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Resumo

A leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios do género
Leishmania. Para o tratamento sdo usados antimoniais pentavalentes, que
tem diversidade de efeitos colaterais, elevado custo e pode induzir
resisténcia ao parasito. Como alternativa, é proposto o uso de fitoterapicos,
que sao fontes importantes de farmacos. Produtos oriundos de Cocos
nucifera L., sdo eficazes no combate de diversas enfermidades, com acéo
bactericida, antifungica, antiviral, antiparasitaria, antioxidante, hipoglicémica
e imunoestimulante, por exemplo. Neste estudo avaliamos a atividade do
Oleo de coco extravirgem contra formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis, um dos principais agentes da forma cutanea. O Oleo foi
estudado nas concentragcbes de 1000 pg/mL a 7,81 pg/mL e a maior
porcentagem de letalidade foi observada na concentragédo de 62,5 pg/mL,
com cerca de 30% de mortalidade. Além disso, foi investigada a toxicidade
do Oleo para macrofagos J774.A1 e observou-se que ndo apresentou
citotoxicidade significativa. Adicionalmente, foi avaliada a acdo do oOleo de
coco em eritrGcitos, e observou-se que nao teve atividade hemolitica. Nao foi
possivel determinar a ICsp, uma vez que o 6leo extravirgem de C. nucifera
inibiu menos de 50% dos parasitos, mas novos estudos poderdo ser
realizados com outros fitocomponentes de C. nucifera para investigar seu
potencial anti-Leishmania.

Introducéo

A leishmaniose afeta cerca de 2 milhdes de pessoas anualmente e
apresenta formas clinicas variadas. E transmitida por fémeas de insetos do
género Lutzomya infectadas com protozodrios do género Leishmania [1].

No Brasil, a Leishmania (Leishmania) amazonensis € um dos principais
agentes etiolégicos da leishmaniose tegumentar e as drogas de primeira
escolha para o tratamento sdo os antimoniais pentavalentes, que sédo de
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administracdo endovenosa, tem severos efeitos colaterais, e podem gerar
resisténcia ao parasito [2].

Cocos nucifera L. € uma angiosperma da familia Arecaceae (Palmae) e seu
fruto, o coco possui grandes valores nutricionais e medicinais. Produtos do
fruto tem atividade bactericida, antifungica, antiviral, antiparasitaria,
antioxidante, hipoglicémica, imunoestimulante, entre outras [3]. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito leishmanicida do 6leo extravirgem de C.
nucifera em formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e
investigar sua toxicidade para hemacias e para macrofagos J774.A1.

Materiais e métodos

Atividade em formas promastigotas de L. (L). amazonensis

As formas promastigotas foram cultivadas em meio de cultura 199
suplementado com soro bovino fetal e antibidticos, a 25°C, mantidas por
repiques semanais.

A viabilidade das promastigotas foi determinada pelo ensaio colorimétrico
XTT [4]. Para isso, 2x107/mL formas promastigotas em fase logaritmica de
crescimento foram distribuidas uma placa de 96 pocos, com concentracdes
de 1000 pg/mL a 17,12 ug/mL do 6leo de coco extravirgem, solubilizado em
Tween 80. Apos 24 horas a 25°C, foi adicionado 100 yL de XTT ativado com
metossulfato de fenazina (PMS). ApdGs 4 h a 25°C a absorbancia foi medida
a 450/620 nm. Os testes foram feitos em triplicata e o ensaio realizado duas
vezes. Foi usada anfotericina B como droga de referéncia.

Cultivo de macréfagos e citotoxicidade do isolado

Macrofagos J774.A1 foram cultivados em meio RPMI1640 suplementado
com soro bovino fetal e antibioticos e mantidos por repiques periddicos. A
citotoxicidade foi avaliada com o XTT. Para isso, 5x10° células foram
tratadas com o Oleo de coco extravirgem (de 1000 yg/mL a 17,12 pg/mL)
diluido com Tween 80. ApdGs 24 h a 37°C em atmosfera com 5% de CO,, 100
Mg/mL de XTT com PMS foram adicionados e as células mantidas 4 h a 37
°C. A absorbancia foi determinada a 450/620 nm.

Citotoxicidade para hemacias

O dleo de coco nas concentracdes de 1000 uyg/mL a 17,12 yg/mLem placas
de cultura de 96 pocos foi incubado com uma suspensdo de hemacias
humanas a 6% em solucao salina estéril, com glicose a 1% a 37°C. Apos 2
h as placas foram centrifugadas (1100 rpm/ 10 min) e 100 pL dos
sobrenadantes transferidos para outra placa onde se procedeu a leitura
(450/620 nm). O resultado foi expresso em porcentagem de hemoalise.

Resultados e Discussao

Os resultados dos experimentos em promastigotas de L. (L.) amazonensis
demonstraram atividade leishmanicida do 6leo de coco extravirgem a partir
de 250 pg/mL, atingindo o maximo de letalidade na concentracdo de 62,5
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png/mL, poréem com percentual de morte inferior a 30% (Figura 1). O Oleo de
coco extravirgem mostrou baixa solubilidade em solventes usualmente
empregados como diluentes de drogas. Uma possivel solucédo para isso,
seria isolar os componentes do 6leo de C. nucifera, como feito em
Mendonca-Filho et. al. (2004) [5], que avaliaram o efeito do extrato rico em
polifendis da fibra das cascas de C. nucifera em promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis, mostrando ser efetivo com 10
ug/mL. Alternativamente poderdo se preparados extratos metandlicos com
partes da planta, como foi realizado em um estudo feito por Calzada et. al.
(2007) [6], que obteve um ICso de 5,8 pg/mL para o protozoario Trichomonas
vaginalis. Foi também investigada a toxicidade do 6leo para macrofagos
J774.A1 e esse ndo apresentou citotoxicidade significativa para as células
testadas nas concentragcfes de 1000 pg/ml a 17,1 pg/mL, corroborando com
0 que citou Mendonca-Filho em seu trabalho realizado com macréfagos
murinos. Além disso, o 6leo ndo apresentou atividade hemolitica em
eritrécitos humanos.
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Figura 1 — Porcentagem de letalidade do 6leo extravirgem de Cocos nucifera para
promastigotas Leishmania (L.) amazonensis

Conclusbes

O oOleo de coco extravirgem de C. nucifera apresentou atividade
leishmanicida em promastigotas de L. (L. amazonensis, porém em
concentragcdes que néo foram capazes de inibir 50% dos parasitos, portanto
os resultados obtidos até 0 momento com o Oleo de coco extravirgem nao
sugerem grandes avangos para o tratamento da leishmaniose. Apesar disso,
futuros testes podem ser desenvolvidos no intuito de melhorar a solubilidade
deste composto e favorecer a interacdo com o parasito. Também estudos
para o isolamento de componentes desta espécie vegetal poderdo mostrar
substancias com potencial farmacologico em C. nucifera.
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