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Resumo

O tratamento da leishmaniose tegumentar americana apresenta inumeros
efeitos adversos que podem levar os pacientes ao seu abandono. O objetivo
deste estudo foi investigar a atividade dos 6leos essenciais de folhas, flores
e frutos de Gallesia integrifolia, uma espécie nativa do Brasil. Foi estudada a
atividade leishmanicida por meio do ensaio colorimétrico com o XTT, que
avalia a viabilidade dos parasitos e células apés o tratamento com diferentes
concentracbes dos Oleos essenciais, a citotoxicidade para macréfagos
peritoneais de camundongos e a lise de hemacias. Os 0leos essenciais da
G. integrifolia apresentaram atividade leishmanicida para as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis apds o tratamento por 24, 48 e 72
horas, com doses letais (DLsg) de 0,049, 0,022 e 0,016 pug/mL para o 6leo
essencial das folhas, de 0,045, 0,025 e 0,028 pug/mL para o Oleo dos frutos e
de 0,053, 0,020 e 0,016 pg/mL para o das flores, respectivamente. Mesmo
nas maiores concentracdes estudadas os 0leos essenciais induziram menos
de 1% de hemolise em eritrocitos. A atividade citotdéxica para macrofagos
(CCso) dos 6leos essenciais das folhas, frutos e flores de G. integrifolia foi de
0,026, 1,23 e 1,46 upg/mL, respectivamente. O indice terapéutico de
seletividade (ITS), que € dado pela razao entre a CCsp € a DLsp de 24 horas,
foi de 0,50, 27,33 e 27,55, para os Oleos essenciais das folhas, frutos e
flores, respectivamente. Os resultados sugerem que 0s 0Oleos essenciais de
G. integrifolia tem efeito leishmanicida e potencial para o tratamento da
leishmaniose tegumentar.

Introducao

No tratamento para leishmaniose tegumentar americana (LTA), sdo usados
0s antimoniais pentavalentes e as drogas de segunda escolha séo
pentamidina e a anfotericina B. Estes farmacos apresentam inameros efeitos
adversos (fragueza, anorexia, vémitos, tontura, nauseas, dor abdominal,
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febre, edema, cefaléia, palpitacdo e insuficiéncia renal aguda) (Brasil, 2002),
gue sdo uma das principais causas de abandono do tratamento (Fournet et
al, 1996). Assim, a busca de alternativas terapéuticas € importante para
reduzir as reagdes adversas, 0S custos e aumentar a adeséo dos pacientes
ao tratamento.

As plantas sdo estudadas como fontes primarias de novos farmacos. A
espécie Gallesia integrifolia € uma planta nativa do Brasil, conhecida como
pau d’alho. Estudos prévios indicaram a presenca compostos com
propriedades anti-inflamatoria, anti-oxidante, antiviral, antifingica e anti-
bacteriana (Arunachalam et al, 2016), que motivaram a investigacdo da
atividade de seus Oleos essenciais para formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Materiais e métodos

Aspectos éticos )
O projeto foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo da Universidade Estadual de Maring4, n® 6112140317.

Atividade anti-Leishmania para formas promastigotas

Numa placa de cultura de células de 96 pocos cada 6leo essencial de G.
integrifélia foi diluido seriadamente, a partir de 8,6 pg/mL para o 6leo dos
frutos, 9,2 ug/mL para o Oleo das flores e 9,75 pg/mL para o das folhas. A
seguir, foram adicionados 100 pL de uma suspensdo contendo 4x10’
promastigotas/mL de L. (L.) amazonensis e as placas foram mantidas a 25°C
por 24, 48 e 72 horas. A viabilidade dos parasitos foi determinada pelo
meétodo colorimétrico de reducdo do XTT (2,3-Bis [2-Methoxy-4-nitro-5-
sulfopheny]-2H tetrazolium-5-carboxinilida). Para isso, 100 pL de XTT (0,2
mg/mL) ativado com 200 puM de metossulfato de fenazina (PMS) foram
adicionados a cada poco e apos 3 horas a 37°C foi realizada a leitura numa
leitora de microplacas, a 450/620 nm. Como controle negativo foram usadas
culturas nao tratadas e como controle do experimento a anfotericina B
(AnfoB) a 125 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata, repetidos pelo
menos trés vezes e 0s resultados expressos como a menor concentracao do
0leo essencial que matava 50% dos parasitos (DLsg).

Determinacgédo da atividade hemolitica

Numa microplacas de 96 pocos, os 6leos essenciais dos frutos, flores e
folhas de G. integrifolia foram diluidos em série a partir de 8,6 pg/mL, 9,2
ug/mL e 9,75 pug/mL, respectivamente. A seguir foram adicionados 100 L de
uma suspensdo de hemacias humanas tipo “O” a 6% em solucéo salina 0,9
% estéril com 1 % de glicose e a microplaca incubada a 25°C por 2 horas.
As amostras foram centrifugadas a 1100 rpm por 5 minutos, o sobrenadante
transferido para nova placa e a leitura realizada em leitora de microplaca a
550/620 nm. A atividade hemolitica foi expressa conforme a equacao:
Hemodlise (%) = 100-[(Ap-As)/(Ap-Ac)x100], na qual Ap, As e Ac sao as
absorbéancias do controle positivo, da amostra teste e do controle negativo,

—‘4UEM CAIXA BReS. @CNPq i

e e et ‘Gonselno Kacinal de Desenvoiimer a
z = Glaniico o Tecnl o




26° Encontro Anual de Iniciac@o Cientifica
6° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior 16 e 17 de outubro de 2017

respectivamente. O Triton X-100 a 4% foi usado como controle positivo de
hemolise e como controle negativo, uma suspensdao de heméacias sem
adicdo de nenhum composto. Os testes foram realizados em triplicata e
repetidos pelo menos trés vezes.

Citotoxicidade para macréfagos murinos

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c em suspenséo contendo 1
x 10° macréfagos/mL foram distribuidos em placa de cultura de 96 pocos.
Apoés 2 horas a 37°C em tensdo de 5% de CO, as células ndo aderentes
foram removidas por lavagens. Os macréfagos aderentes foram tratados
com concentracdes a partir de 8,6 pg/mL, 9,2 ug/mL e 9,75 pg/mL dos oOleos
essenciais dos frutos, flores e folhas de G. integrifolia, respectivamente, e
cultivados por 24 horas. Para a determinacéao da viabilidade celular 100 pL
de uma solucéo de XTT (100 pg/mL) e PMS (10 pug/mL) foi adicionada sobre
as células. Apds 3 horas a 37°C foi realizada a leitura a 450/620 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata, repetidos pelo menos trés
vezes e 0s resultados expressos como a menor concentracdo do 6leo
essencial que matava 50% dos macro6fagos (CCso).

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corp., USA), e apos a verificagdo da distribuicdo normal, foi realizada a
analise pelo teste t Student. O nivel de significancia foi de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

Os Oleos essenciais da G. integrifolia apresentaram atividade para as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis apés a incubacao por periodos de 24,
48 e 72 horas, com DLsg de 0,049, 0,022 e 0,016 pg/mL para o 6leo
essencial das folhas, DLsg de 0,045, 0,025 e 0,028 pg/mL para o 6leo dos
frutos e de 0,053, 0,020 e 0,016 pug/mL para o 6leo essencial das flores,
respectivamente para os tempos estudados. Estes valores de DLsy né&o
foram estatisticamente diferentes entre si (p>0,05). A anfotericina B, usada
como droga de referéncia, apresentou valores de DLs, de 0,40, 0,40 e 0,05
Hg/mL apos 24, 48 e 72 horas. Considerando a possibilidade de uso numa
formulag&o para tratamento de LTA, foi estudada a propriedade destes 6leos
essenciais de G. integrifolia em determinar hemdélise em eritrocitos humanos
e a citotoxicidade para macrofagos de camundongos BALB/c. Na maior
concentracdo estudada (4,88 pg/mL) o oOleo essencial das folhas induziu
menos de 1% de hemdlise em eritrocitos. Os 6leos essenciais dos frutos e
das flores ndo induziram hemdlise de eritrocitos. A atividade CCsy dos 6leos
essenciais das folhas, frutos e flores de G. integrifolia foi de 0,026, 1,23 e
1,46 pg/mL, respectivamente. A anfotericina B apresentou CCsy de 0,50
png/mL. Assim, obteve-se que o indice terapéutico de seletividade (ITS), que
€ dado pela razédo entre a CCsy € a DLsp de 24 horas, dos Oleos essenciais
das folhas, frutos e flores de G. integrifolia com valores de 0,50, 27,33 e
27,55, respectivamente, indicando que sado mais seletivos para os parasitos
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que para as ceélulas de mamiferos.

Tabela 1 — Dose letal (DLso), citotoxicidade (CCsp) e indice terapéutico de
seletividade (ITS) dos Oleos essenciais das folhas, frutos e flores de
Gallesia integrifolia para promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis

p . DLso (Mg/mL) CCso

Oleo essencial >ah 28 h 7 h (ng/mL) ITS
Folhas 0,049 0,022 0,016 0,026 0,53
Frutos 0,045 0,025 0,028 1,23 27,33
Flores 0,053 0,020 0,016 1,46 27,55
Anfotericina B 0,40 0,40 0,050 nd nd

nd: ndo determinado.

Conclusodes

Os resultados sugerem que o0s Oleos essenciais estudados apresentam
atividade leishmanicida, com potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento da leishmaniose.

Agradecimentos
Ao CNPg/Fundacéo Araucaria.

Referéncias

ARUNACHALAM, K.; ASCENCIO, S. D.; SOARES, I. M.; AGUIAR, R. W. S.;
SILVA, L. I.; OLIVEIRA, R. G.; BALOGUN, S. O. Gallesia integrifolia
(Spreng.) Harms: in vitro and in vivo antibacterial activities and mode of
action. Journal of Ethnopharmacology .v. 184, p. 28-137, 2016.

FOURNET, A.; FERREIRA, M.E.; DE ARIAS, A.R.; DE ORTIZ, S.T.;
FUENTES, S.; NAKAYAMA, H. et al. In vivo efficacy of oral and intralesional
administration of 2-substituted quinolines in experimental treatment of new
world cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania amazonensis.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy ; v. 40, p. 2447-2451, 1996.

BRASIL. FUNDA(;AO NACIONAL DE SAUDE —-FUNASA. Ministério da
Saude - MS. Guia de Vigilancia Epidemioldgica . 5° Edicdo. vol 2: p.399,
2002.

oVERNOD FE SER AL e

ConeehoNaciona de Dservolvime
it o Taenol

& Universicade S = FUNDACAO N
AUEME:;:‘:::W CAIXA BRmS\- Q?Q’?ﬂ e




