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EFEITO DE DEZ PLANTAS DO CERRADO BRASILEIRO SOBRE A VIABILIDADE
DE PROMASTIGOTAS DE Leishmania amazonensis

EFFECT OF TEN BRAZILIAN CERRADO PLANTS ON THE VIABILITY OF
Leishmania amazonensis promastigotes

Nadjania Saraiva de Lira Silva '
Patricia de Castilhos 2

O objetivo deste trabalho foi testar a acdo de dez plantas nativas do bioma Cerrado sobre a viabilidade celular
de promastigotas de Leishmania amazonensis, bem como analisar quais espécies interferem no crescimento do
parasito. Os extratos aquosos foram produzidos por decoc¢do a 50%. A viabilidade celular foi testada em placas
de 96 pocos, adicionados a cada poco 100uL de extrato e 1X10° promastigotas de Leishmania amazonensis, e
incubadodos por 4, 24 e 48 horas a 25°C com concentragdo final de todos os extratos de 25%. Dos dez extratos
aquosos testados que mostraram melhor a¢do no parasito foram liofilizados para melhor andlise: Cecropia
pachystachya; Pouteria ramiflora, Enterolobium contortisiliguum e Handroanthus heptaphylus, testados a
1mg; 0,5mg; 125mg e 0,25mg/mL durante 24 e 48 horas a 25°C. A viabilidade dos parasitos em todos os testes
foi determinada pelo corante azul de Tripan (20uL/0,5/%), utilizando-se de microscdpio dptico. Os dez extratos
na forma aquosa a 25% (concentracdo final) inibiram o crescimento da L. amazonensis apos 48 horas, mas
somente quatro inibiram nas primeiras horas (4 e 24 horas), sendo liofilizados. Estes quatros mostraram inibi¢do
satisfatoria de 50% e 100% nas concentragées de 1 e 0,5mg/mL em 48 horas, sendo importantes candidatas a
plantas terapéuticas para o tratamento de leishmaniose tegumentar.

Palavras-chave: Viabilidade Celular. Leishmania Amazonensis. Inibi¢do de Crescimento.

The objective of this study was to test the action of ten plants of the Cerrado biome on cell viability of Leishmania
amazonensis promastigotes and analyze which species interfere with the parasite ‘growth. The aqueous extracts
were produced by decoction 50%. The cell viability was assayed in 96 well plates added to each well and 100 uL
extract 1X10° promastigotes of Leishmania amazonensis and incubated for 4, 24 and 48 hours at 25°C with a final
concentration of all extracts 25%. Of the ten aqueous extracts tested, these showed better action in the parasite
for further freeze-dried analysis: Cecropia pachystachya; Pouteria ramiflora, contortisiliguum Enterolobium and
Handroanthus heptaphylus, tested at 1Tmg; 0.5mg; 125mg and 0.25 mg/ml at 24 and 48 hours a 25 °C. The viability
of the parasites in all tests was determined by trypan blue dye (20uL/ 0.5 /%) by using an optical microscope.
The ten statements in aqueous form at 25% (final concentration) inhibited the growth of L. amazonensis after
48 hours. However, only four inhibited in the early hours (4 to 24 hours), and these were freeze-dried. These four
showed satisfactory inhibition of 50% and 100% at concentrations of 1 and 0.5 mg / mL within 48 hours, which
make them important candidates for therapeutic plants for the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Cell Viability. Leishmania Amazonensis. Growth Inhibition.

1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar é uma grave
doenca que transmitida através da picada do inseto,
flebotominio, que transmite a forma promastigota
do parasito Leishmania ao homem. (ALVAR, YACTAYO,
BERN, 2006). A forma cutanea se caracteriza pelo
desenvolvimento de Ulceras na pele que se diferenciam
de acordo com a espécie do parasito, entre essas, se
destaca a Leishmania amazonensis (NETO et al., 2008).

A Leishmania amazonensis desencadeia lesdes
Unicas ou em numero limitado, com intensa carga
parasitaria, ndo originando metastases na mucosa
oronasal. Esse protozodrio é responsével por desenvolver

a Leishmaniose cutanea difusa, caracterizada por formar
diversos nédulos tegumentares que se espalham por
todo o corpo. Essa forma clinica ndo possui cura, sendo
a mais grave entre a Leishmaniose Tegumentar (NETO

et al., 2008).

O primeiro tratamento utilizado contra a
Leishmaniose Tegumentar foi o tartaro emético,
um antimonio trivalente, desenvolvido por Gaspar
Viana, que constituiu por muitos anos a Unica droga
terapéutica disponivel para uso pela sociedade (NEVES
etal., 2011). Contudo, esse composto quimico apresenta
toxidez e efeitos colaterais nos pacientes que os utilizam

(RATH et al., 2003).
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Atualmente, as drogas disponiveis para o
tratamento da Leishmaniose sdo de uso limitado, uma
vez que algumas cepas do protozodrio Leishmania sp
desenvolveram resisténcia, bem como desencadeiam
diversos efeitos colaterais, e apresentam alto custo
financeiro (MUSA et al.,, 2010). Diversos estudos estao
sendo realizados para desenvolver drogas alternativas
para agirem contra o crescimento desse parasito.
Dentre os novos estudos realizados, destaca-se a pesquisa
com plantas medicinais que apresentam nova perspectiva
de descoberta de compostos que inibam o crescimento
do protozodrio Leishmania (SILVA et al., 2010).

Novos estudos sobre o poder medicinal das
plantas é de extrema importancia, especialmente das
plantas do Cerrado, que tradicionalmente sao utilizadas
na medicina popular. Algumas pesquisas tém mostrado
que o dleo de Eugenia uniflora L. (Pitanga), Malvaceae,
possui mais de vinte compostos quimicos que interferem
no crescimento de Leishmania amazonensis, entre eles se
destaca o sesquiterpénica sendo o mais abundante no
total da composicéo. Tal dleo da Eugenia uniflora inibiu
100% as formas promastigota em 72 horas, e foi 20%
mais toxica para amastigotas que para os macréfagos
(RODRIGUES et al., 2013).

Diante da gravidade da doenca Leishmaniose
Tegumentar e da necessidade de novas alternativas
para o tratamento, o presente trabalho objetivou
avaliar a atividade dos extratos de plantas do Cerrado,
sobre a viabilidade das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis em diferente com
diferentes concentragdes.

2 METODOLOGIA
2.1 Plantas

As folhas das arvores foram coletadas no
primeiro semestre de 2013 no Parque Ecoldgico Mata
da Bica, localizado na cidade de Formosa, Goias, sendo
identificadas no momento da coleta pelos autores da
pesquisa. As amostras como prova foram depositadas
no herbdério do IFG (Tabela 1).

2.2 Preparacao dos extratos

No laboratério, as folhas eram pesadas na
balanca eletronica, em seguida lavadas com &gua

corrente para retirar sujeira e poeira existente no
material. As mesmas eram submersas em uma solucao
com &gua e hipoclorito de sédio (NaclO) a 3%, durante
meia hora. Apés a lavagem em NaClO, as folhas foram
novamente colocadas em dgua corrente para retirar
qualquer vestigio do composto quimico. Em seguida
foram produzidos 10 extratos a partir de espécies
nativas do Cerrado, a 50% por decoc¢édo. No processo de
decoccao foram adicionados as folhas e 4gua destilada
em um béquer para ser aquecido na chapa aquecedora,
esperando 5 minutos apods o inicio da fervura, obtendo
extrato a 50%. Posteriormente, o extrato era filtrado com
papel filtro, depois, filtrados novamente com microfiltro
de seringa 0,20 pm para conservar a solucao esterilizada,
sendo armazenados na geladeira (VIECELLI; SILVA, 2009).

Os extratos produzidos por decocgdo foram
denominados de extratos aquosos tendo concentragdo
final de 25% no momento dos experimentos com
os parasitos. Destes dez extratos aquosos, 0s
que tiveram melhores resultados na viabilidade
celular foram liofilizados: Cecropia pachystachya;
Pouteria ramiflora, contortisiliguum Enterolobium e
Handroanthus heptaphylus.

Os quatro extratos foram liofilizadas pelo
aparelho LioTop Modelo G-108, que consiste na retirada
da molécula de agua, transformado, assim, os extratos
liquidos em po. Posteriormente, os extratos liofilizados
foram diluidos em 0,9% em tampao fosfato salina (PBS)
a concentra¢des de 1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml;
0,125 mg/ml, e testados quanto ao seu efeito sobre a
viabilidade celular as 24 e 48h.

2.3 Parasitas

As cepas de Leishmania amazonensis isoladas
de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Claudio Vieira da Silva,
professor da UFU e responsavel pelo Laboratério de
Tripanosomatideos UFU.

Os parasitos foram cultivados em axénica BHI
(soro fetal bovino) suplementado com 10% de soro
fetal bovino e antibiético (penicilina, gentamicina,
estreptomicina) e L-glutamina até atingirem a
fase estacionaria. As promastigotas de Leishmania
amazonensis foram utilizadas em todas as experiéncias.

Tabela 1 - Lista de espécies de arvores utilizadas para produzir os extratos

Espécie Familia Nome comum
Anacardium humile Saint Anacardiaceae Caju do cerrado
Saint Bixa orellana L Bixaceae Colorau
Cecropia pachystachy Trecil Cecropiaceae Embauba
Dipteryx alata Vogel Fabaceae Baru
Enterolobium contortisiliguum (VELL) Morong Fabaceae Tamboril
Pouteria ramiflora Mart Sapotaceae Grao de galo
Passiflora edulis Sims Passifloraceae Maracuja
Moruss sp. Poiret Rosaceae Amora
Xylopia aromatica (LAM.) Mart Annonaceae Pimenta de macaco
Handroanthus heptaphylys Vell Bignonaceae Ipé-rosa

270 http://ojs.ifsp.edu.br



EFEITO DE DEZ PLANTAS DO CERRADO BRASILEIRO SOBRE A VIABILIDADE DE PROMASTIGOTAS DE Leishmania amazonensis

2.4 Ensaio em promastigotas de L. amazonensis

Em seguida, as formas promastigotas foram
avaliadas quanto a sua viabilidade na presenca de
diferentes extratos de plantas do Cerrado. Em uma
placa de 96 pocos foram adicionadas 100 pL de solugao
de promastigotas, Leishmania amazonensis, (1 x 10°
parasitos/poco) e incubados a 25° C por 4 (quatro),
24 (vinte e quatro) e 48 (quarenta e oito) horas com
os extratos aquosos na concentracdo de 50% , com a
concentracao final de cada extrato de 25% por pocgo.
Para obtenc¢édo do controle positivo foram testados com
meio de cultura axénico e PBS.

Os ensaios com os extratos liofilizados foram
realizados como descrito anteriormente, sendo avaliados
em 24 (vinte e quatro) e
48 (quarenta e oito) horas. 120+ A hurz
Todos os experimentos
foram realizados em
duplicata e repetidos pelo
menos 2 vezes. 0

No final de 4, 24 e
48 horasde ambos extratos
(aquosos e liofilizados)
foram adicionados 20 pL ol
de solucdo de Azul
de Tripan (0,5%) e
mantidas em camara
de contagem Neubauer 10 wun
para microscopia 6ptica. £04
Além disso, a avaliacdo
da viabilidade das células
foi testada na presenca 40
de PBS para verificar a 204
influéncia dos extratos de
solventes do experimento.
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apresentaram resultados satisfatérios: Embauba
(Cecropia pachystachya); Grdo de Galo (Pouteria
ramiflora); Tamboril (Enterolobium contortisiliguim) e Ipé-
rosa (Handroanthus heptaphylus) mostrando viabilidade
entre 0 a 9% (Figura 1). Segundo teste Anova houve
diferenca estatistica entre os extratos Cecropia, Pouteria,
Enterobium, Handroanthylus com o controle de P=0,0001
em 48 horas.

A partir destes dados, observou-se que apenas
Cecropia, Pouteria inibiram o crescimento de Leishmania
em 100% e de 50% a concentracdes de 1 mg e de
0,5 mg (Figura 2), (P<0.04 e T mg de controle).
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Figura 1 - Percentagem de viabilidade de 10 aquosas de tempo extracto de 4 horas, 24 horas e 48 horas.

2.5 Analise estatistica

Os experimentos
dos extratos foram
realizados em duplicado
em trés experiéncias
independentes, gerando
seis resultados para
andlise. A diferenca foi
expressa estaticamente
P < 0,05 usando andlise de
variancia, em GraphPad
Prism 6.0.
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Figura 2 - Percentagem da viabilidade do extrato liofilizado de Cecropia, Pouteria, Enterolobium e

Handroanthys o crescimento da Leishmania amazonensis durante 24 horas e 48 horas.
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4 DISCUSSAO

Aavaliacdo dos 10 extratos de plantas do Cerrado
testados permitiu a andlise da influéncia que cada
extrato que tinha sobre a viabilidade de promastigotas
de Leishmania amazonensis. O extrato Cecropia
pachystachya (C. pachystachya) inibiu o crescimento de
L.amazonensis 100% a 25%, bem como na concentracdo
de T mg/ml e 0,5 mg/ml. Este efeito inibitério pode
estar relacionado a propriedades quimicas existentes
na folha. Cruz et al. (2010), descobriram que o glicosido
flavonoide presente em desarruma estrutura K-folha de
ADN e inibe a acdo da enzima arginase, que atua sobre
ainibicdo da producao de 6xido nitrico (NO). Arginase é
uma das enzimas que sdo responsaveis pelo crescimento
e desenvolvimento do protozoario Leishmania sp.

Além disso, outros estudos constataram que essa
planta possuiacgao anti-inflamatdria, quando injetadaem
Tmg/mL e 0,5 mg/mL nos edemas induzidos em ratos,
diminuindo-os entre 72% a 65% (PACHECO et al., 2014).
O género Cecropia, também, oferece outros beneficios
para saude dos seres vivos. Lima-Landman et al. (2007)
testaram a acdo da espécie Cecropia glaziovii, preparada
com extrato aquoso a 2%, na atividade anti-hipertensiva,
observando que tal efeito se manteve ao longo dos
60 dias de tratamento em ratos hipertensivo. Esses
trabalhos mostram que Cecropia apresenta efeito
benéfico para saude, em diferentes formas de obtencao
de extrato, ou seja, aquoso ou em élcool.

O extrato de Pouteria ramiflora (P. ramiflora)
testado nas formas promastigotas, também, demonstrou
alteracdo na viabilidade em 50% a 58% com Tmge 0,5 mg
no tempo de 24 e 48h. Esses dados mostram que esta
espécie apresenta melhores resultados em concentracdo
maior de extrato.

Em relacdo as propriedades quimicas da Pouteria
ramiflora, Jinior (2004) testou a acdo do extrato
etandico, obtido da raiz de Pouteria, na diminuicdo da
dor em ratos. Com 50mg/Kg desse extrato, observou
diminuicao significativa do nimero de contorgdes,
ja com 100mg/Kg, as contorgées foram bloqueadas
totalmente. SOUZA et al. (2012), demonstraram que
o extrato aquoso do género Pouteria inibiu a acao
da enzima tirosina quinase entre 79% a 100% sendo
uma nova fonte terapéutica para tratar doenca de
hiperpigmentacdo, ja que esta enzima é responsavel
pela produgao da melanina.

Enterolobium contortisiliguime e Handroanthys
heptaphylus (nomeado antigamente como Tabebuia
heptaphylus) foram as duas espécies que nao
apresentaram resultados relevantes na viabilidade
das formas promastigotas de L. amazonensis, visto que
praticamente nao inibiram o crescimento do protozoario
ao longo do tempo.

Enterolobium possui em sua composi¢do quimica
a proteina tirosina inibitéria que dificulta a adesao
celular, migracao e invasao de células cancerigenas
gastricas, contribuindo em novas alternativas para o
tratamento do cancer (PAULA et al., 2012). Outro estudo
mostrou que o éleo produzido a partir da semente dessa
espécie mata totalmente as bactérias Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Micrococcus
luteus, devido a presenca de dois compostos quimicos,
carvone e estragole (SHAHAT et al., 2008).
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O género Handroanthys tem apresentado
atividade na inibicdo do crescimento de diversos
patégenos. Byeoung-Soo et al. (2006) demonstraram
que a espécie Handroanthy impetinosa (ipé-roxo) atua
contra o crescimento da bactéria Helicobacter pylori
devido a presenca de naftoquinona na casca da raiz.
Esse composto, também, apresentou atividade inibitéria
no crescimento de outras bactérias intestinais como
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
infantis e Lactobacillus acidophilus.

Teixeira et al. (2014), testou a eficacia do
extrato de Handroanthys impetinosa com 1mg;
0,5mg; 0,25 e 0,06 mg/mL contra o crescimento daforma
promastigota Leishmania amazonensis, e observou
que em nenhuma dessas concentragdes apresentaram
efeitos significativo contra esse parasito.

Entretanto, o extrato da casca dessa espécie,
Handroanthys impetiginosa, possui efeito genotodxico
nas células sanguineas. Esses dados foram observados
por Odilon et al. (2012), que testaram a atividade desse
extrato em células sanguineas de ratos, constatando
que as células tiveram danos no DNA, e a taxa de
sobrevivéncia caiu apés 24h.

Estudos com outras plantas do Cerrado existente
na literatura mostram que esse bioma contém uma rica
flora com poder medicinal, principalmente, acdo contra
microorganismos patogénicos, incluindo o protozodrio
Leishmania sp. Lopes et al. (2012) demonstraram que
a semente de espécie B. orellana apresenta atividade
antileishmanicida contra as espécies L. amazonensis e
L. chagasi, devido a presenca de geranilgeraniol. Esse
composto quimico modifica a morfologia da Leishmania,
arredondando e inchando o parasito, assim como, rompe
amembrana plasmatica, provoca a lise celular e altera a
membrana flagelar da forma promastigota Além disso,
0s mesmos autores observaram que geranilgeraniol,
constituindo 50% na semente da B. orellana, despolariza
a membrana mitocondrial do parasito.

Igualmente, B. orellana atua em outros tipos de
enfermidades como anti-inflamatério, problema do
figado, tuberculose, antibacteriano, antidisentérico,
antioxidante e cicatrizante (PAZ, 2006). Nosso estudo foi
sobre afolha da planta e talvez porisso a atividade antes
observada, ndo demonstrou resultados satisfatérios
nas primeiras horas de cultivo celular do nosso estudo.

Do mesmo modo, Passiflora edulis apresenta,
também, atividade anti-inflamatdria, analgésico e
diminui edemas. Além de aumentar o numero de
fibroblasto e formacao de coldgeno, atuando como
importante cicatrizante (FILHO et al., 2010). Raimava e
colaboradores (2014) observaram que tanto folha
quanto a haste de diferentes espécies do género
Passiflora, possuem altas quantidades de compostos
fendlicos. Além disso, registraram alta potencial
antioxidante a partir do extrato metandico produzido
da haste de Passiflora quadrangularis e Passiflora edulis.

5 CONCLUSAO

Constatou que entre os dez extratos testados,
todos inibiram o crescimento da Leishmania amazonensis
apods 48 horas. Entretanto, apenas quatro extratos
manifestaram uma inibicao satisfatéria desde o primeiro
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momento de cultivo celular (Cecropia pachystachya;
Pouteria ramiflora; Enterolobium contortisiliguime
Handroanthys heptaphylus), com viabilidade entre
0 e 6% das formas promastigotas de Leishmania em
concentracao de 25%.

Quando essas quatro espécies de plantas
apés liofilizados foram testadas novamente, o efeito
diminuiu, onde apenas Cecropia e Pouteria apresentaram
efeito entre 0 a 50% na viabilidade do crescimento
da promastigota L. amazonensis. Isso mostra que os
extratos diluidos em dgua proporcionam melhores
efeitos dos compostos quimicos presentes nas plantas
nao alteraram a acdo dos mesmos.

Portanto, o presente trabalho constatou que
plantas do Cerrado possuem compostos quimicos que
atuam na viabilidade celular de Leishmania amazonensis,
podendo ser mais bem avaliadas nesse sentido.
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