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Resumo:

Existem diversas patologias tropicais negligenciadas que afetam a vida de bilhdes
de pessoas, acometendo especialmente territorios em desenvolvimento. Uma
dessas doencas € a leishmaniose; sua alta taxa de prevaléncia estid aliada a
limitacbes nos tratamentos disponiveis (alta toxicidade, inseguro e de eficacia
reduzida). Nesse contexto, a descoberta de novas substancias que possuam um
maior efeito contra essa zoonose e menos efeitos colaterais aos pacientes se faz
necessario, e os produtos naturais sdo um dos alvos dessas pesquisas. Os capitulos
florais da Matricaria chamomilla L., conhecida popularmente como camomila, vém
sendo utilizados desde tempos remotos, para diversas aplicagdes. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi produzir o extrato bruto, assim como fragcbes da M.
chamomilla, e avaliar suas atividades frente as formas evolutivas de Leishmania
amazonensis. Capitulos florais de M. chamomilla foram mantidos em etanol 95% por
12 dias e, posteriormente, liofilizados para a producéo do extrato bruto; por meio de
particdo foram preparadas fracfes (hexanica; acetato de etila e hidrometandlica). O
extrato bruto e as fracdes obtidas foram avaliadas frente as formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis, e avaliada a citotoxicidade frente a linhagem de
macréfagos J774A.1. Com os resultados obtidos, concluiu-se que a fragdo hexanica
apresentou melhores resultados, e que mais experimentos S80 necessarios para
elucidar completamente a atividade dessa fracao frente a L. amazonensis.

Introducao

As leishmanioses fazem parte de grupo de doencas causadas por diferentes

espécies de protozodarios, sendo que ha mais de vinte espécies que podem ser
patdégenos humanos, 0s quais sdo responsaveis por milhares de mortes no mundo.
Os protozoarios causadores das leishmanioses sdo flagelados, do género
Leishmania e da familia Trypanosomatidae, sendo parasitos intracelulares
obrigatorios (ESCH & PETERSEN, 2013; ORYAN et al., 2018).
A transmissao ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas do género Lutzomyia
ou Phlebotomus (ESCH & PETERSEN, 2013). Esses protozodrios apresentam um
ciclo de vida heteroxénico, com hospedeiro intermediario (invertebrado) e definitivo
(vertebrado) (SERENO et al, 2019).
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O tratamento para as leishmanioses é escolhido conforme a localizacdo, os
sintomas do paciente e possiveis agentes etiolégicos (JAFFARY et al., 2016). O
tratamento mais utilizado é a quimioterapia, sendo 0s antimoniais pentavalentes o
padrao para leishmaniose cutanea (ORYAN et al., 2018). Essas drogas podem ser
limitadas pelo preco elevado, toxicidade, longo periodo de tratamento e necessidade
de administracao intravenosa (ORYAN et al., 2018; SERENO et al, 2019).Pelos
diversos problemas existentes com os medicamentos disponiveis, ha a necessidade
de estudos de novos compostos com atividade anti-leishmania (ORYAN et al.,
2018). Uma das alternativas sao substancias de origem natural, como a Matricaria
chamomilla L, conhecida popularmente como camomila.

A Matricaria € um género de flores que se encontra na familia Asteraceae, uma
familia de dicotileddneas (SINGH et al., 2011). Ha relatos na literatura afirmando que
a M. chamomilla apresenta diversos efeitos benéficos para a saude e por isso ja foi
amplamente utilizada na preparacdo de medicamentos da medicina tradicional e
homeopatica (SINGH et al., 2011). Dessa maneira, 0 objetivo desse trabalho foi
realizar a producdo do extrato bruto e de diferentes fragbes e investigar suas
atividades frente as formas evolutivas de Leishmania amazonensis.

Materiais e métodos

Obtencéo do extrato bruto e das fragcdes de M. chamomilla

O extrato bruto foi preparado utilizando os capitulos florais dessecados. O
material vegetal foi macerado com o liquido extrator (etanol 95%; 15 g:175 mL,; total
de 1000 g), por um periodo de 12 dias, na auséncia de luz. Apos essa etapa, foram
realizadas a filtracdo, a rotaevaporacéo e a liofilizacdo. Para o particionamento das
fracdes foram utilizados 25 g de extrato bruto, o qual foi diluido em metanol e 4gua
(1:1) e submetido a particdo sucessiva com solventes de polaridade crescente:
hexano (5 L) e o acetato de etila (3 L). A fracdo residual foi denominada como
hidrometandlica. Os solventes foram rotaevaporados a temperatura de 40° C, com
posterior liofilizacdo e acondicionamento das amostras.
Cultivo dos parasitos e dos macréfagos J774A.1

As formas promastigotas de L. amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA) foram
mantidas em meio Warren (“Difco®”, hemina e &cido fdlico), pH 7,0, suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB — Gibco Invitrogen, Gaithersburg, MD,
EUA), a 25 °C. Macréfagos da linhagem J774A.1 foram mantidos em meio RPMI
1640 suplementado com 10% de SFB a 37 °C, com 5% de COa,.

Avaliacao da atividade frente as formas promastigotas de L. amazonensis
Promastigotas com 48 h de cultivo foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10°
protozoarios/mL, em meio de cultura suplementado com 10% de SFB, em placas de
96 pocos. As promastigotas foram tratadas com concentracdes crescentes do
extrato/fracdes de M. chamomilla, e incubadas por 72 h & 25 ‘C. Os controles foram
realizados apenas o0 meio de cultura. ApGs o periodo de incubacédo, os protozodrios
foram fixados com formalina 3% e realizada a contagem das formas viaveis com o
auxilio da camara de Neubauer. Os resultados foram expressos como a
porcentagem de inibicdo em relacéo ao controle sem tratamento.
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Avaliacdo da atividade frente as amastigotas intracelulares de L. amazonensis
Laminulas de vidro redondas foram inseridas em placa de 24 pocos, e sobre elas
foram dispensados uma suspensdo de células contendo macréfagos (5 x 10°
céls/mL) e promastigotas (5 x 10° parasitos/mL), com 6 dias de cultivo, em meio
RPMI 1640 e 10% de SFB, e incubados por 24 h a 34 °C e 5% de CO,. Apos, foi
realizado o tratamento com diferentes concentracdes do extrato bruto/fracbes e
incubada por 48h sob as mesmas condi¢des. Por fim, foi realizada a fixacdo com
metanol por 20 min, coradas com Giemsa 5% por 20 min e colodas em lamina de
vidro. A contagem foi realizada em microscopio Optico. A concentracédo inibitéria 50%
(Clsp) foi determinada em relagéo ao controle.
Avaliacdo da citotoxicidade frente a linhagem de macrofagos J774A.1
O ensaio de viabilidade celular foi realizado frente as células de macréfagos
J774A.1, utilizando a metodologia de reducédo do MTT. As células foram plagqueadas
em placas de 96 pocos (5 x 10° céls/mL), e ap6s 24 h foram tratadas com diferentes
concentracOes de extrato/fracbes. Apds 48 h, foram adicionado 50 yL de MTT (2
mg/mL) e incubado na auséncia de luz por 4 h.Entdo, o sobrenadante foi retirado e
adicionado 150 pyL de DMSO e realizada a leitura em espectrofotdmetro, em 570 nm.
A concentracao citotoxica para 50% (CCs) foi determinada em relagdo ao controle.

Resultados e Discussao

O extrato bruto produzido a partir dos capitulos florais secos de M.
chamomilla, por meio da extragdo com etanol 96%, foi obtido com sucesso, com um
rendimento de 28,16 g. A particdo do extrato bruto resultou nas fracdes hexanica
(50,6% ou 12,66g0), acetato de etila (21% ou 5,7g) e hidrometandlica (26% ou 6,79).
Ademais, 0s experimentos realizados com as formas de L. amazonensis e
macrofagos foram realizados com éxito, estes estdo expressos como média + desvio
padréo na Tabela 1.

Nos ensaios de citotoxicidade para macrofagos foi observado por meio dos valores
de CCsp, que 0 extrato bruto e a fragdo acetato de etila foram as que apresentaram
valores mais baixos, com 74,4 e 84 ug/mL, respectivamente, sendo as mais
citotoxicas. E a fragdo hidrometandlica foi a menos citotoxica, com o valor de 734,16
pMg/mL.

Em relacdo a atividade frente as formas evolutivas de L. amazonensis, foi possivel
verificar que fracdo hexanica foi a que apresentou os melhores resultados, uma vez
que o seu Clsg para as formas promastigotas foi de 14,2 pg/mL, com consequente
indice de seletividade de 8,15, resultado esse que indica que a fracao € 8,15 vezes
mais seletiva para o protozoario do que para as células de macrofagos. Ja frente as
formas amastigotas a fracdo hexanica também foi a que apresentou o melhor
resultado, com o CI50 de 53,84, e um indice de seletividade de 2,13.

Tabela 1. Avaliacdo do Clsy do extrato bruto e das fra¢des frente as células de macrofagos e
as formas promastigota e amastigotas de L. amazonensis.

Macréfagos Promastigot IS  Amastigotas IS
CCso (Mg/mL) as Clso (ng/mL)
Clso (g/mL)
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Extrato Bruto 74,4 .3,81 68,96 .4,00 1,07 > 100
Fracdo Hexanica 115,83 .10,86 14,2 .1,17 8,15 53,84 2,13
Fracdo Acetato de etila 84 .2,82 30,43 .4,70 3,09
Fracdo Hidrometandlica 734,16 . 62,14 725,8.98,86 1,01 > 100
Conclusodes

Com os resultados obtidos foi possivel constatar que se alcancou um bom
rendimento do extrato bruto de M. chamomilla e obtencdes ainda melhores das
fracbes hexanica, acetato de etila e hidrometandlica. Além disso, foi possivel
concluir que a fragcdo hexanica foi a que apresentou melhores resultados com
atividade antileishmania in vitro, portanto, seria uma boa canditada para prosseguir
com mais estudos, o0s quais possibilitem a elucidacdo das caracteristicas de
atividade dessa fracéo frente a L. amazonensis.
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