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Resumo:

As leishmanioses cutanea e visceral e a doenca de Chagas sdo doencas
negligenciadas causadas pelos protozoarios Leishmania amazonensis, L. infantum e
Trypanosoma cruzi, respectivamente. Devido as limitagbes dos tratamentos
atualmente disponiveis, a busca por terapias alternativas vem sendo estudada por
cientistas do mundo todo. Estudos com plantas do género Copaifera estdo em
ascensao devido a suas atividades farmacoldgicas ja descritas. Sendo assim, os
objetivos do presente estudo foram avaliar a atividade antiproliferativa do 6leo de
copaiba frente formas epimastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania spp,
bem como as citotoxicidades em células de mamiferos. Os resultados obtidos
sugerem que o Oleo de copaiba é um promissor candidato ao tratamento dessas
doencas infecciosas, sendo que a incorporacdo do 6leo em uma formulagédo
farmacéutica podera torna-lo mais eficaz e menos toxico.

Introducéo

Um grande problema enfrentado pelos paises tropicais sédo as doencas
tropicais negligenciadas, causadas por agentes infecciosos e que prevalecem nas
populacdes mais pobres, agravando a desigualdade social. Entre elas, encontra-se a
leishmaniose, causada por parasitos do género Leishmania, que apresentam
manifestacdes clinicas especificas, podendo ser cutdnea, quando o agente
etiolégico da doenca é a Leishmania amazonensis, ou visceral, quando a infec¢édo
ocorre pela L. infantum. Outra doenca negligenciada é a doenga de Chagas, uma
tripanossomiase causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (WHO,
2012).

Os medicamentos atualmente disponiveis para ambas as enfermidades possuem
eficicia limitada, ndo ha vacinas e apenas uma parcela da populacdo tem acesso ao
tratamento, que apresenta grande toxicidade e custo elevado (DE SOUZA, 2017).
Tendo isso em vista, a pesquisa por terapias inovadoras surge a fim de fornecer a
populacdo tratamentos adequados, sendo o0s produtos naturais uma fonte
promissora de recursos. Estudos com plantas do género Copaifera, endémicas na
regido amazonica, popularmente conhecidas como copaiba, vem crescendo cada
vez mais devido as diversas propriedades medicinais jA descritas, entre elas a
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atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antimicrobiana e antiproliferativa (ARRUDA,
2019). Dessa forma, o presente estudo avaliou a atividade antiproliferativa de
diferentes 6Oleos resina de copaiba coletados em diferentes regides e épocas, frente
aos protozoarios causadores da leishmaniose cutanea, leishmaniose visceral e da
doenca de Chagas.

Materiais e métodos

Os oleos resina de copaiba foram coletados em diferentes regibes da
Amazébnia e épocas variadas, e foram fornecidos pelo Prof. Dr. Wilker Caetano do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringd. Formas
promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/75/JOSEFA) e L. infantum
(MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram cultivadas em meio Warren (infusdo de cérebro e
coracéo, hemina e acido félico, pH 7,2) e formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y)
foram cultivadas em meio LIT (infusdo de figado e triptose, pH 7,4). Macrofagos
J774A.1 e células LLC-MK, foram cultivadas em meio RPMI 1640 e DMEM,
respectivamente, suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a
37 °C com atmosfera de 5% de CO..

Para avaliagdo da atividade antiproliferativa, formas promastigotas de L.
amazonensis ou L. infantum (1 x 10° parasitos mL™) com cultivo de 48 h ou
epimastigotas de T.cruzi (1 x 10° parasitos mL™) com cultivo de 96 h foram
adicionadas em placa de 96 pocos estéril, na presenca e auséncia dos diferentes
Oleos e incubadas por 72 h ou 96 h, respectivamente. Apds o periodo de incubacao,
a viabilidade celular foi determinada pelo método do XTT (MESHULAM, 1995), e a
concentracao inibitdria para 50% dos parasitos (Clsg) foi determinada por regressao
néo linear.

Para avaliacdo das citotoxicidades, macréfagos (5,0 x 10° células mL™) ou LLC-MK,
(2,5 x 10° células mL™?) foram semeados em placas de 96 pocos e mantidas a 37 °C
e 5% de CO; por 24 h. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes dos Oleos e incubadas novamente por 48 h ou 96 h, respectivamente.
ApOs o periodo de incubagdo, a viabilidade celular foi determinada pelo método do
MTT (MOSSMANN, 1983), a porcentagem de morte celular foi calcula com base no
controle (células ndo tradadas), os resultados foram plotados e a concentracéo
citotdxica para 50% das células foi determinada por regressédo nao linear.

Resultados e Discussao

Nesse estudo, pode-se perceber que todos os lotes de 6leo resina testados
apresentaram atividade antiproliferativa, com valores variados entre 26,58 e 41,34
pg mL?, descritos nas Tabelas 1 e 2. A melhor atividade encontrada em
promastigotas de L. amazonensis foi o0 COP05, com um Clsp de 28,53 ug mL™. Ja
em promastigotas de L. infantum o 6leo resina mais promissor foi o0 CR1, com um
Clsp de 31,16 ug mL™. A avaliacdo citotdxica do 6leo de copaiba em macréfagos
(J774A.1) apresenta 0 COP04 como mais toxico, com um CCso de 23,52 ug mL™, e
0 COPO5 como menos téxico, com um CCso de 58,54 pg mL™. A citotoxicidade do
Oleo resina foi comparada com a atividade antiproliferativa em promastigotas através
do indice de seletividade (IS), calculado pela razdo entre 0 CCso/Clso. Considera-se
mais seletivo para o parasito quando é obtido um valor acima de 1. O COPO5 teve o
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maior indice de seletividade em ambas as espécies de promastigotas, sendo duas
vezes mais toxico para a L. amazonensis do que para os macrofagos. Em
contrapartida, o COP04 ndo se mostrou seletivo em promastigotas, visto que a razdo

encontrada € menor que 1. O CM1 apresentou seletividade para L. amazonensis
(1,15) porém néo se observou o mesmo para L. infantum (0,87) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Avaliacdo da atividade antileishmania e citotoxica de diferentes éleos resina de
copaiba.

] L. amazonensis L. infantum J774A.1 IS IS

Oleoresina  Clsy+ DP (ug mL- Clso + DP (ug mL- CCsp % DP (ug mL- La Li
1) 1) 1)
C.multjuga 39 704 1 39 34,13 + 3,00 39,54+6,45 087 1,15
(CM1)

c. Eectgg;ata 38,40+2,57  31,16+2,43 4472+522 1,16 1,43
C Eectgg;ata 3721096  3506+305 4383320 117 1,25
C. reticulata

(COP238) 36,06 + 3,19 36,05+1,13 50,46 + 2,68 1,39 1,39
C. reticulata

(Coro) 40,64 + 2,87 37,10 + 3,43 4480+212 110 1,20
C. reticulata

(Copos) 3582%338 3775382 2352+214 065 0,62
C. reticulata

(COPO5) 28,53 +4,61 37,15+1,08 58,54 +7,13 2,05 1,57

Clso: concentracéo inibitério para 50% dos parasitos. CCsy: concentragdo citotoxica para 50% das células. IS: indice de
seletividade (CCso/Clso).

O mesmo processo de avaliacdo foi realizado em epimastigotas de T. cruzi. A
atividade antiTrypanosoma mais promissora foi representada pelo 6leo resina CR1,
com um Clso de 26,58 pg mL™, enquanto o CR2 obteve o resultado menos efetivo,
com um Clsp de 41,34 pg mL™. A citotoxicidade em células LLC-MK; indica 0 COP05
como menos téxico, com um CCsp de 64,75 ug mL™?, e o0 CM1 como mais toxico,
com um CCso de 41,79 ug mL?. Ao analisar o indice de seletividade (CCs0/Clsp),
observa-se que todos os 6leos resina se mostraram seletivos para o protozoario,
com valores variando entre 1,07 e 1,69, sendo o IS mais alto proveniente do COP05
(Tabela 2).

Tabela 2 — Avaliacao da atividade antiTrypanosoma e citotéxica de diferentes 6leos resina

de copaiba.
Aleo resina T. cruzi . LLC-MK; . IS
Clso £ DP (ug mL™) CCs + DP (g mL™)
C. multijuga (CM1) 37,11 + 3,30 41,79 £ 4,16 1,12
C. reticulata (CR1) 26,58 + 2,50 44,02 £ 3.92 1,65
C. reticulata (CR2) 41,34 + 3,47 54,90 + 2.85 1,32
C. reticulata (COP238) 34,68 +1,14 49,29 +4.16 1,42
C. reticulata (COP02) 40,60 + 3,44 46,53 + 6.60 1,07
C. reticulata (COP04) 37,73 +3,19 46,12 +4.13 1,22
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C. reticulata (COPOQ5) 38,21 +4,23 64,75 +4.33 1,69

Clso: concentracdo inibitério para 50% dos parasitos. CCso: concentragdo citotoxica para 50% das células. IS: indice de
seletividade (CCso/Cls).

Conclustes

Os resultados obtidos indicam que o 6leo de copaiba apresentou promissora
atividade antiproliferativa e tem potencial para ser um futuro tratamento alternativo
de doengas parasitarias como a leishmaniose e a doenca de Chagas. Porém, ainda
€ necessério o desenvolvimento de uma formulacdo com maior eficacia e menor
toxicidade para viabilizar seu uso em pacientes acometidos por essas patologias.
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