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Resumo

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca causada por
protozoarios do género Leishmania e que se caracteriza por ulceras no local
da picada da fémea do inseto flebotomineo. O tratamento disponivel
atualmente provoca diversos efeitos colaterais. Dessa maneira, terapias com
fontes naturais, de baixo custo e que representam pouca ou nenhuma
reagcdo adversa, €& de extrema importancia. Plantas do género
Tabernaemontana ja sdo conhecidas por suas propriedades medicinais.
Com base nisso, o presente trabalho avaliou a atividade leishmanicida do
extrato bruto do latex de Tabernaemontana catharinensis A. sobre formas
amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Observou-se que o
indice de infeccéo (percentual de macrofagos infectados x numero médio de
amastigotas por macréfago) diminuiu em relagdo aos controles nao tratados.
Assim, na concentracdo de 2000 pg/mL do latex, houve reducéo significativa
(p=0,047613) do indice de infec¢do (de 69,13%); porém as concentracdes
menores (1000 pg/mL e 500 pg/mL) ndo mostraram resultados significativos.
Investigou-se também a citotoxicidade para hemacias, observando-se que
as concentracdes de 31,25 uM a 1000 uM nao foram hemoliticas. Verificou-
se também a estimulacdo para a producdo de oxido nitrico por macrofagos
J774.A1, apos 24 e 48 horas de incubacdo com o latex, nas mesmas
concentracOes, detectando-se uma reducao significativa da estimulacdo da
producado de oxido nitrico em relacdo as células nao tratadas.
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Introducao

Com uma incidéncia de 2 a 2,5 milhGes de novos casos por ano no
mundo, a leishmaniose é endémica em 98 paises [5] e a forma cutanea ou
tegumentar (LTA) é a manifestacdo clinica mais comum. O Brasil se
enquadra entre os paises com maiores indices de LTA, que é causada por
variadas espécies do género Leishmania. A forma mais severa, embora rara,
€ a leishmaniose cutanea difusa cuja espécie responsavel € a L.
(Leishmania) amazonensis.

Este parasita alterna seu ciclo de vida em dois tipos morfologicos:
promastigotas (flageladas) e amastigotas (aflageladas) [3] e o tratamento é
realizado com antimoniais pentavalentes [2], que implicam em diversos
efeitos colaterais, elevado custo, administracdo dificil e podem causar
resisténcia ao parasito [1]. Assim, os fitoterapicos sao alternativas
necessarias para o tratamento da LTA e plantas da espécie
Tabernaemontana catharinensis A. DC ja mostraram atividade antitumoral,
antioxidante, analgésica, antiinflamatoria e também anti-Leishmania [4].

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade leishmanicida do extrato
bruto do latex de T. catharinensis sobre formas amastigotas de L. (L.)
amazonensis, avaliar a producdo de 6xido nitrico bem como investigar a
citotoxicidade para eritrocitos, visando 0 seu uso como uma nova estratégia
para o tratamento da LTA.

Materiais e métodos

Coleta do latex: o extrato bruto do latex foi obtido por incisdes superficiais
em diferentes partes da planta T. catharinensis, estocado a -20°C e
reconstituido para o uso.

Cultura e manutencdo de Leishmania (L.) amazonensis: formas
promastigota foram cultivadas em meio de cultura 199 suplementado com
soro bovino fetal 10% e antibioticos (100 U/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de
estreptomicina), incubados a 25°C e mantidas por repiques semanais.

Atividade sobre formas amastigotas de L. (L.) amazonensis: macréfagos
J774.A1 foram distribuidos em placas de 24 pocos (5 x 10° células/poco),
cultivados em meio de cultura RPMI sobre laminulas de vidro e incubados
por 2 horas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, A seguir foram
infectados com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (10:1) e
incubados por mais 4 h. O latex foi adicionado nas concentracbes de 2
mg/mL, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL. Apés 24 horas o sobrenadante foi coletado
para dosagem de 6xido nitrico, e as laminulas removidas, lavadas em PBS,
fixadas em metanol e coradas com Giemsa. Foi determinado o indice de
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infeccdo (percentual de macrofagos infectados x numero médio de
amastigotas por macréfago).

Citotoxicidade para hemécias: diferentes concentracdes do latex foram
cultivadas com uma suspensdo de hemécias em placas de cultura de 96
pocos. Apos incubacdo a percentagem de hemdlise foi avaliada nos
sobrenadantes.

Determinacdo de nitrito: 0os niveis de Oxido nitrico foram avaliados
indiretamente pela determinacdo de nitritos com o reagente de Griess. A
concentragao de nitrito foi determinada a 530 nm, com base em uma curva
padrdo de nitrito de sédio.

Resultados e Discussao

Os resultados demonstraram que o extrato bruto do latex de T. catharinensis
tem atividade leishmanicida na concentragdo de 2000 pg/mL (p= 0,047613),
reduzindo o indice de infecgdo em 69,13% em relagdo aos controles. Porém
as concentracbes menores (1000 pg/mL e 500 pg/mL) ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (Figura 1). O latex ndo foi citotoxico
para eritrocitos e ndo houve estimulacdo da producdo de 6xido nitrico por
macrofagos J774.A1 apos 24 e 48 horas de incubagéo. Interessantemente,
observou-se que apés 24 horas de incubacdo ocorreu uma inibicdo
significativa da produgéo deste mediador em relacdo aos controles ndo
tratados.
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Figura 1 — Percentagem de inibicdo do indice de infeccdo em macréfagos
infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis e tratados com extrato do latex
de T. catharinensis.
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Conclusodes

O latex de T. catharinensis apresentou atividade leishmanicida para formas
amastigotas de L. (L.) amazonensis, mas em uma dose relativamente
elevada, mas néo foi toxico para eritrécitos. O potencial anti-Leishmania
dessa espécie vegetal deverd ser investigado, como forma de incentivo a
novos tratamentos com fitoterapicos.
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