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Resumo

As leishmanioses atigem dois milhoes de pessoasampor ocorrendo principalmente em
paises subdesenvolvidos. Além disso, muitos dosicareeéntos usados para trata-las sao
toxicos, dificeis de administrar e pouco efetivigsse sentido, a busca por novas drogas
mais eficazes e menos toxicas ainda € necessaativifade leishmanicida dos extratos das
folhas deDioclea grandiflora foi avaliadain vitro utilizando formas promastigotas de
Leishmania chagasie Leishmania amazonensi€ extrato aquoso d®. grandiflora
apresentou G de 300 pg/mL frente as duas espécies e induziodgugdo de éxido nitrico
em macrofagos peritoneais. Alteragcdes na morfolegiaotilidade das formas promastigotas
de L. amazonensiforam observadas através de microscopia conf@da a tratamento com

0 extrato aquoso. O extrato aquoso também mostiadaale frente cepas d&taphylococcus
aureus causador de infec¢Bes secundarias nas Ulcesisnianidticas, com CIM de 1.562
png/mL. Os resultados, em conjunto, mostram quextstes deDioclea grandifloratém

potencial para o isolamento de fragbes e de subataioom potencial leishmanicida.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniasaude publica, produtos naturddoclea grandiflora



Abstract

Leishmaniasis are diseases which affects 2 millp@ople annually, besides affecting
developed and undeveloped countries. The availdd@depy for leishmaniasis still causes
serious side effects. Many of the drugs used &t theem are toxic, difficult to administer, and
are more than 50 years old. In this sense, thelsdar new drugs more effective and less
toxic is still needed. In the present study, leiahraidal activity of the crude extracts isolated
from leaves of th@®ioclea grandiflorawas evaluateth vitro usingLeishmania chagasand
Leishmania amazonengisomastigotes. Promastigotes viability was analyeed the 1G, of
agqueous extract was 300 pg/mL against both spéeldes extract increased more nitric oxide
production by the macrophage in comparison to eatdd macrophages. Changes in
morphology and motility of promastigotes bf amazonensisvere observed by confocal
microscopy after treatment for 72 hours with theesmys extract. Furthermore, the aqueous
extract showed activity against strainsStéphylococcus aureusausing secondary infections
in leishmanial ulcers, with MIC of 1.562 pg/mL. Eatogether our results show that extracts
of Dioclea grandiflorahave a great potential to isolation of more selecsubstances that

could be a promising agent against leishmaniasis.

KEYWORDS: Leishmaniapublic health, natural producBBjoclea grandiflora
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1. APRESENTACAO

As leishmanioses estéo entre as patologias infeggiparasitarias de maior incidéncia
no mundo, ocorrendo em regides tropicais e sulmagp(MOITINHOet al, 2009; MONTE
NETO et al, 2011). Sdo causadas por protozodarios paragiasencentes ao género
Leishmania,os quais sdo transmitidos ao homem e a outros m@wiftravés da picada da
fémea do insetd_utzomyia spp. (FIGUEIRAL, et al, 2008; NEITZKE et al, 2008;
MACHADO et al,, 2010).

As leishmanioses assumem varias formas clinicadenutn acometer a pele, as
mucosas e as visceras, dependendo da espédieigtenaniae da resposta imune do
hospedeiro (FIGUEIRAL,et al, 2008; NUNES, 2008). Estas patologias tém ampla
distribuicdo na Asia, Africa e América Latina, ossrdo em 88 paises e atingindo mais de 14
milhdes de pessoas, com um acréscimo de dois miltdeasos novos e 57.000 mortes por
ano. Além disso, estima-se que 350 milhdes deopessvem em areas de risco de infec¢ao
(NEITZKE et al, 2008; MACHADOet al, 2010; MONZOTEet al, 2010; MONTE NETO
et al, 2011).

No Brasil, as leishmanioses estdo presentes erms arbanas e suburbanas, sendo a
espécid_eishmania chagasy principal agente etiolégico da leishmaniose erigk; enquanto
Leishmania amazonensésti associada a forma cutdnea da doenca (MONTIEONE al.,
2011). Existem aproximadamente 30.000 casos redifis anualmente sendo por esta razao
considerada endémica (MOITINH@t al, 2009). As diferentes formas clinicas da
leishmaniose constituem um grave problema de said#ica em varios paises em
desenvolvimento (FIGUEIRALet al, 2008). Apesar dos grandes progressos feitos na

compreensao da bioquimica e da biologia molecuwapatasita, os tratamentos de primeira
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escolha ndo apresentam eficacia e aplicabilidasejadas, além de serem téxicos (GONTIJO
e MELO, 2004; NUNES, 2008).

As leishmanioses ainda séo parasitoses asso@agdabreza e por tanto, oferecem
pouco incentivo comercial para as companhias fa@oteas, retardando-se o
desenvolvimento de medicamentos efetivos e bara&ossiderando as dificuldades em
relacdo a terapéutica e a auséncia de vacinasgéaaia na busca de novas drogas, dentre as
quais se incluem os fitoterapicos (BEZERRB#al.,, 2006).

As plantas sdo importantes fontes para a investalge produtos biologicamente
ativos. Cerca de um quarto dos medicamentos etestero mercado possuem extratos em
suas composicoes, alguns dos quais tém sido, mejustilizados como matéria-prima de
drogas semi-sintéticas (BEZERRAalL, 2006; MOREIRAet al, 2007).

Extratos deDioclea grandifloraMart. ex. Benth (Fabaceae), proveniente de reglées
Caatinga e Cerrado do Brasil, sdo exemplos de fosdaturais que estdo sendo investigados
(BATISTA, ALMEIDA e BHATTACHARYYA, 1995). A espéa D. grandiflora conhecida
popularmente como Olho-de-boi e Mucuna, é usadaathicina popular como analgésicos no
tratamento de calculos renais e doengcas de proBEIISTA, ALMEIDA e
BHATTACHARYYA, 1995; BARREIROS, 2000). Em outros tedos, varios testes
especificos foram realizados com modelos animas \atro, relatando a possibilidade de
efeito sedativo, anticonvulsivante e ansiolitictéma das atividades como analgésica e
antimicrobiana (DE ALMEIDAet al, 2010; SAet al, 2010; SILVAet al, 2010).

Pesquisas tém demonstrado o0 uso popular de plantiiatamento das leishmanioses
tanto por via oral, como na aplicacdo topica sddwelesdes cutdneas. Muitos vegetais
apresentam em sua composicao substancias deseitidsratura como eficazes na atividade

leishmanicida (BEZERRAet al, 2006). Porém, esses tratamentos sdo empiriposia se
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sabe sobre sua real eficacia, uma vez que na larshse tegumentar americana pode ocorrer
a cura espontanea das lesdes (MORE#RAL, 2007).

A investigacdo dos efeitos antiparasitarios e grandiflora, frente ao género
Leishmaniafacilitaria o aprimoramento dos estudos de esgégegetais para o fornecimento
de dados cientificos na sintese de novos farméesiecendo o uso de plantas medicinais
utilizadas pela populacdo. Esse procedimento itonatm mecanismo dentro da medicina
moderna, onde a formulacdo farmacéutica possaegpna e eficaz, aliada aos estudos
farmacoldgicos (FETROW e AVILA, 2000). Além dissoetodologias adotadas no presente
estudo, como a cultura de parasitas, sao relevaatesestudos preliminares de substancias
antiparasitarias, constituindo-se um dos requisieopré-selecéo para estudosivo.

O objetivo principal dessa pesquisa foi investigaatividade leishmanicidia vitro
dos extratos d®. grandiflora Para tal, foi feita uma analise preliminar dosra®s por
cromatografia de camada delgada; avaliado os sfaitts extratos na proliferacdo da
Leishmania chaga® Leishmania amazonengsisa morfologia dos parasitas e na producao de
oxido nitrico por macrofagos peritoneais tratadogie@ tratados com os extratos. Além disso,
foi investigada a atividade antimicrobiana d& grandiflora frente as cepas de
Staphylococcus aureusausador de infecges secundarias nas Ulceshsianioticas.

Este trabalho serd desmembrado em duas partesmAiga, a fundamentacéo teorica

do estudo; e a segunda, o artigo original, referexds resultados obtidos na avaliagao
experimental desenvolvida durante o mestrado, ulatib: “Atividade leishmanicida e

antimicrobianan vitro de Dioclea grandifloraMart. ex. Benth., Fabaceae”.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Leishmanioses

2.1.1 Consideractes Gerais

As leishmanioses sdo doencas endémicas que ocerrewarias partes do mundo,
ocasionando um elevado indice de morbidade e nuati. Os agentes etiologicos das
leishmanioses séo protozoarios digenéticos, pentées a familia Trypanosomatidae e ao
géneroLeishmania possuindo um ciclo de vida que se alterna enbie kdospedeiros, no
caso, um vertebrado e um inseto (CAMARGO e BARCIN2KO03; MOREIRAet al, 2007
SANTOS, YOSHIOKA e MIYAGUI, 2008).

De acordo com o tipo de leséo que causam e de aljoanacteristicas imunologicas e
moleculares, cerca de 18 espécies de leishmaniasn fadentificadas (CAMARGO e
BARCINSKI, 2003). Oito principais espécies de lamstmias causam, pelo menos, trés formas
distintas da doenca no homem: Leishmaniose Cut@ingigshmania tropica Leishmania
major), Leishmaniose Mucocutanealef{shmania braziliensjs Leishmania mexicana
Leishmania amazonenyi®e Leishmaniose VisceralLéishmania donovanilLeishmania
infantum; Leishmania chagaki(LAINSON e SHAW, 1978; BARRAL-NETCet al,1998;
HANDMAN, 2000)

As leishmanias apresentam duas formas morfolégidsi@ogicamente distintas:
promastigota e amastigota. A forma promastigotaxtéaeelular e é encontrada no trato
digestivo dos hospedeiros invertebrados ou em nugosultura apropriados. Essa forma é
fusiforme e com longo flagelo livre, mede cerca & micrébmetros e possui nucleo,
citoplasma e cinetoplasto (NAKAMURAet al, 2006; NUNES, 2008; SANTOS,

YOSHIOKA e MIYAGUI, 2008).
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A forma amastigota € obrigatoriamente parasitaaceiular em vertebrados, €
encontrada nas células do Sistema Fagocitico Matesm) parasitando principalmente
macrofagos. E arredondada ou oval e com curto lflagee ndo se exterioriza, mede de
quatro a seis micrometros de comprimento por doisdmetros de didmetro, contém nucleo,
cinetoplasto e um vacuolo. Em ambos os casos]madgcvida consiste em divisdo assexuada,
ou seja, divisdo binaria (NAKAMURAL al, 2006; NUNES, 2008; SANTOS, YOSHIOKA e
MIYAGUI, 2008).

As leishmanias séo transmitidas por meio da picdelamosquitos hematéfagos
pertencentes a subfamilia Phlebotominae e ao géngromyia A infeccdo do hospedeiro
invertebrado ocorre durante o repasto sangiindéndea. Ao picarem o homem ou animais
silvestres infectados os insetos ingerem macréfagmsendo formas amastigotas de
leishmanias (SANTOS, YOSHIOKA e MIYAGUI, 2008).

No intestino médio do inseto, as leishmaniasassformam em flagelados pequenos,
ovoides e pouco moveis, com alta taxa de multipioa Apds alguns dias, surgem as formas
promastigotas delgadas e longas, que se fixam Hasidades intestinais do inseto e
estabelecem migracao para as por¢oes anterioteaaligestdrio, enquanto se transformam
em promastigotas metaciclicas (CAMARGO e BARCINSXJ03; NUNES, 2008).

Os hospedeiros vertebrados sao infectados quans@$opromastigotas metaciclicas
sao regurgitadas pelas fémeas ao picarem suaasiiGAMARGO e BARCINSKI, 2003;
NUNES, 2008). As promastigotas sdo internalizadaasvés de endocitose mediada por
receptores na superficie do macrofago. Dentro dolifossomo, elas se transformam em
amastigotas que se multiplicam por divisdo bin@idNES, 2008). Na auséncia de controle
parasitario da célula hospedeira, esta se rompamastigotas liberados serdo internalizadas
por outros macrofagos (CAMARGO e BARCINSKI, 2008).ciclo esta demonstrado na

figura 1.
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Figura 1- Ciclo bioldgico dd_eishmaniaspp. Adaptado de: VILLARREAL, 2008.

O periodo de incubacgéo da infeccdo vai desde adentto agente no organismo até o
aparecimento dos sinais clinicos. Varia de 10 did4 meses, sendo em média dois a quatro
meses. O periodo de transmissibilidade ocorre engumersistir o parasitismo na pele ou no
sangue circulante (SANTOS, YOSHIOKA e MIYAGUI, 2008io homem, os parasitas se
encontram principalmente no bago, medula 6sseajagdj devido & menor temperatura
corporea. Além disso, o individuo uma vez contadingera o parasita em seu organismo,
podendo haver recidivas em casos de queda de iadiSANTOS, YOSHIOKA e
MIYAGUI, 2008).

Apesar de serem todas inoculadas na pele, espdsi@istas de leishmanias tém
preferéncias por orgaos diferentes, causam les@srea ou menores, produzem ou nao

metéstases e podem ser ou ndo auto-curaveis. mdoagnidade permanente ou temporéaria
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e as vezes nenhuma. Esses fatores e suas possivdigiacoes sdo 0s responsaveis pelas

diversos quadros clinicos das leishmanioses (CAMAR@GARCINSKI, 2003).

2.2 Formas clinicas das leishmanioses

A forma tegumentar (cutédnea) pode ser, por sua saadivida em leishmaniose
cutanea-localizada, cutaneo-difusa e cutanea-mu¢hNgeK AMURA et al, 2006). A
leishmaniose cutanea caracteriza-se pela formagancdras Unicas ou multiplas confinadas
na derme (geralmente uUlceras profundas), princialen nas areas expostas do corpo,
apresentando grande densidade de parasitas nasshaad lesdes nas fases iniciais, o que
tende a reduzir nas ulceras crbnicas. (CAMARGO &kB8MSKI, 2003; NUNES, 2008).
Essas Ulceras permanecem ativas durante meses,ndexp® a colonizacdo por
microrganismos, componentes ou nao da flora nodaaglele (VERAet al, 2001). Existem
poucos relatos sobre a prevaléncia de bactériagl@ras leishmanidticas. Segundo estudos
realizados no Brasil, Equador e Ird a bactéria magsalente nas Ulceras leishmaniéticas € o
Staphylococcus aureu€m caso de sinais inflamatorios perilesionaisnatios limites da
Ulcera, suspeita-se de infec¢cdo secundaria. Dessa festaria indicada além do tratamento
para leishmaniose, a antibioticoterapia oral (VERAI 2006).

A leishmaniose cuténeo-difusa € uma variagdo dendocutdnea que apresenta
generalizada disseminacdo do parasita, formandesdes difusas ndo ulceradas por toda a
pele, contendo grande nimero de amastigotas. Epahai a formacédo de nddulos e placas
com carater altamente deformante e seu éxito ériavedmente letal (CAMARGO e
BARCINSKI, 2003; NUNES, 2008). Na Amazobnia essanfar extremamente grave de
leishmaniose, felizmente rarissima, € provocada lpgshmania amazonensesé conhecida

como leishmaniose anérgica difusa e se manifesta emithais com marcada deficiéncia
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imunologica (por exemplo, Sindrome da Imunodefici@nAdquirida) (CAMARGO e
BARCINSKI, 2003; NUNES, 2008). Algumas formas tegntares sao bastante graves,
como a Leishmaniose Mucocutanea que se diferemciardha cutanea por produzir lesbes
destrutivas de mucosas e cartilagens, atravéstdas®o direta da lesdo primaria ou através
da disseminacéo hematogénica (NUNES, 2008).

A leishmaniose visceral € uma doenca infecciogémsisa e de progressao crbnica. A
apresentacao clinica depende do tempo de evolugatoenca, a partir da inoculacdo do
parasita, e esta sujeita a determinantes aindeb@docompreendidos. E caracterizada por
febre irregular de intensidade média, diaria eatgd duracdo, e marcado emagrecimento
(MARZOCHI e MARZOCHI, 1994; SILVAet al.,2000). As leishmanias, inoculadas na pele,
atingem o sistema fagocitico mononuclear, chegaadofagocitos do baco, figado, nédulos
linfaticos e medula 6ssea, e eventualmente tambénoudros 6rgdos. E uma doenca
consumptiva e imunossupressora, ocorrendo hep#toespegalia, acompanhada de sinais
biolégicos de anemia, leucopenia, trombocitopeniajpergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia, podendo haver linfoadenopatiaf@éca (CAMARGO e BARCINSKI,
2003; NUNES, 2008). No homem, acomete principalmegtiancas e individuos
imunossuprimidos, podendo progredir para um quadinico. O emagrecimento, o edema e
o estado de debilidade progressiva contribuem gpaexjuexia e o 6bito, se 0 paciente nao for
submetido ao tratamento especifico (CAMARGO e BAREKI, 2003; NUNES, 2008).

As trés espécies envolvidas com a infeccdo rshrfeniose visceral dependem da
regido geograficat. donovani na Asia e AfricaL. infantumna Asia, Europa e Africa; e
Leishmania chagashas Américas, onde a doenca é denominada leisbsganiisceral
americana ou calazar neotropical (SANTOS, YOSHIGKMIYAGUI, 2008).

No Brasil, existem sete espécies distintas do paraendo que, destas, sels (

braziliensis, L. amazonensis, Leishmania guyanghsishmania lansoni, Leishmania shawii
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Leishmania naifji sdo responsaveis pela leishmaniose tegumentarcame — e uma espécie
(L. chagas), responsavel pela leishmaniose visceral ameri¢@@NTIJO e MELO, 2004;
NUNES, 2008).

Em todo o territério brasileiro ocorre tanto a farrregumentar quanto a forma
visceral, as quais sdo endémicas nas regides MoNerdeste, devido principalmente as
caracteristicas econ6micas e culturais dessas gujmd. Predominam principalmente nos
estados da Bahia, Ceara, Piaui e Maranhdo. O eStadmhao apresenta grande incidéncia
de leishmanioses em 88% de seus municipios (BEZERRAL, 2006). No estado de
Pernambuco, o nimero de casos notificados de Laisiose Tegumentar Americana tem
crescido nos ultimos anos. A regido da Zona da MatRernambuco responde por 64,2% do
total de casos notificados. E importante regisjtar a partir de 2000, verifica-se também um
aumento da ocorréncia da doenca no Sertédo, o gquendéra que no estado apresenta-se néao
s6 um aumento no numero de casos, como também mmpartante expansdo espacial
(ANDRADE et al, 2009). As formas cutaneas da doenca prevale@mnmazonia, mas
qualquer reserva florestal de qualquer parte de pade servir como foco de infec¢cdo, como
tem ocorrido inclusive em capitais do sudeste de [RAMARGO e BARCINSKI, 2003).
No estado do Parand essa enfermidade tem se nwostratEmica, apresentando uma
incidéncia de 4,2% de casos/100 mil habitantes (ARRet al, 2008).

A importancia da leishmaniose visceral reside n@mente na sua alta incidéncia e
ampla distribuicdo, mas também na possibilidadasseimir formas graves e letais quando
associada ao quadro de ma nutricdo e infeccoedrtantes (GONTIJO e MELO, 2004).
Entre 1980 e 2005, o Brasil registrou 59.129 casokeishmaniose visceral, sendo 82,5% na
Regido Nordeste. Gradativamente, a leishmanioseenak expandiu- se para as regides

Centro-Oeste, Norte e Sudeste, passando de 15%ados em 1998 para 44% em 2005.
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Entre 1998 e 2005, casos autdctones da doenca fegastrados em 1.904 (34,2%) diferentes

municipios brasileiros (MAIA-ELKHOURY, 2008).

2.3 Diagnaéstico e tratamento das leishmanioses

Nos ultimos anos, o Ministério da Saude tem indestem pesquisas sobre o
diagndstico laboratorial, tratamento dos pacierdealiacdo da efetividade das estratégias de
controle, bem como de novas tecnologias que possatnibuir na melhora das acfes de
vigilancia e controle das leishmanioses no BragdAlA-ELKHOURY, 2008). O diagnaostico
€ baseado em dados clinicos, epidemioldgicos edai@is (GONTIJO e MELO, 2004,
SANTOS, YOSHIOKA e MIYAGUI, 2008). Atualmente, amfrmacéo diagnodstica pode ser
obtida através da demonstracdo de antigenos demkema no tecido pela técnica da
imunohistoquimica. Esta técnica utiliza um anticonpoliclonal antileishmania e marca
positivamente antigenos de leishmania, sobretudonwmréfagos e células endoteliais
(MOITINHO et al, 2009).

O tratamento de doencas causadas por protozoadifi€it pois, por serem também
eucariotos, compartilham muitas caracteristicas asmélulas de mamiferos. Dessa forma, a
atuacdo dos agentes antiparasitarios ocorre emoviaam alvos comuns ao parasita e ao
hospedeiro (NAKAMURAet al, 2006 ). Por mais de sessenta anos, 0 tratamesto da
leishmanioses vem sendo realizado com antimoniamgapalentes (Antimoniato-N-metil-
glucamina- Glucantinfee o Estibogliconato de sédio- PentoS)aque sdo os medicamentos
de primeira escolha para o tratamento no Bragilirs#o o Ministério da Salude, e em outros
paises de lingua néo inglesa, e apresentam esdigeapgutico padronizado pela OMS
(SANTOS, YOSHIOKA e MIYAGUI, 2008; SAMPAIO, COSTAIEHO e LUCAS, 2009;

ALVARENGA et al., 2010).
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Os compostos antimoniais se ligam a grupos suHiakas proteinas e podem formar
tioantimonidas. Algumas evidéncias sugerem querad pentavalente pode ser reduzida
vivo ao antimonial trivalente antes de sua ligacdo. @#maniais trivalentes inibem a
fosfofrutoquinase, uma enzima que limita a velodedaa glicolise. Esses farmacos afetam a
estrutura celular, a funcédo, a sintese ou a praddedenergia. Os microrganismos, cujo
crescimento depende do metabolismo anaerdbio dasgli ndo podem sobreviver sem a
presenca da enzima ativa. Ainda ndo foi estabelestdesse € o0 mecanismo pelo qual os
antimoniais pentavalentes inibem os protozoari@HBSIBEL, 2005).

Os antimoniais sao irritantes para a mucosa ingdsé, por isso, sdo administrados
por via intramuscular ou intravenosa. As concedgaganguineas maximas sao obtidas em 2
horas. Esses farmacos ligam-se as células, induiod eritrocitos, e sdo encontrados em
altas concentracbes no figado e no baco. Os anaimopentavalentes ligam-se menos
fortemente aos tecidos. Isso resulta em niveisusaegs mais elevados, excre¢cao mais rapida
e menor toxidade. Embora a administragéo posgaasenteral, a infiltracéo local na lesdo da
leishmaniose cutanea é eficaz (SCHEIBEL, 2005).

Os derivados antimoniais sdo ainda os compostas msados para o tratamento, mas
causam resisténcia a droga no parasita e toxidadepacientes (CHAGA®t al, 2010;
MONZOTE et al, 2010). Drogas secundarias, como a AnfoteriBigaPentamidinaRentam
300 sé&o opcdes na terapia combinada ou nos cas@dhdenio tratamento com antimoniais
(MONZOTE et al, 2010).

Devido a sua menor toxidade, a Anfotericina B dgfimica é considerada a escolha
de primeira linha para a leishmaniose visceral ggar dos antimoniais (SCHEIBEL, 2005).
A anfotericina B interage especificamente com ocosteyol, ester6ide da membrana das

leishmanias, causando aumento de permeabilidadete do parasita (BERMAN, 1997).
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A Pentamidina se liga ao DNA e pode inibir a regt@o e a funcdo do DNA do
cinetoplasto. Seu efeito, em altas doses, pode atlme a respiracdo dos microrganismos.
Essa droga ndo € bem absorvida pelo trato intéstpis administracédo oral e, em geral,
também ¢é administrada por injecdo intramuscular. dfoga liga-se aos tecidos,
particularmente no rim, e é lentamente excretadasga maior parte na forma inalterada
(SCHEIBEL, 2005).

Na leishmaniose visceral essas drogas sdo usadescgei@mas prolongados, causando
efeitos adversos como: alteracdes cardiacas, repemisreaticas e hepaticas (GONTIJO e
MELO, 2004; MOREIRAet al, 2007). O principal efeito colateral do Glucardfiré sua
acao sobre o aparelho cardiovascular, sendo desdbawel sua utilizacdo durante os dois
primeiros trimestres de gravidez (GONTIJO e MELQQ4).

A quimioterapia das leishmanioses esta mais pramassom novas drogas e novas
formulacdes. Estudos clinicos tém identificado dtéftisina (hexadecilfosfocolina), um
medicamento originalmente desenvolvido como angldsico, como um eficaz agente anti-
Leishmania(GONTIJO E MELO, 2004; COSTA FILHO, LUCAS e SAMR3J 2008;
MONZOTE et al, 2010;). Esta droga age interferindo na membcahalar do parasita, sem
interagir com o DNA, modulando a composicdo lipgdi@a permeabilidade e fluidez da
membrana, assim como o metabolismo de fosfolipidedazindo morte celular por apoptose
(COSTA FILHO, LUCAS e SAMPAIO, 2008). A Miltefosin@ bem tolerada, apresenta
menor toxicidade e maior facilidade de administoggédr ser usada por via oral (GONTIJO E
MELO, 2004; COSTA FILHO, LUCAS e SAMPAIO 2008; MONIZE et al, 2010;).

A importancia de uma droga de uso oral, além divafecontra a leishmaniose se
destaca pelo fato dessa doenca ser mais prevalenliggares mais pobres e de dificil acesso
no Brasil, tais como municipios das Regides Navardeste e Centro-Oeste onde seria de

imensa valia e aumentaria enormemente a adesaataménto (COSTA FILHO, LUCAS e
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SAMPAIO, 2008). Entretanto, € relatado a toxidg@etrointestinal e o potencial efeito
teratogénico da Miltefosina, devendo por isso,usaida com muita cautela em mulheres em
idade fertil, necessitando sempre de uso concoteitate método anticoncepcional
(GONTIJO E MELO, 2004; COSTA FILHO, LUCAS e SAMPAIQ008; MONZOTEet al,
2010).

O custo das novas terapias leva a diferentes asatle tratamento de acordo com a
condicdo socioecondémica e cultural de cada regiauséncia de uma vacina contra
leishmaniose aumenta a necessidade de drogasasfptiva substituir ou suplementar aquelas
de uso corrente (Glet al, 2008). Esse contexto de busca por novos aganteseishmania
tem levado a um grande interesse no estudo de ameelittos tradicionais como origem de
protétipos para o desenvolvimento de novos composfoimioterapicos com melhor

atividade e menos efeitos colaterais (@tlal, 2008).

2.4 Uso de plantas medicinais

O reino vegetal é sem davidas uma fonte valiosaodes agentes medicinais (Géit
al., 2008). O uso de espécies vegetais vem sendradaldesde o inicio da civilizagdo no
processo de cura de inimeras enfermidades. Noso8Itl5 anos, o interesse pelos agentes
fitoterapicos cresceu no mundo inteiro. Toxinasura$ e seus derivados tém sido
amplamente utilizados nas pesquisas de farmacdsneldvado ao desenvolvimento de
diversos agentes terapéuticos (NAKAMURAal, 2006 ).

Os avancos da medicina possibilitam a comprovagiccapacidade de cura de
determinadas plantas e seu modo de acdo, garargegimanca na utilizacdo das mesmas
como medicamento (NAKAMURAt al, 2006; NUNES, 2008 ). Estima-se que cerca de 65-

80% da populagdo mundial dependa diretamente dasapl como medicamentos (NUNES,
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2008). Deve-se ressaltar que as drogas derivadptadias também podem ser prejudiciais
para 0 organismo, uma vez que sao constituidasgenas de compostos e alguns sao
muito téxicos. Todavia, os efeitos adversos dositagefitoterapicos sdo menores quando
comparado com o das drogas sintéticas (NAKAMURAL, 2006).

O Brasil tem uma posicdo proeminente na biodivadgdmundial, uma vez que
contém extensas areas de biodiversidade: a Maiathth, a Floresta Amazonica, o Cerrado e
a Caatinga. Devido a flora imensa e aos aspectagaig, o uso de plantas sob a forma dos
extratos crus, infusées ou os emplastros € uma@rdmum para tratar doencas tropicais
incluindo esquistossomose, leishmaniose, malani@c¢des por fungos e bactérias, entre
outras (BEZERR/Aet al, 2006; MOREIRAet al, 2007).

O uso de plantas no tratamento das leishmaniosesae pratica antiga entre as
populacdes das areas endémicas (MONZ@TEL, 2010). As preparacdes vegetais sao
utilizadas tanto por via oral, como na aplicacgmda sobre as lesdes cutaneas (BEZERRA
al., 2006; MOREIRAet al, 2007). Segundo Chagesal (2010)infusdes das folhas, cascas e
sementes d€ampsiandra laurifoliaBenth. (Fabaceae) séao utilizadas por comunidade de
negros descendentes de escravos (quilombolas) gan@tamento, principalmente, de
leishmaniose cutanea, feridas;eras e impigens

Muitos vegetais apresentam em sua composicao sgletalas classes dos alcaloides,
terpenos, lignanas, chalconas, flavondides e lastacompostos descritos na literatura como
eficazes na atividade leishmanicida. Porém, poeceabe sobre sua real eficacia, uma vez
gue na Leishmaniose Tegumentar pode ocorrer aesjpentanea das lesbes (BEZER&A
al., 2006).

No Municipio de Buriticupu (Amazonia do Maranh@asil, os extratos de folhas de
Stachytarpheta cayennens(Rich.) Vahl (Verbenaceae), conhecida popularmesamo

gervao, rinchdo e vassourinha-de-botdo, sao wdgzgela populacdo no tratamento das
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Ulceras causadas por parasitas do géhershmania Alguns dos efeitos dessa espécie,
preconizados pela populagéo, ja foram demonstragpsrimentalmente, como a atividade
anti-inflamatoria, analgésica, gastroprotetorateracrobiana (MOREIRAet al, 2007).
Monzoteet al. (2010) destacam que a literatura tém relatadsgpécgePiper auritum

Kuth (Piperaceae) como agente leishmanicida, e seus éksenciais se tornaram um alvo
importante dos Ultimos anos na busca de novosreateps antiparasitarios. Em seu estudo, o
Oleo deP. aurituminibiu o crescimento de formas amastigotad_dedonovani Os autores
ainda afirmam que sera feita a avaliacdo do Olesenesal deP. auritum contra a

leishmaniose visceral murina (MONZO®EEal, 2010).

2.5Dioclea grandifloraMart. Ex. Benth

Casca do caule deioclea grandifloraMart. Ex. Benth, planta medicinal distribuida
nas regides da Caatinga e do Cerrado do Brasiltd&ados pela populacdo de baixa renda
na preparacdo de infusGes para doencas renaistatjmas. E conhecida popularmente como
“Mucuné-de-caro¢o”, “Olho-de-boi” ou ainda por “Muta-vermelha” (BATISTA,

ALMEIDA e BHATTACHARYYA, 1995; BARREIROS, 2000; ALNEIDA 2005).
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(SILVA, 2003)

Figura 2- Aspecto geral das folhas, frutos e sementeBidelea grandifloraMart.

Ex. Benth (Fabaceae).

D. grandiflora tem sido identificada como uma planta que se adaptito bem a
Caatinga, sendo encontrada principalmente nos astdd Pernambuco, Paraiba e Bahia
(BARREIROS, 2000). Apresenta uma capacidade exieelde rebrota e ramos jovens
relativamente macios e com poucos espinhos. Ocmbeforma de um "cip6" vigoroso,
trepador, que pode atingir a copa das arvores lou son conjunto com arbustos (BATISTA,
ALMDEIDA e BHATTACHARYYA, 1995).

Os primeiros estudos cob. grandiflora foram realizados por Chaves em 1948 no
campo da nutricdo. SO ap6s 36 anos € que foi @adialgo sobre as propriedades quimicas
da lectina deD. grandiflora (SILVA, 2006). Em estudo acerca da atividade lgjma da
lectina encontrada nas sementesDdegrandiflora, foi observado uma reacao inflamatoria
cutanea. Andlises histologicas revelaram um quddrallceracdo hemorragica com reacao

exudativa acompanhada por um influxo de leucogitdsnorfonucleados e macréfagos. Isto
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demonstra que a lectina Be grandifloraatua como um agente inflamatorio, provavelmente
promovendo exocitose e liberacdo de mediadoresicpsniLIMA et al, 1993).

Em 1995 foi publicado o efeito analgésicollegrandiflora constatando sua acao no
sistema nervoso central envolvendo um mecanismeelbante aos opidides (BATISTA,
ALMEIDA e BHATTACHARYYA, 1995). No mesmo ano a atdade ansiolitica das suas
sementes foi avaliada em animais de laboratéridle dioi sugerido queD. grandiflora
apresente um perfil de droga depressora (MATTEITEEE TUFIK, 1995). Ja em 1999 foi
detectado um potencial vaso relaxante no endotiEi@orta de ratos a partir doclein
(flavondide) (LEMOSet al, 1999). A acao da lectina @ grandifloratambéem foi descrita
na producéo de oxido nitrico pela via linfocitiddNDRADE et al,1999). Posteriormente,
um screeningfarmacologico revelou a atividade antinociceptd@ dioclenol e dioflorin
(dihidroflavonoide e flavondide, respectivamentel) eamundongos (ALMEIDAet al,
2000).

Os estudos com esta planta avangcaram muito a garg2002. Neste ano, foi relatado
o efeito dodioclein (flavonoide) sobre a circulacdo coronariana emsratade foi mostrado
um efeito vasodilatador direto sobre as artériasrarianas, independente da participacéo do
oxido nitrico e ciclooxigenase (ALMEIDAt al, 2002).

Em 2003, um estudo verificou em ratos e camundqragiss o tratamento agudo com
extrato hidroalcodlico de sementes @egrandiflora uma acdo analgésica significativa no
movimento da cauda e testes em chapa quente. &des sugeriram que o0 extrato tenha
uma acdo analgésica central destituida de tolerdrefeito tipico de drogas opidides
(ALMEIDA et al, 2003). Ainda em 2003, também foram observadasatagdades
antitumorais, frente ao sarcoma 180, do extratodditao e aquoso da casca do caule. Efeitos
tipicos importantes sobre figado e rins foram olzlys em ambos os extratos (SILVA,

2003).
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Em um estudo publicado em 2006, a lectin®dgrandifloramostrou acéo frente aos
microrganismos, inibindo a adesdo de estreptococosjo 0 Streptococcus mutans
Streptococcus sobrinuStreptococcus mitjsStreptococcus sanguesStreptococcus oraljo
biofilme formado na superficie do esmalte dent@rieIXEIRA et al, 2006).

Silva et al. (2010) relatou a atividade bacteriostatica do eéxtraquoso e
hidroalcoolico da casca do caule@egrandifloraque inibiu o crescimento d& aureusJa
o extrato hidroalcodlico das folhas e raizes inberescimento de dois fungdgichophyton
mentagrophytee Microsporum canisDurante o procedimento experimental, foi isolads
fracdo acetato de etila do extrato aquoso da fgligainibiu o0 crescimento d&treptococcus
epidermides, Candida albicans, T. metagrophydd. canis Para o extrato etandlico do
caule, foi isolada uma fracdo aquosa que initepidermideg S. aureus(SILVA et al,
2010).

Ainda em 2010, De Almeidat al. (2010) publicaram um estudo, feito em ratos,
mostrando o efeito ansiolitico e anticonvulsivadéeuma fragcdo da casca do cauleDde
grandiflora e dodioclenol um flavondide isolado da mesma. A andlise fitodqoa feita
nesse estudo revelou que a fracdo alcodlica tean cahcentracdo do flavondide ativo
(diocleno).

Devido a presenca dos flavonoides &mgrandiflora e das possiveis atividades
biolégicas dos mesmos, pesquisas estdo sendoadzdizpara verificar as propriedades
farmacoldgicas potenciais dessa espécie. Entrethatoaréncia de estudos das ac¢deb.de
grandiflora frente aos microrganismos (bactérias, fungos esftas). Considerando a
disponibilidade existente d2. grandiflorana flora brasileira e o seu potencial como forgte d
moléculas bioativas a serem estudadas e exploradesgjita-se que seus extratos possam

apresentar efeitos promissores no tratamento déopgas como as leishmanioses.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal dessa pesquisa foi investigaatividade leishmanicidia vitro

dos extratos dBioclea grandifloraMart. Ex. Benth.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Analisar os extratos d#oclea grandifloraMart. Ex. Benth por cromatografia
de camada delgada.

3.2.2 Investigar os efeitos dos extratosDieclea grandifloraMart. Ex. Benth na
proliferacdo dd.eishmania chagas Leishmania amazonensis

3.2.3 Analisar os efeitos do extrato @#oclea grandiflora Mart. Ex. Benth na
morfologia dos parasitas através da microscopiéocah

3.2.4 Investigar a producao de éxido nitrico pocrbtagos peritoneais tratados e ndo
tratados com o extrato daoclea grandifloraMart. Ex. Benth.

3.2.5 Verificar a atividade antimicrobiana do etdrdeDioclea grandifloraMart. Ex.

Benth frente as cepas 8éphylococcus aureus
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4. METODOS

4.1 Area

Este estudo foi realizado no Laboratério de Cultlgalecidos do Departamento de
Histologia e Embriologia — Centro de Ciéncias Bgitads (CCB) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Em colaboracao, utilizaram-seleggendéncias do Laboratério de
Microbiologia Celular do Centro de Pesquisas Aggeagalhdes — FIOCRUZ, do Laboratério
de Ecologia Aplicada e Fitoquimica—LEAF do Deparain de Botanica (CCB/UFPE) e do

Laboratoério de Genética de Microrganismos no Depaehto de Antibiéticos (CCB/UFPE).

4.2 Periodo de Referéncia

O presente estudo foi iniciado em Agosto de 20fd9adizado em Janeiro de 2011.

4.3 Delineamento da Pesquisa

O presente estudo investigou a hipotese do exti@idioclea grandifloraMart. ex.

Benth possuir atividade leishmanicida, tratanddeseama pesquisa Analitica e também sendo

classificada como Experimental, pois foram reab®adntervencdes através de testes

laboratoriaign vitro.
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4.4 Método de Coleta

4.4.1 Extratos

Folhas deD. grandiflora foram coletadas no municipio de Santa Rita nodesta
Paraiba, no més de Junho de 2001. O material boté&miidentificado pela Professora Dr2.
Maria de Fatima Agra, do Laboratério de Tecnologamacéutica (LTF) do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade FederaPataiba (UFPB) e encontra-se
catalogado sob o cédigo 444-JPB, MO, no Herbaricd.&ires Xavier (PPB), da UFPB.

Os extratos foram cedidos pelo Prof. Dr. Luiz LUSmares da Silva do Departamento
de Histologia e Embriologia (CCB/UFPE). Foram m#lilos os extratos aquoso e etandlico

das folhas.

4.4.2 Processamento do material botanico

Apés a coleta, a secagem e a conservacao das fothas realizadas no Laboratério
de Produtos Naturais do Departamento de BioquidaddFPE. O material ficou disposto em

bandejas de aluminio, a temperatura ambiente, pendéncias arejadas, durante dez dias.

4.4.3 Obtencéo dos extratos

4.4.3.1 Extrato aquoso

Na obtencéo do extrato aquoso, foram utilizadosd @@ folhas secas, previamente
trituradas em moinho circular de bancada. O matésiacolocado em um becker e foi

adicionada agua destilada, até cobrir por comdiedo conteddo, perfazendo um volume
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final de 800 mL. Apés esse procedimento, o matéwiadubmetido a agitacdo mecanica por 1
hora, permanecendo em repouso para maceracao poratem um refrigerador.
Em seguida, realizou-se o processo de liofilizaz@i@essecacdo até peso constante. O

extrato foi armazenado, em um freezer, até o manuog testes de atividade bioldgica.

4.4.3.2 Extrato etandlico

O extrato etandlico foi feito a partir de 100 gfdinas secas e trituradas em moinho
circular de bancada. O material foi colocado emagoit Soxhlet e extraido com etanol 95%
por esgotamento, em uma temperatura de 81 ° Curpoperiodo de 72 horas. ApOs essa
etapa, o extrato foi submetido a evaporacao a vpateretirada do solvente e dessecado até
peso constante. O extrato foi mantido, em um free#é o0 momento dos testes de atividade

bioldgica.

4.4.4 Processamento dos extratos

Para realizacao dos testes de atividade biologEa@xtratos foram diluidos em agua

destilada e filtrados através de membre®yainger- Filter(0,22 um).

4.4.5 Analise Fitoquimica

Os extratos foram submetidos a uma andlise fitogain® procedimento foi realizado

no Laboratério de Ecologia Aplicada e Fitoquimidd&=AF do Departamento de Botéanica

(CCB/UFPE).
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Cerca de 3 g dos extratos foram submetidos a $iahgdio em metanol, sob
aguecimento, em um agitador magnético, durante ithitos. Posteriormente, o0s mesmos
foram analisados por cromatografia em camada deld&TD), empregando-se diversos
sistemas de desenvolvimento e reveladores esmpec(itAGNER e BLADT, 1996).

Foi investigada a presenca alcaldides, cumarinarsyatios cinamicos, esterdides e
flavondides. Utilizou-se também uma metodologieapdeteccdo de fendis e taninos e outra

para antocianinas, antocianidinas e flavonoidexpgstas por Matos (2009).

4.4.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Cerca de 15 pL dos extratos foram submetidos a @@lixando placas de silica gel

(Fluka 60778- indicador de fluorescéncia 224 nnoincsistema de desenvolvimento e

reveladores especificos (Tabela 1).



41

Tabela 1 - Metabdlitos, fase mével e revelador especifitiizados na analise fitoquimica

dos extratos dBioclea grandifloraMart. ex. Benth*.

Metabdlitos Fase Movel Revelador Controle Positivo

Alcaléides Solucdo metandlica  Dragendorff Warifteina
de Piridina 20%

Cumarinas Tolueno Eter KOH- etandlico  Folhas delusticia
Acido acético 10% pectoralis(Jacq.)
1:1:0,5 viv (Anador)**
Derivados Acetato de Etila Reagente de NEU Acido
cinamicos Acido Férmico Clorogénico,
Agua Acido p-
8:1:1 viv Cumérico,

Acido Caféico

Flavondides Acetato de Etila, Reagente de NEU -
Acido Formico e
agua 8:1:1 viv

* Wagner e Bladt, 1996 ** Extrato etandlico

4.4.5.2 Deteccéo de Fendis e Taninos

O teste para identificacdo de fendis e taninos réalizado de acordo com a
metodologia de Matos (2009).

Em tubos de ensaio foram colocados aliquotas doatex e adicionado, em seguida,
trés gotas de solucdo alcoodlica de cloreto fér(fe®Ck). ApOs a agitacdo dos tubos foi
observado a presenca de um precipitado escuro abend-oi preparado um teste “branco”,

com agua destilada e Fg@hara comparacoes.
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A presenca de fenois ou taninos foi determinadaatedo com o aparecimento da
coloracao indicada para cada substancia quandst® ‘teranco” for negativo. A coloragao
variavel entre o azul e o vermelho é indicativapdesenca de fendis. A formacédo de um
precipitado escuro de tonalidade azul indica agmgs de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos li@haos (taninos condensados ou

catéquicos).

4.4.5.3 Deteccéo de Antocianinas, Antocianidin&taeonoides

O teste para identificacdo de antocianinas, antaliisas e flavondides foi realizado
de acordo com a metodologia proposta por Matos9)200

Em tubos de ensaio foram colocados aliquotas doatex em triplicata. Em seguida,
cada extrato foi acidificado em pH 3 com HCI e lhizado em pH 8,5 e 11 com NaOH. Foi
observada a mudanca de qualquer coloracdo. Osadssiforam analisados de acordo com a
Tabela 2.

Tabela 2 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flawdes)segundo Matos 2009

Cor em Meio
Constituintes Acido (pH 3) Alcalino (pH 8,5) Alcalino (pH 11)
Antocianinas e vermelha lilas azul-puarpura
Antocianidinas
Flavonas, - - amarela
Flavéides e
Xantonas
Chaconas e vermelha - vermelha purpura
Auronas

Flavonadis - - vermelha laranja
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4.4.6 Parasitas

Os parasitas foram cedidos pelo Laboratério de dbiotogia do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes—FIOCRUZ. Foram utilizadas formasnaistigotas deeishmaniachagasi
e Leishmania amazonensim fase exponencial de crescimento, para os tdstasividade
antiparasitarian vitro.

Uma aliquota de 200 pL de parasitas foram cultigado tubos Falcon de 15 mL com
2 mL de meio LIT (iver Infusion Broth suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
0,1 % de antibidticos (estreptomicina e penicilied),2% de hemoglobina, em estufa de BOD
a 26 C, em duplicata. A expansao das culturas era éeitaubo Falcon de 50 mL, onde 1,5
mL de parasitas foram cultivados em 15 mL de mé&lg por 72 horas em estufa BOD a 26 °

C.

4.4.7Concentragéo de Inibicdo de 50% do Crescime(f@bso)

Apds a expansao das culturds,chagasie L. amazonensiforam distribuidas em
placas de cultura de células de 12 pocos com 2 enlnéio LIT em cada po¢o, em uma
concentracdo de 2xi(arasitas por mL, contendo 0s extratos nas segugtncentracdes:
400, 300, 200 pg/mL. Como controle negativo, osgitas foram incubados na auséncia dos
extratos (Figura 2 e Figura 3).

Os parasitas foram diluidos (1:1000) em solucaoPBS Phosphate Buffered
Saling mais formalina a 10%, e contados apds 72 horas &nara de Neubauer com o

auxilio de um microscépio 6ptico. Os testes forapetidos, na propria placa, em triplicata.
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1 2 3 4
A Controle 400pug/mL 300ug/mL 200ug/mL
B Controle 400 pg/mL 300pug/mL 200 pg/mL
C
Controle 400pug/mL 300ug/mL 200ug/mL

Figura 2. Metodologia seguida paradgha placa de cultura de células.

Figura 3. Placa de cultivo de células com culturd_dshmania chagadratada com os

extratos déioclea grandifloraMart. ex. Benth.
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4.4.8 Analise da morfologia celular

Para analise da morfologia dos parasitas, cultilgggromastigotas de amazonensis
em fase exponencial de crescimento foram incubadasa Ciy do extrato aquoso de.
grandiflora, com duas vezes a4gle sem o0 extrato. Apés 72 horas de incubacéo asasil
foram observadas por microscopia confocal, usanao microscopio Leica SPII-AOBS

(Heidelberg, Alemanha), equipado com laser ArKi8(#géh) e HeNe (543 nm).

4.4.9 Macroéfagos peritoneais de camundongos

Para obter os macréfagos peritoneais foram utiigacamundongos BALB/&(20g9),
eutanasiados em camera de,CDodos os procedimentos utilizando animais expamntais
foram permitidos pelo Comité de Etica da Fundac@waldo Cruz e aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRB@tocolo: L- 0001/08).

Os macrofagos peritoneais foram coletados em REMdI (Roswell Park Memorial
Institute Medium suplementado com 20% de SFB, e incubados porof#slem placas de
cultura de células de 96 pocos, a 37 ° C, 5%.CW macréfagos nao aderidos foram
removidos, e aqueles aderidos foram lavados cono mei cultura RPMI, e novamente

incubados por 72 horas na presenca e auséncidrdtoeaquoso db. grandiflora

4.4.9.1 Producéo de Oxido Nitrico (NO)

Os sobrenadantes das culturas de macrofagosrnesisaratados e néo tratados com o

extrato aquoso dB. grandiflora nas concentragfes da metade da, @ Ck, 0 dobro e

quatro vezes a &) foram analisados para verificar a producéo ddadritrico (NO).O NO
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foi determinado indiretamente pela quantificacaoiioto (NO,) resultante de sua oxidacéo
no sobrenadante da cultura detectado pela reat@ométrica de Griess.

O reagente de Griess foi preparado na hora do asgroporcdo de 1:1 de 1% de
sulfanilamida em 2,5% de 3RO, (acido fosférico) e 0,1% de diamina-di-hidroclarid
naftatelo (NEED) em 2,5% de3sPiO, (Hibbs et al., 1988). Apés 10 minutos a absorlzrei
595 nm, das diferentes amostras foi comparada cowalores da curva padréo, obtida pela

dosagem de nitrito de sédio diluido em meio RPMI.

4.4.10 Atividade antimicrobiana

4.4.10.1 Cepas de Staphylococcus aureus

Todas as cepas & aureudestadas foram isoladas de material clinico eefddas

pelo Departamento de Antibidticos, Universidadedraldde Pernambuco (UFPEDA), onde

suas susceptibilidades aos antibiéticos foram oht@das previamente (Tabela 3). Todas as

bactérias foram mantidas em meio de cultura Agariéhie (AN) e armazenadas a 4 ° C.
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Tabela 3 Cepas destaphylococcus aureussadas no estudo e susceptibilidade das mesmas

aos antibioéticos.

Susceptibilidade aos Antibidticos

Cepa Fonte Oxacillina Cefoxitina Eritromicina Clindamicina
UFPEDA  ATCC- Cepa padrao S S S S
02
UFPEDA Urina R R R R
670
UFPEDA Sangue R R R R
672
UFPEDA Secrecéo de ferida S R R S
677

R- resisténcia; S- sensibilidade

4.4.10.2 Determinagéo da Concentracao Inibitorianitia (CIM)

O ensaio foi realizado em microplacas estérei8&deavidades com fundo em forma
de “U”. Uma dupla diluicdo seriada do extrato agude D. grandiflora foi preparada em
caldo Mueller Hinton (MHB) e 100 pL da suspensédobdetérias foram adicionados. Os
indculos microbianos na concentracdo de 0,5 de Nefth (1§ UFC/mL) foram diluidos
1/10 em solugdo salina estérilizada (0.9%). As opilacas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35°C por 18 horas. Decorrido agtrvalo de tempo foi adicionado a cada
um dos orificios 15 pL de uma solugcdo de Resazun@l%) e as microplacas foram
novamente incubadas por mais trés horas a 35°Csoldcédo de Resazurina (0,01%) foi
utilizada como indicador de viabilidade celular. |éitura realizada de forma visual foi

observada pela mudanca da cor azul (original deafRe®a) para rosa, caracterizando
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reducdo desse corante nas cavidades onde havikdaidb bacteriana; em contrapartida, nas
cavidades onde a cor permaneceu azul, ndo houvea@do corante, indicando inviabilidade
bacteriana; podendo-se desta forma determinar aedtmacao Inibitoria Minima (CIM), ou

seja, a menor concentracdo de um produto (extcajmgz de inibir o crescimento bacteriano

(CATAO et al., 2010). Clorafenicol e Ampicilina fm utilizadas como controle positivo.

4.5 Definicbes das Variaveis

Para a realizacdo do presente estudo foram coadmterls seguintes variaveis: Tipo

de extrato (aquoso e etandlico) e as concentratgiieadas.

4.6 Método de Analise

As andlises estatisticas foram realizadas atravéprdgrama GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, California, USA).r&siltados foram expressos através da
média = S.E.M. Os testes paramétricos t de StudenANOVA foram aplicados para as
variaveis normalmente distribuidas. Para as vadagee violaram o0s pressupostos de
normalidade foram utilizados os testes ndo-paréenétMann-Whitney e Kruskal-Wallis
para determinacao da significancia estatisticacoagparacfes entre 0s grupos.

Para determinar a producéo de oxido nitrico pelasréfagos peritoneais foi utilizado
o teste paramétrico ANOVA, o teste de comparacatiptaide Dunnett, para comparar cada
concentracdo do extrato testado com o grupo centelde Tukey para comparar cada
concentracdo testada entre si. Os resultados das tad andalises estatisticas foram

considerados estatisticamente significantes quprdo,05.
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RESUMO: As leishmanioses atigem dois milh6es de pessoaarmmrocorrendo em paises
subdesenvolvidos. Muitos dos medicamentos usads tpta-las sdo téxicos, dificeis de
administrar e pouco efetivos. Nesse sentido, asbpec novas drogas mais eficazes e menos
toxicas ainda é necesséria. A atividade leishmdaicios extratos das folhas Béoclea
grandiflora foi avaliadain vitro, utilizando formas promastigotas Heishmania chagase
Leishmania amazonens® extrato aquoso de. grandifloraapresentou G4 de 300 pg/mL
frente as duas espécies, e induziu a producéo ide airico em macréfagos peritoneais.
Alteracées na morfologia e motilidade das formasmastigotas dé. amazonensisoram
observadas através de microscopia confocal, apeamento com o extrato aquoso. Além
disso, o0 extrato aquoso mostrou atividade frenpaseeStaphylococcus aureusausador de
infec¢cdes secundarias nas Ulceras leishmaniotoas,CIM de 1.5621g/mL. Os resultados,
em conjunto, mostram que os extratoPamclea grandifloratém potencial para o isolamento
de fracdes e de substancias com potencial leislerdani

UNITERMOS: Dioclea grandiflorg Fabacead,eishmaniaatividade leishmanicida

ABSTRACT: Leishmaniasis is a group of diseases, which aff@ctsillion people per
annum, besides affecting developed and undevelopadtries. The available therapy for
leishmaniasis still causes serious side effectsyMd the drugs used to treat them are toxic,
difficult to administer, and are more than 50 yeads In this sense, the search for new drugs
more effective and less toxic is still needed hia present study, leishmanicidal activity of the
crude extracts isolated from leaves of ieclea grandiflorawas evaluatedh vitro using
Leishmania chagasandLeishmania amazonengisomastigotes. Promastigotes viability was
analyzed and the Wgof agueous extract was 300 pug /mL against bothiepethis extract
increased more nitric oxide production by the mpbeme in comparison to nontreated
macrophages. Changes in morphology and motilitypadmastigotes were observed by
confocal microscopy after treatment for 72h witke thqueous extract. Furthermore, the
agueous extract showed activity against strainStaphylococcus aureusausing secondary
infections in leishmanial ulcers, with MIC of 1.5@8/mL. Take together our results show
that extracts oDioclea grandiflorahave a great potential to isolation of more select
substances that could be a promising agent agdaisbmaniasis.

KEYWORDS: Dioclea grandiflorg Fabacead,eishmanialeishmanicidal activity
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INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas endémicas de regibaesaisop subtropicais, causadas
por protozoarios pertencentes ao génasishmaniae permanecem como problema de saude
publica em pelo menos 88 paises, atingindo 14 edlde pessoas (Guimarassal., 2010;
Monzote et al., 2010). Sdo doencas polimorficas que aptasemanifestacdes clinicas
acometendo a pele, as mucosas e as visceras (Gaja2010; Alvarenga et al., 2018).
lesdo cutanea ulcerada, manifestacéo clinica danfi@iniose tegumentar, permanece ativa
durante meses, expondo-se a colonizacdo por man®mos, sendStaphylococcus aurewas
bactéria mais prevalente (Vera et al., 2001; Verd, 2006).

No tratamento dessas enfermidades, as quimioésrapilizadasapresentam varios
efeitos adversos e baixa eficacia (Siqueira eR@llp).Além disso, nas infeccbes bacterianas
secundarias, o desenvolvimento de cepas de micisrgas resistentes aos antibibticos
utilizados é uma preocupacao permanente para a saltica Schinor et al., 2006)

Produtos naturais tém um grande potencial na ESB@QOr novos agentes para o
tratamento de importantes doencgas causadas poepéoios (Nakamura et al., 2006; Dutra et
al., 2009). Muitas pessoas quem vivem em areas endémicas asaatos vegetais no
tratamento tanto por via oral, como na aplicacficédsobre as lesBes cutdneas (Monzote et
al., 2010). Estudos realizados com extratos etzo®lde plantas da familia Fabaceae, entre
outras como Apocynaceae, Araliaceae, Asteracegddtbiaceae e Gentianaceae, mostraram
acao citotoxica para diferentes espécies do garasbmaniaspp. (Rocha et al., 2009).

Dioclea grandiflora Mart. Ex. Benth (Fabaceae), conhecida popularmentao
“Olho- de-boi” ou “Mucuna”, € uma planta da Caatiregdo Cerrado brasileiro (Mattei et al.,
1995). As sementes e a casca da raiz e do calde giandiflorasdo amplamente utilizadas

na medicina popular na preparacdo de infusdes g@eacas renais e prostaticas (Batista,
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Almeida, e Bhattacharyya, 1995). Varios testes @fipes ja foram realizados com modelos
animas ein vitro, sugerindo o efeito sedativo, anticonvulsivante siaitico, além de
atividades como analgésica e antimicrobiana (%4.,e2010; Silva et al., 2010). Ha caréncia
de estudos das acOes Be grandiflora frente aos microrganismos (bactérias, fungos e
parasitas).

Assim, este trabalho tem como objetivo principakstigar a atividade leishmanicida
de D. grandiflora, frente Leishmania chagas Leishmania amazonensislém de verificar a
producao de 6xido nitrico por macrofagos peritandai camundongos tratados e néo tratados
com os extratos, facilitando o aprimoramento dasides de espécies vegetais para o
fornecimento de dados cientificos na sintese destarmacos. Adicionalmente, avaliou-se a
atividade antimicrobiana da planta, devido ao apawento das infeccbes secundarias nas

lesdes leishmaniadticas.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Folhas deDioclea grandiflora Mart. ex. Benth., Fabaceae, foram coletadas no
municipio de Santa Rita no Estado da Paraiba. @rmkbotanico foi identificado pela
Professora Dr2. Maria de Fatima Agra, do Laboratde Tecnologia Farmacéutica (LTF) do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidadiergl da Paraiba (UFPB) e sua
exsicata encontra-se catalogada sob o codigo 484MP no Herbario Lauro Pires Xavier

(PPB) da UFPB.

Preparacéo de extratos para 0os ensaios

Para preparacdo dos extratos aquoso e etandtarm fatilizadas 100 g de folhas secas
e pulverizadas d®. grandiflora de acordo com a metodologia utilizada por Silvale
(2010a). Para realizacao dos testes de atividadiégita os extratos foram diluidos em agua

destilada e filtrados através de membre®ainger- Filter(0,22 um).

Andlise fitoquimica

Os extratos foram analisados por cromatografia eamada delgada (CCD),
utilizando-se placas de silica gel (Fluka 60778didador de fluorescéncia 224 nm),
empregando-se diversos sistemas de desenvolvineerdweladores especificos (Wagner e
Bladt, 1996). Foi investigada a presenca alcalgidesnarinas, derivados cinamicos,

esterbides e flavondides. Utilizou-se também umtodutogia para detec¢cdo de compostos
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fendlicos e taninos (reacdo de precipitacdo comeitdoférrico),e outra para antocianinas,

antocianidinas e flavonoides (acidulacéo e alcaditdo), propostas por Matos (2009).

Parasitas

Os parasitas foram cedidos pelo Laboratorio de dbiotogia do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ. Promastigotas deishmania chagasi e Leishmania
amazonensiem fase exponencial de crescimento, foram utiéizgguhra os testes de atividade
antiparasitarian vitro. Os parasitas foram mantidos em meio LLivér Infusion Broth)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)%0,de antibidticos (estreptomicina e
penicilina) e 0,2% de hemoglobina e incubados etufaesle BOD Biologyical Oxygen

Demand a 26°C.

Atividade leishmanicida

A atividade leishmanicidan vitro dos extratos foi avaliada pela Concentragdo de
Inibicdo de 50% (Gh) do crescimento das formgwomastigotas dd.. chagasie L.
amazonensi§2x1@® parasitas/mL) em meio LIT, as quais foram disfdas em placas de
cultura de células, em triplicata, e incubadas & 6por 72 h sem os extratos e com as
concentracdes de 400, 300, 200 pg/mL dos extradggs 72 h os parasitas foram diluidos
em solucao de PB®losphate Buffered Saline formalina a 10%, e contados em camara de

Neubauer com o auxilio de um microscopio épticeitido.
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Andlise da morfologia celular

Para analise da morfologia dos parasitas, cultilgggromastigotas de amazonensis
em fase exponencial de crescimento foram incubadasa Ciy do extrato aquoso de.
grandiflora, com duas vezes ad4gle sem o extrato. Apdés 72 h de incubacao as cslfaram
observadas por microscopia confocal, usando unostaépio Leica SPII-AOBS (Heidelberg,

Alemanha), equipado com laser ArKr (488 nm) e HEMNES nm).

Macréfagos peritoneais de camundongos

Para obter os macréfagos peritoneais foram uitigacamundongos BALB/e (20g),
eutanasiados em camera de,CDodos os procedimentos utilizando animais expamntais
foram permitidos pelo Comité de Etica da Fundac@waldo Cruz e aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRPiftocolo: L- 0001/08). As células
foram coletadas em meio RPNRoswell Park Memorial Institute Mediuprguplementado
com 20% de SFB, e incubados em placas de cultucéldias de 96 pocgos a 37 ° C, 5%,CO
Os macréfagos ndo aderidos foram removidos e axjadkridos foram lavados com meio de

cultura RPMI

Produc&o de Oxido Nitrico (NO)

Os sobrenadantes das culturas de macrofagosneaisatratados e nao tratados com a
metade da Gp, a Cko, 0 dobro, e quatro vezes as§tlo extrato agquoso de. grandiflora
foram analisados para verificar a producdo de Oxiiico (NO). O NO foi determinado

indiretamente pela quantificacdo do nitrito (N@esultante de sua oxidagdo no sobrenadante
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da cultura, detectado pela reacdo colorimétricaGdess. A absorbancia, a 595 nm, das
diferentes amostras foi comparada com os valoresudea padrdo, obtida pela dosagem de

nitrito de sédio diluido em meio RPMI

Atividade antimicrobiana

Cepas deStaphylococcus aureus

As cepas dé&. aureudestadas foram isoladas de material clinico eeftdas pelo
Departamento de Antibiéticos, Universidade FeddeaPernambuco (UFPEDA), onde suas
susceptibilidades aos antibiéticos foram determasagdreviamente (Tabela 1). Todas as

bactérias foram mantidas em meio de cultura Agariéhie (AN) e armazenadas a 4° C.

Tabela 1 Cepas deStaphylococcus aureusisadas no estudo e susceptibilidade aos

antibioticos.
Susceptibilidade aos Antibidticos
Cepa Fonte Oxacilina  Cefoxitina Eritromicina  Clindamicina
UFPEDA Cepa padrao S S S S
02
UFPEDA Urina R R R R
670
UFPEDA Sangue R R R R
672
UFPEDA  Secrecao de ferida S R R S
677

R- resisténcia; S- sensibilidade
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Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

O ensaio foi realizado em microplacas estérei86deavidades com fundo em forma
de “U”. Uma dupla diluicdo seriada do extrato aqudse D. grandiflora foi preparada em
caldo Mueller Hinton (MHB) e 100 pL da suspensaobdetérias foram adicionados. Os
indculos microbianos na concentracdo de 0,5 de Nafdh (1§ UFC/mL) foram diluidos
1/10 em solucdo salina estérilizada (0.9%). As oplaccas foram incubadas em estufa
bacteriologica a 35°C por 18 horas. Decorrido egirvalo de tempo foi adicionado a cada
um dos orificios 15 pL de uma solucdo de Resazufin@l%) e as microplacas foram
novamente incubadas por mais trés horas a 35°C.soldicdo de Resazurina (0,01%) foi
utilizada como indicador de viabilidade celular. |éitura realizada de forma visual foi
observada pela mudanca da cor azul (original deaZReima) para rosa, caracterizando
reducdo desse corante nas cavidades onde havikdaidb bacteriana; em contrapartida, nas
cavidades onde a cor permaneceu azul, ndo houvead@do corante, indicando inviabilidade
bacteriana; podendo-se desta forma determinar agbtmacéo Inibitéria Minima (CIM), ou
seja, a menor concentragdo de um produto (extcafmgz de inibir o crescimento bacteriano

(CATAO et al., 2010). Clorafenicol e Ampicilina fom utilizadas como controle positivo.

Anélise Estatistica

Para determinar a atividade leishmanicida dos sras analises estatisticas foram
realizadas através do programa GraphPad Prism &pl@Bad Software, San Diego,
California, USA). Os resultados foram expressoswvés da média £+ S.E.M. Os testes
paramétricos t de Student ou ANOVA foram aplicag@sa as variaveis normalmente

distribuidas. Para as variaveis que violaram osspiostos de normalidade foram utilizados
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0s testes ndo-paramétricos Mann-Whitney e Kruskalli8V para determinacdo da
significancia estatistica nas comparacdes entgeupmos.

Para determinar a producao de 6xido nitrico pelasrofagos peritoneais foi utilizado
o teste paramétrico ANOVA, o teste de comparacatiptaide Dunnett, para comparar cada
concentracdo do extrato testado com o grupo centelde Tukey para comparar cada
concentracdo testada entre si. Os resultados das tad analises estatisticas foram

considerados estatisticamente significantes quprdo,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com publicacdes anteriores, este énwepno relato na literatura no qual os
extratos deD. grandiflora, aqui investigados, sdo submetidos a ensaios delate anti-
Leishmania O fracionamento dos extratos, e a identificacgaoueficacdo de metabdlitos
secundarios dd®. grandiflora pode ser uma alternativa para potencializar tantacao
antiparasitaria como antimicrobiana. Apesar dosidest ja realizados nessa area, ainda
existem muitas espécies vegetais com potencialdatie leishmanicida a serem avaliadas
(Moreira et al., 2007).

No presente estudo, foi investigado o efeito le@hicida de dois extratos, obtidos a
partir de folhas d®. grandiflora A escolha da espécie vegetal foi baseada nadgtadas
atividades biolégicas da mesma, analises fitog@siealizadas em trabalhos anteriores,
além do uso popular e disponibilidade na flora ikeia. Através da analise fitoquimica dos
extratos aqui utilizados, foi possivel identifieapresenca de flavonodides, flavonas, xantonas
e taninos flobabénicos (taninos condensados). Méwdrificada a presenca dos demais
metabdlitos secundarios investigados.

Os extratos testados interferiram na viabilidades dformas promastigotas de
chagasi e L. amazonengiBiguras 1 e 2). O extrato aquoso Degrandiflora apresentou
melhor acdo, frente as duas espécies, comdel300ug/mL sendo, por tanto, investigada

outras atividades do mesmo, considerando o valeudeCi.
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Figura 1. Efeito leishmanicida dos diferentes extratos das folha®idelea grandiflora
Mart. ex. Benthem promastigotas deeishmania chagasOs parasitas foram tratados por 72
h com os extratos aquoso e etandlico nas concérg&p0, 300 e 400 pg/mL, e na auséncia
dos mesmos. Para 0 extrato aqudasdlas as concentracbes foram estatisticamente
significantes (p < 0.05), sendo a§300ug/mL.
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Figura 2. Efeito leishmanicida dos diferentes extratos das folha®idelea grandiflora
Mart. ex. Benthem promastigotas deeishmania amazonensi®s parasitas foram tratados
por 72 h com o0s extratos aquoso e etandlico naseotmracdes 200, 300 e 400 pg/mL, e na
auséncia dos mesmos. Nao @bservada diferenca estatistica entre as concéaatos
extratos quando comparadas com o controle (p <0.05)
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O estudo de Dutra et al. (2009) ao investiganadaide leishmanicida das sementes
de Pterodon emarginatusvogel (Leguminosae) frente a®rmas promastigotas de..
amazonensis L. chagasi relata acao efetiva apenas paramazonensif2ode-se supor que
este efeitaliferencial esteja relacionado ao fato de Quamazonensiseja mais susceptiveis
em cultura qué.. chagasi(Dutra et al. 2009). Diferentemente, neste estideatores de G
foram iguais para o extrato aquoso De grandiflora nas duas espécies investigadas,
sugerindo-se um mecanismo de acao semelhante eas dffguras 1 e 2).

Moreira et al. (2007) investigaram o efeito drgishmaniado extrato hidroalcodlico
de Stachytarpheta cayennengRich.) Vahl (Verbenaceae) que se mostrou mai® gtara a
espécid.. braziliensisque pard.. amazonensisA Clso para promastigotas de braziliensis
foi de 73,7 pg/mLenquanto a Grequerida para matar amazonensiti de 382,5 pg/mL
(Moreira et al., 2007). O resultado dad@io extrato hidroalcoodlico d8. cayennensizaral.
amazonensifoi semelhante aos valores encontrados utilizarsdextratos d®. grandiflora
neste estudo para as duas espécies avaliadasa@-ijue 2), que apesar de mostrarem
atividade contra o parasita, apresentaram uma ptracéo inibitdria acima da maioria
relatada pela literatura. Dutra et al. (2009), sssus estudos, consideram que os valores de
Clso acima de 100 pg/mL ndo apresentam atividade efrast formas promastigotas das
espécies deeishmania Diferentemente, ha relatos de extratos de platasChode até 160
ng/mL registrados como apresentando eficacia mdddiezerra et al., 2006).

As folhas deS. cayennensiggm sido usadas no tratamento da lesdo ulcerada da
leishmaniose tegumentar, possuindo dentre 0s seustitaintes quimicos alcaldides,
glicosideos e flavondides, substancias com efeighianicida comprovado (Moreira et al.,
2007). A atividade apresentada fnrgrandiflorapode estar relacionada com a presenca dos

compostos flavonadidicos, detectados nas folhasedesggetal.



63

De acordo com o valor da 4globtida neste estudo, 100% de morte celular ogarrer
apenas quando sdo usadas maiores concentracOesxida®s. Colaborando com esses
resultados, as andlises realizadas através da smi@i@ confocal mostram alteracdes
morfologicas nas formas promastigotad.damazonensjsapds o tratamento por 72 h com o
extrato aquoso.

O grupo de promastigotas ndo tratado apresentmlogia normal tipica (alongada) e
flagelo longo. As analises dos grupos tratados reugejue injarias nos parasitas, que nao
podem ser revertidas, causam diminuicdo da matiéidalteracdes estruturais e perda da
viabilidade celular. As células aparecem com o m@uaumentado, arredondadas, com
auséncia de flagelo, formando rosetas e muitassvégadas (Figura 3). Observacoes
semelhantes foram descritas por Oliveira et al0920que assim como no presente estudo,
destacaram a forma redonda e estrutura deformadeétidas tratadas. Mendonca-Filho et al.
(2004), observaram mudancas semelhantes na madollag formas promastigotas te
amazonensjsao incubar as células com o extrato @ecos nuciferaLinn. (Palmae) var.
typical A, e mostrou que a lise das promastigotas foi easkerapds 60 min. de incubacéo.

Coletivamente, esses resultados sugerem que oaosxtdeD. grandiflora podem
possuir um efeito citostatico, porém nao tao efstipara serem citotéxicos frente ao género
Leishmania considerando que apds 72 h de tratamento, quasmgarasitas entram na fase

estacionaria de crescimento, ainda observou-sesamga de células vidveis em cultura.
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Figura 3. Observacdes microscopicas da viabilidade de progoséas de Leishmania
amazonensiapos 72 h de tratamento sem o0 extrato aquosmitess fdeDioclea grandiflora
Mart. ex. Benth (A), com a &l (B) e duas vezes a 43[C). Os parasitas foram analisados
através de microscopia confocal. Em A, o grupo robet onde as células apresentam
morfologia normal e flagelos longos (seta). Em Bseyvam-se pequenas alteracbes nas
formas e aumento celular das promastigotas tratemas300 pug/mL do extrato (setas). Em
C, a concentracdo de 600 pg/mL deformou as céphdes arredondadas, causou perda de
flagelo e lise celular (setas).

Diversos extratos de plantas tém sido relatadosafeiar a producdo de NO por
macréfagos de murinos (Napolitano et al., 2005)cidfagos peritoneais de camundongos
foram tratados com o extrato aquoso por 72 h, epeocsos com o controle, e os
sobrenadantes das suas culturas foram avaliadasvpdficar a concentracado de nitrito. A
figura 4 mostra que os macréfagos quando tratadas €00 e 120Qug/mL do extrato
produzem significativamente mais NO do que o grupatrole. Os macréfagos tratados com

a Cho (300 pg/mL) produzem o dobro de NO em comparagdmao tratados, porém esses

valores nao foram estatisticamente significantes.
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PRODUCAO DE OXIDO NITRICO
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Figura 4. Efeito do extrato aquoso das folhas Dieclea grandifloraMart. ex. Benth na
producao de Oxido Nitrico por macrofagos peritosie@s macrofagos foram tratados com o
extrato nas concentracdes de 150, 300, 600 e 1¢@0Lypor 72 h. A concentragédo O pg/mL
representa o0 grupo controle (sem o extrato). Osesadantes obtidos da cultura foram
usados para determinar a concentragcdo de nitrita pmacdo de Griess. Apenas as
concentracdes de 600 e 1200 pg/mL foram estatis¢iote significantes quando comparadas
ao grupo controle (p< 0,05). Cada barra represedtsvio padrdo do experimento realizado.

Os resultados sugerem que o0 extrato aquodd. dgandiflora &€ capaz de ativar os
macrofagos e estimular a producdo de NO por esdatas em cultura. Como o extrato
influencia a produgéo de NO ainda é desconhecidsulados semelhantes foram obtidos por
Andrade et al. (1999), que relataram a producabl@epor células peritoneais de murinos,
estimulada pela lectina de. grandiflora, in vitro ein vivo.

Segundo Mendonca-Filho et al. (2004NO inibe a atividade cisteina proteinase das
leishmanias, um fator de viruléncia destes mi@oigmos, levando a inibicdo metabdlica
dos residuos reativos de cisteina, além do blogoegqrocesso de diferenciacdo das
amastigotas em promastigota®. NO €& um oxidante leishmanicida geserce efeitos

estaticos e/ou litico em ambos as fases de desemenito do parasita, sendo maitdxico

para as formas amastigotas intracelulares (Mendeitiga et al.,, 2004). Futuros estudos
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podem investigar a infeccdo de macréfagos em euftor parasitas do génereishmania
tratados com a espédie grandiflora, a fim de explorar a inducéo da producdo de NO em
macrofagos ativados por microrganismos e verificar atuacado no controle parasitario.

A busca de plantas com atividade antimicrobiand&mtem aumentado nas dltimas
décadas em muitos paises, devido a sua riquezeomiitgintes, como 0S cOmpostos
fendlicos e flavonoides, os quais possuem potegéte antibacteriana (Silva et al, 2010a). No
presente estudo, o extrato aquoso também foi aealipianto a atividade antibacteriana,
contra cepas d8. aureuscom perfil de resisténcia, obtidas de isoladosiads) mostrando
efeito inibitorio sobre o crescimento de todas &pas testadas. Os resultados sé&o

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 Cepas destaphylococcus aureussadas e susceptibilidade ao extrato aquoso das

folhas deDioclea grandifloraMart. ex. Benth.

CIMs (pg/mL)

Cepa Extrato Clorafenicol Ampicilina
02 3.125 0,098 0,012
670 3.125 R R
672 1.562,5 6,25 0,78
677 3.125 0,195 R

R- resisténcia
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Segundo Aligianis et al. (2001), extratos vegetmsn CIM até 500 pg/mL sé&o
considerados como agentes de forte inibicdo, Clivee800 e 1500 pg/mL possuem inibicao
moderada e acima de 1500 pg/mL fraca inibicdo.eDesido, na tabela 2 pode-se observar
que houve uma fraca inibicAo do crescimento miarbi pelo extrato aquoso de.
grandiflora. Por outro lado, Davet et al. (2009) relataram @gencentracdo inibitoria minina
acima de 1000 pg/mL é alta, uma vez que a inibgile ocorrer por outros mecanismos que
nao os tradicionais (processos de inibicdo de sd@ntke acidos nucléicos, de enzimas ou
mesmo por altera¢cdes no pH do meio).

Através dos resultados da CCD, pode-se afirmaroguextratos d®. grandiflora
contém flavondides e taninos, substancias que s&rano ativas contra microrganismos
(protozoéarios, bactérias e fungos), conforme rdtat@nteriormente na literatura (Schinor et
al., 2006; Silva et al., 2009; Silva et al., 2010D} efeitos observados no presente estudo
podem ser devido a presenca dos mesmos.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetai®rec pela acdo conjunta de
compostos quimicos presentes nas plantas, e nao atigldade de compostos isolados
(Schinor et al., 2006 A auséncia dos demais metabdlitos secundériextnato aquoso de.
grandiflora, pode sugerir a baixa atividade em relacdo asscegséadasEste resultado ndo
indica auséncia de atividade antimicrobiana, mas cle 0 uso destes extratos para fins
terapéuticos seria inviavel por ser necessariadwmsa elevada para o efeito esperado (Davet

et al., 2009).
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CONCLUSAO

O extrato aquoso deioclea grandifloraapresentou melhor atividade vitro paral.
amazonensi® L. chagasi Os resultados da microscopia confocal sugerem atiwalade
citostatica, sendo necessarias concentracdes hea@das para obter uma acdo citotdxica
frente aos parasitas. Ainda foi constatada a pé&wute Oxido nitrico por macrofagos
peritoneais tratados com o extrato aquoso, e si@mfeente a cepas & aureusom perfil de
resisténcia, obtidas de isolados clinicos. A adigiel antimicrobiana, junto com a atuacéo
citostatica dos extratos frente as leishmanias,e pser favoravel contra as infec¢des
secundérias nas Ulceras leishmanidticas. A estg@alda producdo de NO reforca a atuacéo
dos macroéfagos frente aos microrganismos. Pesquisaas sao importantes para investigar
0 carater citotoxico dos extratos, além da utiBwagle modelos de infec¢do vivo para
melhor avaliar as atividades dessa espédtimecessario o fracionamento dos extratos e
isolamento de metabdlitos secundariodgrandiflora a fim de identificar os componentes

ativos responsaveis pelas a¢des encontradas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

» A andlise fitoquimica dos extratos das folha®aelea grandifloraMart. ex. Benth
evidenciou a presenca de flavondides, flavonagpras e taninos condensados.

* O extrato aquoso apresentou melhor atividadétro, em relacéo ao extrato etandlico,
para Leishmania amazonensis Leishmania chagasiapresentando ¢y de 300
png/mL.

» Através da microscopia confocal, foram observadi@sagdes na morfologia tipica
dos parasitas e perda da motilidade celular.

* Os resultados da §le da analise microscopica sugerem uma atividadstéiica,
sendo necessarias concentracdes mais elevadashparaima acgéo citotoxica frente
aos parasitas.

* O extrato aquoso induziu a producdo de 6xido pipimr macrofagos peritoneais.

* O extrato aquoso mostrou atividade antimicrobiaeaté a cepas detaphylococcus
aureuscom perfil de resisténcia, obtidas de isoladosans.

* Pesquisas futuras sao necessarias para a invéstighg carater citotoxico dos
extratos, da atividade em infecc@esivo, assim como o fracionamento dos extratos e
isolamento de metabdlitos secundarioDiteclea grandifloraMart. ex. Benth, a fim
de identificar os componentes ativos responsavela pcado encontrada contra

parasitas do génet@ishmania
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