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Resumo: Leishmaniose é uma doenga causada por protozoarios do género Leishmania,
sendo esses transmitidos por um inseto vetor, mosquito palha, e que pode apresentar
como hospedeiro animais silvestres ou domésticos e o homem. A apresentacao clinica da
doencga pode variar de cutanea, mucocutanea, cutanea difusa a visceral. Considerando
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a diversidade da flora nacional e seu potencial biologico, assim como o fato que nosso
pafs constitui-se em area endémica de leishmanioses, o presente trabalho objetivou
analisar as espécies Calyptranthes tricona, Eugenia anomala, Eugenia pitanga, Eugenia
pyriformis, Myrciaria plinioides, Myrrhinium atropurpureum e Psidium salutare quanto a sua
atividade leishmanicida in vitro contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis.
Extratos aquosos e hidroalcoolicos foram preparados através de decocgao e maceragao,
respectivamente. A atividade leishmanicida dos extratos foi analisada in vitro contra
formas promastigotas de L. amazonensis empregando-se adaptagao do ensaio de MTT. Os
extratos hidroalcodlico e aquoso de M. plinioides, extrato hidroalcoolico de E. pyriformis
e extrato aquoso de P. salutare apresentaram atividade significativa, comparavel ao
farmaco padrao, pentamidina. Dessa forma, tem-se como perspectiva a continuidade
dos estudos com essas espécies a fim de elucidar constitui¢ao quimica e outros aspectos
relativos a atividade biologica.

Palavras-chave: Atividade leishmanicida. Leishmania amazonenses. Myrtaceae. Bioma
Pampa. Bioma Mata Atlantica.

1 INTRODUCAO

Leishmaniose & uma doenga infecciosa causada por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania, que pode se apresentar em diferentes
apresentagdes clinicas: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea difusa (LCD). A
doenga é considerada uma antropozoonose por apresentar um hospedeiro
invertebrado, flebotomineos, conhecido popularmente como mosquito palha,
o qual é responsavel pela transmissao das formas promastigotas a animais
silvestres e domésticos, assim como a humanos. No hospedeiro vertebrado,
a forma promastigota é endocitada pelos macrofagos, onde se transforma na
forma amastigota e desta forma propaga a infec¢ao (REY, 2002; MICHALICK,
2003; CAMARGO, 2008; BRASIL, 2014).

As leishmanioses geralmente afetam populacdes de regides tropicais e
subtropicais, com baixo poder econdmico e que residem nas areas periurbanas.
A transmissao da doenga, que se restringia a areas proximas a florestas, tem se
ampliado, fato relacionado a mudangas ambientais, climaticas e econdmicas,
entre outras. A dificuldade no tratamento de leishmanioses relaciona-se
a inexisténcia de vacinas para humanos, assim como a eficacia relativa e
toxicidade dos farmacos existentes. Pelas caracteristicas listadas, leishmaniose
é considerada uma Doenca Negligenciada Tropical (DNT) pela Organizagao
Mundial da Satide (OMS) (GARCIA et al., 2011; BOECHAT; MAGALHAES,
2012; DIAS et al., 2013; WHO, 2015; GILLESPIE et al., 2016; WHO, 2016).

Segundo a OMS, anualmente, 300.000 novos casos de LV e um milhao
de novos casos de LC ou LMC sao registrados, o que totaliza aproximadamente
1,3 milhtes de pessoas atingidas pela doenga. Soma-se, ainda, 50.000 mortes
que podem ser causadas, anualmente, por leishmanioses. O Brasil & uma area
endémica de leishmanioses — visceral, cutanea e mucocutanea. Entre 2016 e o
inicio de 2017, trés casos de dbitos por LV foram registrados no Rio Grande do
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Sul, no municipio de Porto Alegre, além de outros dois casos que evoluiram
para cura com o tratamento (WHO, 2015; WHO, 2016; RIO GRANDE DO SUL,
2017).

No Brasil, a forma visceral da doenga & causada por Leishmania
donovani, enquanto que as formas cutanea e mucocutanea sao provocadas pela
infeccao com Leishmania tropica, Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis
(CAMARGO, 2008). Considerando o impacto sanitario de leishmanioses
e a possibilidade de desenvolvimento de novos medicamentos a partir de
fontes naturais, como plantas, o presente estudo objetivou avaliar a atividade
leishmanicida in vitro contra formas promastigotas de L. amazonensis de extratos
hidroalcoolicos e aquosos de espécies pertencentes a familia Myrtaceae, nativas
do Rio Grande do Sul.

A familia Myrtaceae encontra-se distribuida entre diferentes biomas
brasileiros, como a Floresta Atlantica, o Pampa, a Restinga e o Cerrado, sendo
uma das principais familias da flora de nosso pais (SOUZA; LORENZI, 2012).
Espécies pertencentes a familia sdo empregadas popularmente com diferentes
finalidades, como por exemplo, no tratamento de diarreia, asma e inflamagdes
(Myrciaria cauliflora, jabuticabeira); no tratamento de malaria (Myrciaria dubia);
no tratamento de diarreias, febre e reumatismo (Eugenia uniflora, pitangueira)
(CORREA, 1984; SIMOES et al., 1989; LORENZI; MATOS, 2002; BOSCOLO;
VALLE, 2008; RUIZ et al., 2011). Contudo, estudos sobre atividade biologica
de espécies nativas dos biomas Mata Atlantica e Pampa, como Calyptranthes
tricona, Eugenia anomala, Eugenia arenosa, Eugenia pyriformis, Myrciaria plinioides,
Myrrhinium atropurpureum e Psidium salutare, sdo escassos, sendo essas alvo do
presente trabalho.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material vegetal, constituido de folhas de espécies nativas da familia
Myrtaceae, foi coletado em diferentes municipios do Rio Grande do Sul,
sendo sua identificagdo realizada pela Professora Dra. Elisete Maria de Freitas,
botanica da Universidade do Vale do Taquari - Univates. Exsicata de cada
espécie foi depositada no Herbario do Vale do Taquari (HVAT), do Museu de
Ciéncias Naturais da Univates (Quadro 1).
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Quadro 1. Espécies da familia Myrtaceae, nativas do sul do Brasil, empregadas

no estudo
. Local de coleta/ X
Espécie Nome popular ] Exsicata
Bioma
Calyptranthes tricona . Lajeado
guaburiti® L HVAT 4496
D.Legrand Mata Atlantica
Eugenia anomala Alegrete
—————— HVAT 4058
D.Legrand Pampa
Eugenia pitanga (O.Ber Alegrete
'g pitanga ( & pitanga-do-campo® & HVAT 4052
Nied. Pampa
Eugenia pyriformis i Cruzeiro do Sul
uvaia? . HVAT 3833
Cambess. Mata Atlantica
Muyrciaria plinioides camboim, cambuim | Lajeado
. HVAT 1066
D.Legrand or cambui® Mata Atlantica
Myrrhinium atropurpureum Canudos do Vale
carrapato, pau-ferro?® . HVAT 2718
Schott Mata Atlantica
Psidium salutare var.
, ) Alegrete
sericeum (Cambess.) araga-do-campo® HVAT 4051
Pampa
Landrum
2 Sobral et al., 2013.
® Flora Digital, 2010.

2.2 Preparacao dos extratos

As folhas das espécies analisadas foram secas em temperatura ambiente
e, apos, trituradas em liquidificador industrial (Metvisa®). Amostras das
espécies foram submetidas ao processo de maceragdo com etanol 90%, na
proporg¢ao 1:10 de droga:solvente (m/v), por 7 dias, obtendo-se, desta forma, os
extratos hidroalcodlicos. Na preparagao de extratos aquosos, o material vegetal
foi misturado com agua fervente, na proporgao 1:10 de droga:solvente (m/v),
e subsequente fervido por 15 minutos. Apos a realizagao de cada processo
extrativo, o produto resultante foi filtrado e concentrado em evaporador
rotatorio sob pressao reduzida (Rotavapor® R-100, Buchi Labortechnik), em
temperatura inferior a 50 °C, para eliminagao total do solvente.
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2.3 Avaliagao da atividade leishmanicida in vitro contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis

2.3.1 Amostras

Na avaliac¢ao da atividade leishmanicida in vitro foram empregadas
aliquotas dos extratos hidroalcodlicos e dos extratos aquosos das espécies C.
tricona, E. anomala, E. arenosa, E. pyriformis, M. plinioides, M. atropurpureum e P.
salutare.

2.3.2 Parasitos

Promatisgotas de L. amazonensis (cepa MHOM/BR /77 /LTB0016) foram
cultivados em meio Schneider, pH 7,2, suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB), mantidos em estufa de demanda bioquimica de oxigénio
(BOD) a 26 °C. Os parasitas foram coletados no quarto dia de cultivo, quando
a porcentagem de formas infectantes (promastigotas metaciclicas) & maior,
contados em camara de Neubauer e ajustados a uma concentragao de 1x10”
parasitas/mL, usando o sobrenadante como diluente.

2.3.3 Ensaio in vitro de avalia¢ao da atividade leishmanicida

Aliquotas das amostras ou de isetionato de pentamidina (Sideron®, Itaca
Laboratorios), farmaco empregado como padrao, foram dissolvidos em solugao
aquosa de dimetilsulfoxido (DMSO) (10 mg/mL). A concentragao de DMSO
nas solugdes empregadas no ensaio nao ultrapassou 1,4% (v/v), concentragao
maxima em que o reagente nao provoca toxicidade para os parasitos (CANTO-
CAVALHEIRO et al., 1997).

O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos de fundo chato (Costar,
Corning Incorporated). A cada pogo foi adicionado 100 pL da suspensao de
promastigotas, na concentracao de 1x10” parasitas/mL. Aliquotas das amostras
ou do padrao foram adicionadas a primeira linha de pogos, realizando-se
dilui¢ao seriada. As amostras foram testadas em concentragdes que variaram
de 0,156 a 80 ng/mL. As placas foram incubadas, em estufa BOD, por 24 horas,
a 26 °C.

Os promastigotas viaveis foram avaliados empregando uma versao
modificada do ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolio (MTT) (DUTTA et al., 2005). Aliquota de 22 pL de solugao de MTT
0,5% foi adicionada a cada pogo e a placa foi incubada, ao abrigo da luz, por
4 horas. Apos, 80 pL de DMSO foi adicionado a cada pogo e a absorbancia foi
determinada em 570 nm, empregando-se espectrofotometro de microplacas
(nQuant™, BioTek). A percentagem média de promastigotas viaveis foi
calculada a partir da formula:
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Meédia da absorbéancia - parasitos tratados _ x 100
Media da absorbéancia - parasitos ndo tratados

Os valores de IC, para as amostras e padrao, isto €, a concentragao que
inibe o crescimento dos parasitos em 50%, foram determinados.

2.3.4 Analise estatistica da atividade leishmanicida

O ensaio foi realizado em triplicata e em trés experimentos
independentes. Os valores de IC,, foram determinados por analise de regressao
logaritmica, empregando o software GraphPad Prism 5.0, sendo os resultados
da atividade leishmanicida in vitro expressos como média + desvio-padrao.
Os resultados obtidos foram analisados empregando-se teste t de Student,
empregando o software BioEstat 5.0, considerando-se valor de p < 0,05 como
diferenca significativa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, L. amazonensis causa ulceragdes na pele e nas mucosas, estando
associada com diferentes formas clinicas de leishmaniose, incluindo cutanea,
mucocutanea, cutanea difusa e visceral (LEON et al., 1990; WHO, 2010). A
realizagao de ensaios para avaliagao de atividade leishmanicida com formas
promastigotas apresenta vantagens em comparagao com o uso de formas
amastigotas, como facilidade de execugdao e menor custo, sendo uma estratégia
de screening na busca de novas moléculas bioativas (SIQUEIRA-NETO et al.,
2010).

Extratos aquosos e hidroalcootlicos de folhas de espécies da familia
Myrtaceae tiveram seu potencial leishmanicida in vitro avaliado contra formas
promastigotas de L. amazonensis. Isetionato de pentamidina foi utilizado como
farmaco padrao no ensaio e apresentou valor de IC,, de 23,22 + 9,04 pug/mL.
Os extratos hidroalcoolico e aquoso de M. plinioides, assim como o extrato
hidroalcodolico de E. pyriformis e o extrato aquoso de P. salutare, foram tao ativos
quanto a pentamidina contra promastigotas de L. amazonensis, apresentando
valores de IC, de 8,77 + 3,77 ng/mlL, 9,21 + 3,31 ng/mL, 14,42 + 7,48 ug/mL e
37,03 + 8,01 ug/mL, respectivamente (TABELA 1).
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Tabela 1. Valores de IC_ (ng/mL) de extratos hidroalcotlicos e aquosos de
folhas de espécies da familia Myrtaceae, nativas do sul do Brasil, contra formas
promastigotas de Leishmania amazonensis

IC,, (ng/mL)

Espécie/Extrato .
L. amazonensis

Calyptranthes tricona

Extrato hidroalcoolico >80 ng/mL

Extrato aquoso >80 ng/mL
Eugenia anomala

Extrato hidroalcodlico > 80 pg/mL

Extrato aquoso > 80 ng/mL

Eugenia pitanga

Extrato hidroalcoodlico

48,51 + 2,02

Extrato aquoso >80 pg/mL
Eugenia pyriformis
Extrato hidroalcooblico 14,42 + 7,48

Extrato aquoso

Myrciaria plinioides

50,41 + 5,26*

Extrato hidroalcodlico 8,77 £ 3,77

Extrato aquoso 921 +3,31
Myrrhinium atropurpureum

Extrato hidroalcodlico 45,24 + 5,90*

Extrato aquoso > 80 ng/mL
Psidium salutare

Extrato hidroalcoblico 59,37 + 5,97*

Extrato aquoso 37,03 = 8,01
Isetionato de pentamidina® 23,22 +9,04

“Farmaco padrao
*Valores sao estatisticamente diferentes do farmaco padrao (p < 0.05).
Resultados expressos como média dos valores + desvio-padrao

Os extratos hidroalcoolicos de E. pitanga, M. atropurpureum e P. salutare,
assim como o extrato aquoso de E. pyriformis, demonstraram moderada
atividade contra L. amazonensis, com valores de IC,  de 48,51 + 2,02 ng/mL, e
45,24 + 5,90 ng/mkL, 59.37 + 5.97 ng/mL e 50,41 + 5,26 ng/mL, respectivamente.
Entretanto, os extratos aquoso e hidroalcoolico de C. tricona e E. anomala, assim
como os extratos aquosos de E. pitanga e M. atropurpureum, foram inativos, com
valores de IC_ superiores a 80 ng/mL (TABELA 1).
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Espécies pertencentes a familia Myrtaceae tém sido avaliadas quanto a
sua potencial atividade leishmanicida. Dessa forma, agao leishmanicida contra
formas amastigotas de L. amazonensis foi observada para fragdes isoladas a
partir do extrato folhas de Blepharocalyx salicifolius, em concentracdes que
variaram de 19 a 29 ng/mL (SIQUEIRA et al., 2010). Estudos realizados com
extratos de Campomanesia eugenioides, de Myrcia linearifolia e de Psidium guajava,
nao demonstraram agdo in vitro consideravel contra formas promastigotas de
L. amazonensis, com valores de IC_ superiores a 100 ng/mL (LUIZE et al., 2005;
MOURA-COSTA et al., 2012; COSTA et al., 2014).

Enquanto que estudos realizados com espécies do genero Eugenia
demonstraram o potencial do extrato hexanico de frutos de E. umbelliflora
contra formas promastigotas de L. amazonensis e L. brasiliensis, com valores
de IC,, de 14,3 pg/mL e 5,7 ng/mL, respectivamente (CECHINEL FILHO et
al., 2013). Contudo para extratos hexanico e metanolico de folhas E. uniflora
nio se verificou atividade promissora contra formas promastigotas de L.
amazonensis, apresentando valores de IC,; maiores que 200 ng/mL e 250 pg/
mL, respectivamente (BRAGA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2014).

O emprego de plantas tem desempenhado papel de destaque no
desenvolvimento de farmacos e o uso de abordagem multidisciplinar,
combinando, por exemplo, metodologias de sintese combinatoria e
manipulagao de vias biossintéticas, poderao otimizar a cadeia produtiva

(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 1999; HOSTETTMANN et al., 2008;
NEWMAN; CRAGG, 2016). A partir do presente estudo foi possivel identificar
o potencial das espécies E. pyriformis, M. plinioides e P. salutare, as quais
apresentaram atividade comparavel ao farmaco padrao, pentamidina, contra
formas promastigotas de L. amazonensis.

No Brasil sdo encontrados seis biomas: Amazdnia, Mata Atlantica,
Caatinga, Cerrado, Pantanal e Pampa. O bioma Pampa localiza-se
exclusivamente na metade sul do Rio Grande do Sul, ocupando 63% do
territorio do Estado, sendo o restante ocupado pela Mata Atlantica (IBGE, 2004).
O bioma Pampa apresenta vegetagao diversificada e adaptada ao clima, ao solo
e ao manejo, contudo esta tem sofrido modificacbes em fungao da expansao da
pecuaria, da agricultura e da silvicultura, bem como da urbanizagao. Assim,
54% da area deste bioma nao apresenta mais vegetagao original, enquanto que
apenas 7,48% do bioma Mata Atlantica é remanescente no Estado (BOLDRINI,
2009; BRASIL, 2011; OVERBECK et al., 2013).

Espécies nativas do bioma Pampa, como E. anomala, encontram-se em
perigo de extingao (RIO GRANDE DO SUL, 2014). A presenga de E. anomala e E.
pitanga foirelatada em areas de areais no bioma Pampa, sendo essas consideradas
espécies mais resistentes por apresentarem raizes profundas e folhas coriaceas
(FREITAS et al., 2010). O crescimento dessas espécies em condi¢des adversas
pode favorecer a produgdao de metabolitos secundarios distintos ou em maior
concentragao a fim de torna-las mais resistentes ao meio, tornando-as atrativas
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como possiveis fontes de moléculas bioativas, ainda o risco de extingao das
mesmas denota a importancia de estudos interdisciplinares.

A perspectiva de uso de espécies nativas como possivel fonte para
o desenvolvimento de medicamentos refor¢a a necessidade e relevancia de
estudos sobre a manutengao dessas espécies, prioritariamente daquelas em
perigo de extingao, como E. anomala (RIO GRANDE DO SUL, 2014). Valls et al.
(2009) expdem a preocupagao com a exploragao de espécies nativas e sugerem a
criagao de programas de adaptagdo ao cultivo, assim como o desenvolvimento
de conhecimento cientifico sobre a variabilidade genética destas, a fim de evitar
o extrativismo.

4 CONCLUSAO

Os resultados observados para os extratos hidroalcodlico e aquoso
de M. plinioides, extrato hidroalcoolico de E. pyriformis e extrato aquoso de P.
salutare s@io promissores, uma vez que esses apresentaram acio leishmanicida
comparavel a pentamidina. Além disso, a agdo demonstrada por estes extratos
destaca-se entre aqueles apresentados por outras espécies pertencentes a familia
Myrtaceae. Assim, vislumbra-se a perspectiva de continuidade dos estudos
com essas espécies, englobando a constitui¢ao quimica dos extratos, a avaliagao
da atividade leishmanicida contra formas amastigotas e a citotoxicidade
em macrdfagos, além de elucidagao de possiveis mecanismos envolvidos na
atividade biologica.
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