amazonensis e L. braziliensis, demonstrando eficacia, com o ICsp de 5,2 pg.mL? e 11,9
ug.mL?, respectivamente (LIMA et al, 2004).

Aradjo et al., (2014) também avaliou a atividade leishmanicida in vitro para formas
promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, em relacdo ao lapachol, molécula abundante,
que ocorre naturalmente nas espécies Handroanthu. O lapachol demonstrou uma importante
atividade leishmanicida, com ICso = 79,84 £ 9,10 e 135,79 + 33,04uM e indice de seletividade
42,65 e 25,08 uM respectivamente, para L. amazonensis e L. infantum, além de baixa
citotoxicidade. Os resultados de atividade leishmanicida realizados em amastigotas também

mostraram atividade nos testes in vitro.

Figura 15: Estruturas naftoquinona lapachol.
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Fonte: Adaptado ARAUJO et al., 2014.

A avaliacdo cientifica de plantas medicinais populares, fornecem substancias eficazes

para o tratamento de doencas causadas por parasitos protozoarios, incluindo as classes das
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quinonas, alcaloides, terpenos, entre outros (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001;
LIMA et al., 2004).

As especies vegetais tém trazido respostas positivas para utilizagdo como alternativa
para tratamento de doencgas. Assim, estudos com extratos e substancias isoladas de plantas tem
sido amplamente avaliado por grupos de pesquisa em produtos naturais, além de atribuir
possiveis novos usos terapéuticos, e por fim, contribuir para o registro da atividade quimico-
bioldgica de espécies vegetais (FERREIRA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2018).

2.6 Familia Iradaceae e 0 género Eleutherine.

Iridaceae € uma familia de monocotileddneas, composta por 1.900 espécies distribuidas
em 65 géneros, com uma distribuicdo praticamente em todo o mundo, com uma concentracao
maior na Africa, onde existem cerca de 1.190 espécies distribuidas em 37 géneros
(GOLDBLATT, MANNING 2006). No Brasil, essa familia de monocotileddneas é
representada por 23 géneros e 190 espécies (GIULIETTI et al, 2005; ZAPPI et al., 2015).

A familia é conhecida pela variedade de suas flores, especialmente entre 0os géneros
presentes na Africa meridional. Na Africa, a diversidade de espécies esta concentrada
especialmente no Sul, onde foram registradas mais de 1.050 espécies, cerca dos quais 720 estdo
restritas ao extremo sudoeste do continente (GOLDBLATT; MANNING, 2006).

E. bulbosa (Mill.) Urb. é também conhecida como E. americana (Aubl) Merr e E.
plicata (Sw.) Herb. apresentam as mesmas propriedades, sendo consideradas como a mesma
espécie (LORENZI; MATQOS, 2002; INSANU; KUSMARDIYANIA; HARTATI, 2014;
COUTO et al., 2016), fato que se confirma segundo dados do SiBBr (2021), além de apresentar
outros sindnimos. Segundo o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (2021), E. bulbosa é
conhecida como tiriricdo e marupd, estes dados foram encontrados no Catalogo Taxondmico
da Fauna do Brasil e Lista da Flora do Brasil, 2021. Segundo o a E. bulbosa, conhecida
comumente como marupa e tiricdo. Estima-se que o Brasil possui 188 registros desta planta no

pais (Figura 16).



28

Figura 16: Mapa de Registros de ocorréncia da E. bulbosa no Brasil.
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Fonte: SiBBr, 2021.

E. bulbosa (Mill.) é uma planta medicinal pertencente a familia Iridaceae e distribuida
na regido amazonica. Herbacea bulbosa e rizomatosa, acaule, entouceirada, de 20 a 30 cm de
altura, nativa da América tropical, incluindo os campos secos da Amazonia brasileira. Os bulbos
possuem escamas semelhantes a cebola, cor de vinho externamente, exsudando latex branco
quando cortados. Suas folhas sdo simples, inteiras, plissadas longitudinalmente, de cerca de 25
cm de comprimento. As flores sdo brancas ou rosadas, dispostas numa panicula ampla no apice
de um longo escapo rigido da folhagem, que se abrem ao p6r do sol (LORENZI; MATOS,
2002) (Figura 17).

Na América do Sul, conhecida popularmente por: coquinho, lirio-folha-de-palmeira,
marupa, marupai, marupa-piranga, marupari, marupazinho, palmeirinha, é utilizada conforme
a tradicéo popular, onde os rizomas sdo empregados, como medicagéo caseira no tratamento de
diarreia, amebiase, gastralgia, histeria, além da reputacao existente de ter acdo anti-fertilidade,
sendo empregada como contraceptivo (LORENZI; MATOS, 2002).
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Fonte: Autora

O género Eleutherine, rica em compostos das quinonas, apresentam diversas atividades
bioldgicas, tanto relacionado aos extratos brutos, como aos compostos isolados de seus bulbos.

Os bulbos da E. bulbosa foram submetidos a avaliacdo fungicida contra o fungo
fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum, utilizando neste teste o extrato diclorometano
e substancias que foram isoladas deste extrato, eleuterinona, eleuterina, isoeleuterina e eleuterol
(Figura 18), ressaltando que tanto o extrato diclorometano, quanto as fragdes demonstraram
atividade fungicida relevante para o fungo (ALVES; KLOOS; ZANI, 2003).

Figura 18: Estruturas quimicas isoladas da Eleutherine bulbosa.
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Fonte: Adaptado de COUTO et al., 2016

Brasileiro et al., (2006), estudaram a atividade antimicrobiana do extrato etandlico dos
bulbos da E. bulbosa, ao qual mostrou-se ativa frente a cepa Staphylococcus aureus. Ribeiro
(2009), também realizou estudo sobre a atividade antimicrobiana do extrato etandlico dos
bulbos, frente as cepas S. aureus e Candida albicans, obtendo resultado significantes, com
melhor acéo para S. aureus.

Novaryatiin e Ardhany (2019), investigaram a atividade antibacteriana, pelo método de

difusdo em disco, do extrato etandlico da E. bulbosa, frente as cepas de Propionibacteruim
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acnes, S. epidermidis, S. aureus, sendo ativo para todas as bactérias testadas. Neste trabalho,
foram identificados no extrato etanolico a presenca de flavonoides, alcaloides, saponinas e
taninos, classe de compostos que foram atribuidos a propriedade antibcteriana observada.

LESTARI, KARTIKA, MARLIANA, (2019), avaliaram a atividade antioxidante, frente
ao radical livre DPPH, e atividade anticancerigena para células de leucemia L1210, em relacdo
aos extratos das fragdes etandlica, n-hexano, CHCIs e 4gua. A fragdo CHCIs demonstrou maior
atividade para ambos 0s casos, apresentando alto potencial para as avaliagdes antioxidante e
anticancerigenas.

Outra importante avaliacdo esta relacionada a atividade antioxidante da E. bulbosa, que
segundo a pesquisa de Shi et al (2019), testaram a capacidade oxidante in vitro das folhas, flores
e bulbos da E. bulbosa, e foi positivamente correlacionada com o contetudo de flavonoides ou
fendis totais. Os resultados mostraram que a ordem decrescente da atividade antioxidante dos
extratos foram respectivamente, bulbos, folhas e flores.

Martdo (2013), também avaliou a atividade antioxidante do extrato etandlico e fracbes
CHCIs, EtOAc e MeOH dos bulbos da E. bulbosa, onde o extrato etandlico apresentou
resultados significativos, quando comparados as fracoes.

E importante relatar que quanto maior o teor de flavonoides e fenois totais, maior a
capacidade antioxidante (SALGUEIRO; CASTRO, 2016), corroborando assim com o0s
resultados de atividade antioxidante observados por Shi et al (2019).

Segundo INSANU; KUSMARDIYANI; HARTATI, (2014), o género Eleutherine se
destaca pelos trés grupos principais de compostos, naftaleno, naftoquinona e antraquinona, e
por suas propriedades farmacoldgicas. Neste trabalho o autor cita diversas moléculas isoladas

da E. americana, bem como as atividades bioldgicas atribuidas a estas moléculas (Tabela 1).

Tabela 1: Moléculas isoladas da E. plicata.

Substéncia Estrutura Atividade bioldgica

: Anti-inflamatorio
Eleuterina _ Antinociceptivo

Anti-hipertensivo

/s Anti-inflamatério

_ A Antinociceptivo
Isoeleuterina ,. Anti-hipertensivo

Inibidor da replicacdo do HIV
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Isoeleuterol c, Inibidor da replicacdo do HIV

Anti-hipertensivo
Inibidor da replicacdo do HIV

Eleuterol O

Eleuterinona w Inibidor da replicacdo do HIV
(o]
Isoeleuterina @@ Antidiabetico

Fonte: Adaptado de INSANU; KUSMARDIYANI; HARTATI, (2014).

Couto et al., (2016), realizaram estudo de revisdo bibliografica sobre E. bulbosa (Mill.),
relatando estudos relacionados as atividades farmacologicas e ao isolamento de constituintes
quimicos, tais como, eleuterina, eleuterol, eleuterinona, elecanacina, isoeleuterol, isoeleuterina,
hongconina, eleutherinoside A, eleutosideo B, beta-sitosterol, eleutheriona.

Ainda neste estudo Couto et al., (2016), relata que processos de obtencdo de extratos
vegetais, composicdo farmacéutica foram patenteados para E. plicata, para o tratamento da
maléria, diminuicdo dos niveis de triglicerideos e colesterol no sangue, cura de doengas artrite
reumatoide, artralgia e mialgia; e para a E. bulbosa no tratamento de doencas neuro-
degenerativas, doencas cardiacas e diabetes, sendo o uso das folhas usados como giardicida.

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos, muitos
dos quais podem constituir modelo para obtencdo de novos farmacos com atividade frente a
varias doencas negligenciadas.

Conforme evidenciado, E. bulbosa apresenta potencial terapéutico. Desta forma,
identificar classe de substancias, bem como garantir a seguran¢a na utilizagcdo destes na
medicina tradicional, ou até mesmo para industria farmacéutica tem sido de primordial

importancia as pesquisas na area proposta.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade leishmanicida in vitro do extrato etanolico e fragcdes: CHCIs, EtOAC
e acetona obtidas a partir dos bulbos da E. bulbosa contra as formas promastigotas de L.

amazonensis e L. infantum. (reescrever de maneira detalhada)

3.2 Objetivos especificos

e Identificar as classes de substancias presentes no extrato etanolico.

e Avaliar a atividade antipromastigota do extrato etanélico e fragdes CHCls, EtOAc e
acetona frente a L. amazonensis e L. infantum.

e Determinar a inibigdo de crescimento de 50% (I1Cso) contra as formas promastigotas de
L. amazonensis e L. infantum.

e Determinar a concentracéo citotoxica de 50% da populagéo de células (CCsp) frente ao
extrato etandlico e as fragdes de CHCIl3, EtOAC e acetona da E. bulbosa.

e Determinar o indice de Seletividade (IS) das substancias testados através da razio do

CCsxo e ICsp de L. amazonensis e L. infantum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Obtencao do extrato bruto

O material vegetal, bulbos de E bulbosa, foi coletado em junho de 2019 no centro
comunitario da FIMCA (Centro Universitario Aparicio Carvalho) localizado na rua dos
Andrades numero 2300, no bairro Mariana, zona Leste, cidade de Porto Velho.

O material boténico coletado foi lavado em agua corrente, permaneceu em solucdo de
hipoclorito de sodio 5% por 10 min e foi lavado com agua destilada até que ficasse livre da
presenca do hipoclorito de sédio. Posteriormente o material foi cortado e pesado (372,02 g), em
seguida, foi condicionado a estufa para secagem, 40 °C por 72 h, apds este procedimento o
material vegetal seco foi pesado (155,92 g).

O material seco foi extraido com EtOH 95% por contato, por um periodo de 7 dias. Apds
esse tempo o material foi filtrado e o solvente foi evaporado em evaporador rotativo (FISATOM
mod. 802A), obtendo-se o0 extrato EtOH. Este procedimento foi repetido por mais uma vez.
conforme método descrito por Di Stasi (1996). O extrato etandlico pesou 6,892 g.

O extrato etanolico foi submetido a cromatografia em coluna, usando silica gel 60, 230-
400 mesh (VETEC Quimica), com eluicdo do sistema de solventes em gradiente de polaridade,
hexano, CHCIs; EtOAc; acetona (Figura 19).

O extrato etandlico foi submetido a testes para classes de substancias, relacionado aos

metabdlitos secundarios, conforme descrito por Merck (1972).
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Figura 19: Procedimentos realizados a partir do extrato etandlico e fragcdes (CHClIs, EtOAc e

acetona) dos
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4.2 Teste para classe de substancia

4.2.1 Esteroides e Terpenos

Dissolveu-se 1,0 mg do extrato etandlico em 1,0 mL de cloroférmio (CHCIs), na capela,
adicionou-se 1,0 mL de anidrido acético (CH3CO)20 e 4 gotas de acido sulfurico (H2SOs). A

coloracdo verde indica teste positivo para esteroides e a coloracdo vermelha positivo para

terpenos (MERCK, 1972).

4.2.2 Flavonoides

Foi utilizado 1,0 mL de EtOH para dissolver 1,0 mg do extrato etandlico dos bulbos da

Eleutherine bulbosa, onde foi adicionado 1,0 mg de magnésio em fitas e posteriormente 0,5mL
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de HCI concentrado. A coloracdo avermelhada indica teste positivo para flavonoides
(MERCK,1972).

4.2.3 Alcaloides

1,0 mg da amostra foi solubilizada em 1,0 mL de HCI, posteriormente adicionou-se 5
gotas de solucdo de Dragendorff (solucdo de iodeto de potassio e subnitrato de bismuto). A
formacéo de um precipitado semelhante a flocagem, de coloracdo laranja indica teste positivo
(MERCK,1972).

4.2.4 Saponinas

1,0 mg do material em estudo foi solubilizado em 5,0 mL de agua destilada, agitou-se o
recipiente a fim de visualizar a formacéo de espuma. A formacao de espuma na solugéo indica
teste positivo (MERCK,1972).

4.2.5 Quinonas

1,0 mg do extrato foi colocada em placa cromatogréafica e sua coloracdo foi observada
a luz ultravioleta (UV). Em seguida, a placa foi borrifada com solucdo de aménia. Se a
coloracdo da amostra quando submetida a luz ultravioleta indicar coloracdo azul-violeta ou

vermelha, indica teste positivo para quinonas (MERCK,1972).

4.3 Ensaio da atividade antipromastigota

As analises foram realizadas no laboratério da Plataforma de Bioensaios em Maléria e
Leishmaniose, PBML-FIOCRUZ-RO, sob responsabilidade da Dra. Carolina Bioni G. Teles.

Para o ensaio de atividade antipromastigota de L. amazonensis e L. infantum as culturas
foram centrifugadas em meio RPMI completo por 15 min a 1500 rpm para posteriormente
serem quantificadas em camara de Neubauer e ajustadas para uma concentragdo de 1 x 10°
parasitas/poco. Foram adicionados 180 puL de meio RPMI com as formas promastigotas de L.
amazonensis (1x10%mL) e 20 pL da amostra testada em cada pogo. Essa concentragdo foi
aplicada em placas de cultura de células com 96 cavidades de fundo chato, em diluigéo seriada
do extrato etanolico e fragbes CHCIs EtOAc e acetona com concentragdes de 200pug/mL a 6,25
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pg/mL, diluicio com DMSO a 0,5%, logo ap6s foram incubadas a 24°C por 72 h em estufa
BOD. Como controle positivo foi utilizado pentamidina na concentracdo de 3 pg/pogo e o
controle negativo foi utilizado leishmania na concentragdo de 1x10° em cada pogo da placa.

Para a revelacdo do experimento ap6s o tratamento foram adicionados 20 pL de
resazurina (Alamar Blue®) a uma concentragdo inicial de 2 mM diluido em PBS 1X. A
resazurina é empregada em ensaios de citotoxicidade, proliferacdo, viabilidade celular e
determinacdo da funcdo mitocondrial (ROLON et al, 2006). A fluorescéncia foi determinada
em espectrofotdmetro Synergy HT (BioTek) excitagdo de 530/25 e emissdo de 590/35 ap6s 5 h
de incubacédo a 24 °C, com revelador colorimétrico. A unidade apresentada é a Unidade Relativa
de Luz (URL), que é convertida para a porcentagem de inibicdo de crescimento, valores
processados pelo programa Gen5® 5.11.

Os dados obtidos serdo utilizados para encontrar a concentragdo capaz de inibir o
crescimento no minimo de 50% das promastigotas (ICso) por meio da analise de regressao

linear, utilizando o programa Origin® 9.1.

4.4 Ensaio de citotoxicidade e determinacéo do indice Seletividade

A linhagem de ceélula J774 (macréfago) foi cultivada em meio RPMI 1640
suplementado a 10% de soro fetal bovino (SFB), mantida em estufa com 5% de CO., 95% de
umidade e 37 °C, sendo feitas trocas de meio e repiques sempre que necessario. O crescimento
e viabilidade foram observados diariamente em microscépio invertido até que a cultura
atingisse 90% de confluéncia para montagem dos experimentos de citotoxicidade (CALVO-
CALLE etal. (1994).

A viabilidade de células J774 foi avaliada através do método colorimétrico MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide) (MOSMANN, 1983). As células
foram ajustadas para 1x10* células/poco e tratadas por 72 h em diluicio seriada do extrato
etanolico e fragdo CHCIs com concentragdes entre 500 pg a 7,8 pug, em estufa de CO, a 37 °C
por 72 h. (concentracdes iguais).

Posteriormente foi adicionado 20 uL de MTT, a uma concentragdo de 5 mg.mL* diluido
em solucdo tampdo fosfato salino (PBS) 1x, sendo incubadas por mais 4h nas mesmas
condigdes de cultivo. Em seguida o sobrenadante foi retirado e adicionado 100 uL de DMSO
por pogo para a solubilizacdo dos cristais resultantes da reducdo do MTT, realizando a leitura

em seguida. A obtencdo dos valores de absorbancia resultante da solubilizacdo dos cristais de
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formazan foi obtida utilizando o leitor de ELISA Asys Expert Plus (Biochrom, Hollister, MA,
EUA) com comprimento de onda de 570 nm.

Os dados obtidos serdo utilizados para encontrar a concentragdo capaz de provocar a
perda de viabilidade de 50% (Concentragdo Citotoxica, CCsp) por meio da analise de regressao
linear, utilizando o programa Origin® 9.1, obtendo-se assim, a porcentagem de células viaveis
em relacdo as células controles. Foram considerados como controle de viabilidade as células
ndo tratadas, controle de morte as células tratadas com tampéo de lise e branco 0 mesmo meio
RPMI utilizado no restante da placa. Os testes de CCso foram realizados em triplicata por duas
vezes sob as mesmas condi¢cbes acima citadas para melhor garantia dos resultados
(MADUREIRA et al., 2002).

A viabilidade foi determinada com base na seguinte equacao:

Viabilidade (%) = (Absorbancia teste — Absorbancia Branco) X 100
(Absorbancia controle — Absorbancia Branco)

Com os valores de ICso e CCsp foi possivel obter o indice de seletividade (IS), sendo

calculado utilizando a formula:

indice de Seletividade = CCso células
ICso promastigotas

O valor do indice de seletividade mostra quantas vezes o extrato ou fragdo testada é mais
seletivo ao parasito em relacdo as células. Sendo que quanto maior o valor do IS, maior é

toxidade para o parasito em relacdo a célula (BEZIVIN et al., 2003).

4.5 Analise Estatistica

A anélise estatistica dos ICso e CCsp foi realizado com auxilio do programa estatistico
Origin® 9.1 em uma regresséo linear, com determinacéo do nivel de significancia para p<0,05.
Os dados foram expressos em médiatdesvio padrdo. Os valores encontrados forma comparados
utilizando o Teste de Tukey ao nivel de confianca de 95%. O teste foi realizado utilizando o
software Sisvar 5.6 (Build 86).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A literatura apresenta estudos que foram desenvolvidos a partir do conhecimento
popular na utilizacdo de produtos naturais (COUTO et al., 2016; CHAN-BACAB; PENA-
RODRIGUEZ, 2011). Os metabolitos secundarios, derivados de plantas de diversas familias,
tem sido avaliado quanto a sua atividade bioldgica, com finalidade de atuarem como possiveis
agentes terapéuticos.

Neste trabalho as fraces CHCIs, EtOAC e acetona e hexano provenientes do extrato
etanolico, dos bulbos da E. bulbosa, apresentaram as massas que estao descritas na tabela 2. As
fracbes CHCIs, EtOAcC e acetona foram testados quanto a atividade promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum, ja a fracdo hexanica, devido a baixa quantidade obtida, ndo foi
testada para os patdgenos.

Tabela 2: Massa das fracdes obtidos a partir do extrato etanélico.

Fracao Massa (g)
Hexano 0,167

CHCl; 1,824

EtOac 2,783
Acetona 3,416

5.1 Testes para classes de substancias

Os testes para classe de substancias realizado com extrato etanolico apresentaram
resultado positivo para terpenos, flavonoides, alcaloides e quinonas, conforme apresentados na
tabela 3.

Tabela 3: Resultados obtidos para teste de classe de substancias do extrato etandlico E.
bulbosa.

Classe de substancia Extrato etanolico
Esteroides Negativo
Terpenos Positivo

Flavonoides Positivo
Alcaloides Positivo
Saponinas Negativo
Quinonas Positivo

A andlise da classe de substancias é de primordial importancia no delineamento
experimental, relacionado a avaliacdo de determinadas patologias. Os flavonoides, alcaloides,

terpenos e quinonas tém recebido bastante atencdo nos ultimos anos, devido a diversas
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propriedades farmacoldgicas apresentadas por estas classes de substancias (SIMOES et al.,
2002).

LESTARI, KARTIKA, MARLIANA, 2019, realizaram estudo fitoquimico do extrato
etandlico da E. bulbosa, e quanto a anélise das classes de substancias, obtiveram resultados
positivo para alcaloides, flavonoides, taninos e quinonas. Novaryatiin e Ardhany (2019)
também realizaram estudo fitoquimico da E bulbosa e tiveram resultado positivo para
flavonoides, alcaloides, saponinas e taninos. Os resultados encontrados nas pesquisas citadas,
corroboram os resultados obtidos nessa pesquisa.

A atividade leishmanicida de alguns extratos tem sido atribuida aos flavonoides. Em
uma pesquisa realizada por Manjolin et al., (2013) foi constatado que flavonoides dietéticos
como fisetina (o alcaloide mais potente), quercetina, luteolina e 7,8-hidroxiflavona com
caracteristicas de baixa citotoxicidade sdo capazes de inibir a enzima arginase de L.
amazonensis.

As quinonas sdo conhecidas por apresentarem alta citotocixidade, e com isso serem
responsaveis por intensa atividade antitumoral, devido a suas estruturas quimicas apresentarem
unidade quinonoidica capaz de gerar intermediarios alquilantes, conhecidos por serem agentes
antineoplasicos biorredutores, através da ativacdo por reducdo de suas carbonilas quinonoidicas
(SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; LIN et al., 1984).

Quanto aos terpenos, resultados promissores foram encontrados por Santana et al.,
(2020), que avaliaram a 6leo-resina das espécies Protium altsonnii e Protium hebetatum. Nos
dois casos foram obtidos o a-pineno, para-cimeno e 1,8-cineol, demonstrando efeitos toxicos
para promastigotas e amastigotas em relacdo aos dois géneros de Leishmania, apresentando
uma baixa dose dependente.

5.2 Atividade leishmanicida

Para a utilizacdo de novos quimioterapicos em humanos, faz-se necessaria prévia
avaliacdo desses compostos in vitro e in vivo. Diversas substancias estdo sendo testadas como
quimioterapicos leishmanicida, sendo que as principais estdo direcionadas para a inibicdo de
vias metabdlicas vitais e especificas do parasita (BEZERRA, LEON, GENESTRA, 2004;
GARCIA et al., 2012). Infelizmente, a eficicia da maioria desses compostos foi determinada
apenas em estudos in vitro e, portanto, eles ainda estdo em estagios iniciais de ensaios pré-
clinicos para serem aplicaveis na prética clinica e a traducéo de seus resultados na pratica clinica

em um campo negligenciado (COLARES et al., 2013).
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A busca por novos farmacos com agédo leishmanicida é constante, principalmente pela
alta toxicidade dos farmacos de primeira escolha, como o glucantime e pentamidina (WHO,
2010). A avaliagédo da atividade leishmanicida in vitro de extratos de plantas baseados na
experiéncia popular é uma pratica comum, contudo, apenas uma pequena porcentagem desses
extratos realmente apresenta atividade antiparasitaria (MOREIRA et al., 2007).

A avaliacdo da atividade antipromastigota tem sido realizada em diversos trabalhos
como ensaio de triagem para atividade leishmanicida, o rastreamento feito em formas
promastigotas é facil, reproduzivel e rapido, no entanto, ndo sdo a forma infectante do parasita
em hospedeiros vertebrados, portanto essa avaliagdo deve ser complementada usando
amastigotas intracelulares em macréfagos (SOUZA et al., 2020; GARCIA et al., 2012). Para
avaliar a atividade leishmanicida de um composto, alguns critérios sdo considerados, dentre
eles: 1Cso, CCsp € indice de seletividade (MAHMOUDVANT et al., 2014). Um composto
natural é seguro quando apresenta o indice de seletividade maior que 10 (MANJOLIN et al.,
2013; MAHMOUDVANT et al., 2014).

Nesta pesquisa, para o extrato etanolico de E. bulbosa, na maior concentracao testada
(200 pg.mlIY) foi possivel observar a inibicdo do crescimento de formas promastigotas, 28%
para L. amazonensis e 70% para L. infantum. Para a L. amazonensis a concentragéo de 50 pg.ml
! inibiu apenas 3% das formas promastigotas e nio houve inibicdo para as demais
concentragdes. Para L. infantum a concentracdo de 50 pg.ml™t houve 47% de inibicdo e na
concentragio de 25 pg.ml?, 1% de inibicdo. Quanto as demais concentracdes ndo houve
inibicdo no crescimento de formas promastigotas.

Para a fracdo CHCIs de E. bulbosa foi possivel observar a inibicdo de formas
promastigotas na maior concentragdo testada (200 pg.mL™) de 99% para L. amazonensis e
100% para L. infantum. Para L. amazonensis a concentragdo 50 pg.mL™? inibiu 47% do
crescimento e para demais concentragdes ndo apresentou inibicdo. Para L. infantum a
concentragéo de 50 pug.mL™* houve inibicdo de 96%, e em 25 pg.mL™, 84% de inibicdo. Para
as demais concentragdes testadas ndo houve inibi¢do no crescimento de formas promastigotas.

A tabela 03 apresenta os resultados de atividade leishmanicida para o extrato EtOH e
fracdes (CHCIs, EtOAC e Acetona), podendo-se observar que para o extrato EtOH e fragdo
CHCI; foi possivel calcular o 1Cso, para L. infantum, enquanto para a L. amazonensis foi
possivel calcular ICsoapenas para a fragdo CHCls. Em relacéo as fracdes EtOAC e Acetona ndo
foi possivel determinar o 1Cso, pois para a maior concentracio testada, 200 pug.mL™, ndo houve

inibicdo de crescimento de formas promastigotas para as especies testadas.
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Tabela 4: Atividade leishmanicida in vitro do extrato etandlico e fragcdes da E. bulbosa frente
as formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum.
ICso (ug. mLY) (média+DP)

L. amazonensis L. infantum
Extrato EtOH >200 51,6 £0,71
Fracdo CHCls 50,1+ 0,0 21,85 + 3,32
Fracdo EtOAc >200 >200
Fracdo Acetona >200 >200
Pentamidina 1,0+ 0,0 1,32 + 0,22

ICso= Inibicdo de crescimento de 50% das promastigotas, +DP= resultados correspondem a média de
trés experimentos para cada amostra e desvio padréo.
(explicar na forma de texto)

A L. amazonensis apresentou o 1Cso para a fragdo CHCls, com valor de 50,1 pg.mL™.
Para L. infantum o valor de ICso, para o extrato etandlico foi de 51,6 pg.mL™ e para a fracio
CHCIl3 21,85 pg.mL* conforme apresentado na tabela.

O mesmo pode ser observado por Sousa et al., (2019), na atividade leishmanicida da
Tocoyena hispidula (Rubiaceae) do extrato etandlico e fragdes. As fracbes CHCIs (1C50=26,25
ug.mL?) e AcOEt (ICs0=29,77 pg.mL™) mostraram-se mais ativas que a fragdo MeOH
(ICs50=247,34 pg mL?1) e o extrato EtOH (IC5=105,19 pug mL™), demonstrando que o
fracionamento concentrou os principios ativos na fracdo CHClz e que a espécie possui
compostos ativos com polaridades diferentes.

Na busca de novos agentes leishmanicidas, Bezerra et al., (2006) também avaliou o
efeito de extratos de diversas plantas no crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis. Os extratos que apresentaram maior eficAcia em induzir a morte das
promastigotas foram de Julocroton triqueter  (Euphorbiaceae), Dichorisandra
(Commelinaceae) e Tephrosia cinérea (Fabaceae), com ICso 29,540 pg.mL™?, 329 pg. mL? e
43,6 ng. mL respectivamente. Ao observar os valores obtidos nesse estudo, a fragio CHCls
para L infantum apresentou melhor atividade mais efetiva do que os extratos testados por
Bezerraetal., (2006), enquanto a fragdo CHCIs para L amazonensis apresentou atividade menos
efetiva.

A inibicao no crescimento de formas promastigotas apresentadas pelo extrato etanolico
de E. bulbosa, pode ser atribuida a mistura de possiveis compostos identificados através do
teste para classe de substancias. Muitos compostos das classes dos alcaloides, terpenos,
flavonoides s&o descritos na literatura como eficientes agentes leishmanicidas (ARRUDA et
al., 2009; SEN; CHATTERJEE, 2011).
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Como observado nos resultados da presente pesquisa, a fragdo CHCIz que se apresentou
efetiva para ambas as espécies de Leshmania, pode estar relacionado a presenca de quinonas
nesta fracao. Ressaltando que Alves et al., (2003) isolou da fracao diclorometano da E bulbosa,
as quinonas eleutherine, eleutherol e isoeletherine, sendo estas moléculas provenientes de uma
fracdo organoclorada,

A literatura relata que as quinonas apresentam atividade leishmanicida, como é caso do
lapchol (SILVA et al, 2003) e da bis-2-hidrdxi-1,4-naftoquinona (ALVES et al, 2014).

A avaliacdo in vitro de quinonas isoladas da Auxemma oncocalyx Taub. foram avaliadas
em relacdo a promastigotas de L. brasiliensis, demonstrando 81-94%. No entanto, no teste in
vivo ndo demostrou ser efetiva contra a progressdo da infeccdo. Provavelmente por serem
altamente oxi-redutoras, as quinonas podem levar a formacéo de espécies reativas de oxigénio,
na cascata oxidativa e as promastigotas podem apresentar um efeito letal in vitro, quando em
contato com H202 (VIANA et al, 2015).

Sousa et al., (2021) realizaram avaliacdo de duas quinonas semisintéticas, em sigilo de
patente, e estes compostos demostraram com potencial no teste in vitro, para promastigotas
da L. major, com ICso de 0,44 e 0,03 pug.mL*, com agéo dose dependente. Os autores relatam,
que esses resultados sdo promissores, porém ha necessidade de avaliacdo citotoxica, bem

como do mecanismo de acéo.

5.3 Citotoxicidade

Diante dos resultados apresentados, fez-se necessario uma anélise citotoxica do extrato
etanolico e fragdo CHCI3 frente ao macrofago, a fim de verificar algum possivel efeito toxico
frente as células saudaveis.

Os resultados da atividade antipromastigota (ICso), frente a L. amazonensis e L. infantum
e citotoxicidade (CCso) frente a células J774, com extrato etandlico e fracdo CHCIz dos bulbos
da E. bulbosa estéo descritos na tabela 04.

Segundo Braga et al., (2007), a L. amazonensis esta associada com todas as formas
clinicas de leishmaniose e L. infantum é geralmente presente na forma visceral da doenc¢a, com
isso é esperado uma sensibilidade diferente desses parasitas em relacdo as amostras testadas.
De um ponto de vista geral, foi observado que as amostras testadas foram mais eficazes contra
as formas promastigotas de L. infantum quando comparada com as formas promastigotas de L.

amazonensis.
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Tabela 5: Atividade leishmanicida in vitro frente as formas promastigotas de L. amazonensis
L. infantum e analise de indice de seletividade frente a célula J774.

CCso (ug. mL™Y)

ICs0 (ug. mLY) (média +DP) (média+DP) IS
L. L.
amazonensis  infantum J774 ISt IS I
Extrato EtOH >200 ¢ 51,6 £0,71¢ 18,9+ 1,06 NR 0,36
Fracdo CHCIs 50,1+0° 21,8+332° 31,3+ 3,75 0,62 1,44
Pentamidina 1+0°2 1,32+ 0,222 6,62 + 3,75 6,62 5,01

ICs0= Inibicdo de crescimento de 50% das promastigotas, +DP= resultados correspondem a media de
trés experimentos para cada amostra e desvio padrdo, 1S=indice de seletividade: resultados foram
expressos calculando-se a razéo entre o valor da concentragdo citotoxica para a célula (CCso) e o valor
de inibicdo de crescimento 50% dos parasitos (ICsp). NR=ndo realizado. *Valores seguidos por letras
diferentes dentro de uma coluna séo significativamente diferentes em p <0,05. Fracdo acetona e EtOaC
ndo apresentaram inibicdo no crescimento de formas promastigotas.

Os resultados obtidos neste trabalho correspondem ao recomendado para extratos
promissores, sugerido por Cos et al., (2006), que utiliza como critério para associar relevante e
seletiva a atividade de extratos brutos de plantas, valores de 1Cso abaixo de 100 pg.mL?* A
fracdo CHCI; para L amazonensis apresentou 1Cso de 50,1 pug.mL™, que é duas vezes menor do
que o recomendado pelos autores e para L infantum apresentou ICso de 21,8 pg.mL™* quatro
vezes menor.

Amaral et al., (2006), sugeriram uma classificacdo da acdo de extratos vegetais sobre
parasitos flagelados, com base em valores de 1Csp, sendo: altamente ativo (ICso < 100 pg.mL"
1, ativo (100 < 1Cs0 <250 pg.mL™), moderadamente ativo (250 < 1Cso < 500 pg.mL™) e inativo
(1Cs0> 500 pg.mL™Y). De acordo com essa classificacdo a fragdo CHCIs foi altamente ativa tanto
para L amazonensis (50,1 ug.mL™) quanto para L infantum (21,85 pg.mL™), pois apresentaram
valores menores que 100 pg.mL™. Para L infantum o extrato etanélico (51,6 pg.mL™) também
pode ser considerado altamente ativo.

Garcia et al., (2012), testaram 48 extratos de 46 plantas cubanas de diversas familias
para validar a propriedade antiprotozoaria. 20 extratos apresentaram ICso <100 pg.mL™, dos
quais apenas 4 extratos (Bambusa vulgaris , Hura crepitans , Mangifera indica e Simarouba
glauca) exibiram atividade seletiva contra o parasita e foram avaliados contra formas
amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Destes, trés apresentaram inibicdo do

crescimento com valor de 1Cs<50 pg.mL?, que foram B. vulgaris, S. glaucae H.
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crepitans com valores 41,5 pug.mL?, 45,5 pg.mL%, e 27,7 pg.mL, respectivamente. Dentre as
espécies avaliadas, H. crepitans causou maior inibi¢cdo de formas promastigotas (ICso = 16,4
ug.mL™) e menor toxicidade contra a célula hospedeira (CCso = 390,5 pg.mL™) e IS (indice
de seletividade) = 24. H. crepitans é uma planta nativa da América tropical e é utilizada para
tratamentos de amebiase e contra outros protozoarios como o Plasmodium falciparum. De
modo geral, os extratos preparados de H. crepitans, B. vulgaris e S. glauca apresentaram
atividade leishmanicida promissora contra os dois estagios do parasita, tanto a forma
promastigota quanto a forma amastigota. Com isso, 0s autores sugeriram identificar e purificar
0s compostos ativos dessas plantas.

A partir dos valores de citotoxicidade (CCso) e inibicdo de crescimento (1Cso) de formas
promastigotas foi possivel calcular o indice de seletividade (IS). Conhecer o IS é fundamental
para garantir que, de fato, a inibicdo de um extrato é sobre o virus e ndo decorrente de uma
toxicidade sobre as células (Cos et al., 2006).

Mahmoudvant et al., (2014), consideram seguro um medicamento ou composto natural
seguro quando o indice de seletividade é maior que 10. O farmaco de referéncia utilizado como
controle positivo, a pentamidina, apresentou indice de seletividade de 6,62 e 5,01 para L.
amazonensis e L. infantum, respectivamente, confirmando a necessidade de estudos de
compostos promissores. Os resultados obtidos indicam que o extrato etandlico e fracdo CHCIs
apresentam baixo indice de seletividade, porém as amostras s@o biologicamente ativas contra
as espécies de Leishmania testadas. Sao possiveis fontes de protétipos leishmanicida, podendo
ser utilizadas em estudos posteriores para isolamento, identificacdo e confirmacgdo das
atividades avaliadas e se necessario, alteracdo nas estruturas quimicas para melhor agéo
bioldgica e reduzir a citotoxicidade.

De acordo com o Teste de Tuckey realizado, comparando os resultados de atividade
leishmanicida contra L. amazonensis e L. infantum, pode-se observar que L infantum apresentou
valores mais significativos tanto para o extrato EtOH quanto para fracdo CHCI3, quando
comparados aos valores de L. amazonensis, apresentando também melhor indice de

seletividade.
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6. CONCLUSAO

A E. bulbosa apresenta uma fonte promissora de substancias que possuem atividades
bioldgicas importantes. Em relagcdo aos constituintes quimicos, foi identificado a presenca de
terpenos, flavonoides, alcaloides e quinonas.

Os dados obtidos experimentalmente favorecem o aprofundamento dos estudos
utilizando o extrato EtOH e a fragdo CHCIs pois apresentam valores abaixo do que o
recomendado podendo fornecer uma fonte potencial de compostos ativos.

O extrato etanolico foi ativo somente para a espécie de L. infantum (ICsode 51,6 pg/mL).
Das 03 fracdes testadas somente a CHCI; foi ativa para as duas espécies, apresentando valores
de I1Cso de 50,1 para L. amazonensis e de 21,85 ug/mL para L. infantum.

Os resultados obtidos indicam que o extrato etandlico e fracdo CHCIz apresentam baixo
indice de seletividade, porém as amostras sdo biologicamente ativas contra as espéecies de
Leishmania testadas.

A E. bulbosa pode ser uma fonte promissora de moléculas ativas, especialmente
compostos provenientes da fragdo CHClIs. Para tal, estudos futuros sdo necessarios quanto ao
isolamento, identificacdo de compostos, possiveis modificacBes estruturais e realizacdo de
experimentos que possam confirmar a atividade leishmanicida e citotoxica das moléculas
isoladas e seus derivados, ressaltando que uma molécula de escolha precisa apresentar uma boa

atividade e baixa citotoxicidade.
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