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Resumo:

As leishmanioses sdo um problema de saude publica mundial. No presente
estudo investigou-se a atividade leishmanicida do 6leo essencial da raiz da
planta Jatropha ribifolia. Para estudar a citotoxicidade para macréfagos
murinos da linhagem J774.A1, estas células foram distribuidas em placas de
cultura de 96 pocos e incubadas por 24 e 48 horas com o0 0Oleo essencial. A
viabilidade celular foi determinada com reagente XTT. Observou-se que 0
6leo de J. ribifolia apresentou indices de seletividade de 3,88 e 30,96 para
24 e 48 horas, respectivamente. Para estudar a atividade sobre formas
amastigotas, macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c foram
distribuidos em placas 24 pocos contendo laminulas de vidro, infectados
com promastigotas Leishmania (L.) amazonensis e em seguida diferentes
concentracbes do 6leo foram adicionadas. Apdés 24 horas foi estimada a
concentracdo de nitritos nos sobrenadantes, e as laminulas foram coradas
pelo método de Giemsa e analisadas por microscopia. Observou-se que a
inibicdo de infeccdo em macrofagos foi inferior a 10% nas concentragfes
analisadas e os niveis de Oxido nitrico, avaliados através da determinacao
de nitritos, foi inferior aos controles ndo tratados. Conclui-se que o 6leo
essencial de J. ribifolia apresenta atividade leishmanicida que n&o se da pela
via do oxido nitrico. Novos estudos poderdo esclarecer os mecanismos de
acao deste produto natural.

FUNDACAO N :
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13al4 de outubro ”- 3 i eal Elarltlf.a;: jarser
. de 2016

Introducao

As leishmanioses sdo doencas parasitarias graves, sendo a segunda de
maior incidéncia no Brasil. E considerada um problema de satde publica
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). As leishmanioses sé&o
classificadas de acordo com suas manifestacdes clinicas como leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV), sendo que a
primeira afeta a pele e mucosas, causando Ulceras. Para o tratamento
destas doencas usam-se atualmente os antimoniais pentavalentes, a
anfotericina B e as pentamidinas. O tratamento é dificil e demorado, além de
apresentar alta toxicidade e a adeséo ao tratamento € baixa (BRASIL,2003).
A medicina popular brasileira € uma grande fonte para a busca de produtos
naturais que possam ser utilizados como tratamento para varias doencgas. A
Jatropha ribifolia € uma planta perene do serrado brasileiro, utilizada de
como medicinal pela populagdo da regido nordeste. Sabe-se que espécies
do género Jatropha apresentam atividade toxica para caprinos (PIMENTEL,
2012) e citotdxica para celulas cancerigenas (LARA SILVA et al, 2014), mas
nao é conhecida sua atividade para os agentes da LTA. Assim, neste estudo
foi investigada a atividade leishmanicida do 6leo essencial desta planta
sobre formas amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) amazonensis.

Materiais e métodos

Cultura e manutencdo de Leishmania (Leishmania) amazonensis: 0s
parasitos foram cultivados em meio de cultura 199 suplementados com soro
bovino fetal, urina humana estéril, L-glutamina, penicilina G em pH 7,2, a
25°C, com repiques semanais.

Cultivo de macrofagos J774.A1: os macréfagos foram cultivados em meio
RPMI suplementado com soro bovino fetal, estreptomicina e penicilina G.
Foram mantidos em estufa a 37°C com tens&o de 5% COs.

Animais: camundongos Balb/c foram obtidos no Biotério Central da UEM e
mantidos em condi¢Bes adequadas no Biotério do Laboratorio de Imunologia
Clinica, ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em pesquisa com animais.
Atividade sobre forma amastigota de L. (L.) amazonensis: macrofagos
peritoneais foram cultivados em placas de 24 pocos (5x10° células/poco)
contendo laminulas de vidro e infectados com 6 parasitos por macrofagos.
Apbs 4 horas as culturas foram lavadas e tratadas com o 6leo essencial nas
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concentracdes de 1, 0,1 e 0,001 ng/mL do 6leo essencial. Foram incluidos
controles néo tratados e néo infectados.

Dosagem de Oxido nitrico

A dosagem de Oxido nitrico foi realizada indiretamente pela determinacdo da
producdo de nitrito no sobrenadante das culturas. As amostras foram
incubadas com o reagente de Griess e a leitura da absorbéancia foi realizada
em espectrofotdbmetro a 530 nm.

Citotoxicidade em macrofagos J774.A1

Os macrofagos foram distribuidos em placas de 96 pocos, na proporcdo de
1x10° células/poco e incubados por 48 horas a 37°C e 5% CO,. Em seguida
0 sobrenadante foi removido e os macréfagos tratados com o 6leo em
concentracbes a partir de 0,2 pg/mL. Apbés 24 horas o sobrenadante foi
removido para a avaliacado da viabilidade por meio do ensaio com o XTT. A
leitura da absorbancia foi realizada em 450 e 620 nm.

Resultados e Discussao

Nos ensaios de avaliacdo da citotoxicidade para macrofagos J774.A1, o 6leo
de J. ribifolia apresentou uma concentracdo citotoxica de 50 % para 0s
macréfagos (CC50) de 0,138 uM apos 24 horas, e 0,935 uM apoés 48 horas.
O indice de seletividade (IS) foi de 3,88 e 30,96 para 24 e 48 horas,
respectivamente. Considerando que o IS>10 indica que o composto nédo é
téxico, podemos concluir que o 6leo ndo apresentou citotoxicidade para
macréfagos apés 48 horas de incubacgéo.

Para os ensaios da atividade para formas amastigotas, observou-se que a
maior concentracdo estudada (1 ng/mL) foi tdéxica para os macrofagos de
camundongos. Nas demais concentracfes o indice de inibicdo da infeccéo
foi inferior a 10%, quando comparados ao controle.

Observou-se que apls 24 horas de incubacdo, a producdo de nitrito nos
controles variou de 0,024 a 0,24 uM e para os macréfagos infectados e
tratados, a producéo de nitrito variou de 0 a 0,15 pM.

Com base nesses resultados podemos concluir que o 6leo essencial de J.
ribifolia apresenta acdo leishmanicida, no entanto este composto nao utiliza
a via do o6xido nitrico para eliminar a infec¢do por L. (L.) amazonensis. Estes
resultados sdo interessantes, pois mostram que o 6leo ndo estimula a
resposta inflamatéria. Assim, o 6leo essencial de J. ribifolia ndo estimula os
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macréfagos a utilizar uma das mais importantes vias de eliminacdo de
patégenos, que é a producdo de oOxido nitrico por macréfagos. Sua acao
deve se manifestar por acdo direta sobre os parasitos (COIMBRA, et al.,
2013).

Conclusodes

O dleo essencial da raiz da planta Jatropha ribifolia apresentou baixa acéo
leishmanicida sobre a forma amastigota de L. (L.) amazonensis e nao é
toxico para macréfagos da linhagem J774.A1. Sao necessarios Nnovos
estudos a cerca deste composto a fim de elucidar quais mecanismos este
pode ativar para eliminar patdgenos intracelulares. Ainda ndo é possivel
determinar que este composto ndo seja util para o tratamento de
leishmanioses visto que estes sédo estudos inéditos com este composto.
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