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RESUMO

Introducao: O uso de plantas no tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
¢ uma pratica antiga entre populagdes de areas endémicas, destacando-se a espécie vegetal
Stachytarpheta cayennensis. Este estudo busca analisar, in vitro, o efeito do extrato e fragcdes
das partes aéreas de S. cayennensis na infec¢do por Leishmania amazonensis. Metodologia:
Coleta e obtengdo do extrato de S. cayennensis. Avaliagdo da atividade antipromastigota e
citotoxicidade sobre os macréofagos; além de se avaliar a presenca de fenois e flavonoides no
extrato. Por fim foi realizado a analise estatistica, onde os valores obtidos foram submetidos a
Andlise de Variancia. Resultados: O gervao bruto e fracdes foram analisados em diferentes
concentragdes, trés concentragdes de gervao bruto (100, 50, 25 pg/mL) apresentaram inibi¢ao
do crescimento da leishmania (CL) de 30%; A fracdo hexanica (200 pg/mL) apresentou
inibi¢do do CL em 38,8%; enquanto a fragcdo cloroférmica (400pg/mL) mostrou efeito
inibitorio de 47%; e por fim a fragdo acetato (50 pg/mL) apresentou um efeito inibitério de
38,8%. Quando a citotoxicidade a fragdo acetato manteve a viabilidade adequada dos
macrofagos. Quanto aos fendis e flavonoides tanto o extrato bruto quanto as apresentaram
concentragdes bastante elevadas desses compostos quimicos. Conclusdo: E necessario
continuar os experimentos para confirmarmos ou refutarmos o potencial antileishmania do
gervao, além de sua citotoxicidade bem como levantar quais os outros compostos fenolicos
presentes.

Palavras-chave: Leishmaniose. Gervao. Plantas medicinais.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas cronicas e infecciosas causadas por protozodrios do
género Leishmania. As diversas formas clinicas estdo relacionadas a espécie de Leishmania, a

carga parasitaria na infeccdo e a condi¢io imunoldgica do hospedeiro .

As formas clinicas das leishmanioses podem se apresentar em duas: Leishmaniose
Visceral (LV), que atinge os oOrgdos internos, Leishmaniose Tegumentar (LT), que se
subdivide em Leishmaniose Cutanea (LC), que atinge a pele e a Leishmaniose Cutaneo-

Mucosa (LCM), as mucosas ¢ a pele °.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doenca parasitaria causada por
protozodrios do género Leishmania que sdo transmitidos por picada de mosquitos
flebotomineos. A forma promastigota ¢ introduzida no hospedeiro vertebrado e fagocitada
pelas células no sistema de fagdcitos mononucleares, onde se diferenciam em amastigotas,

. . ~ 4
proliferam e estabelecem uma infecgao .

As drogas atualmente preconizadas pelo Ministério da Saude para o tratamento da
Leishmaniose Tegumentar (LT) sdo as seguintes: antimoniato de meglumina (primeira
escolha), isetionato de pentamidina e anfotericina B (desoxicolato e lipossomal). Todos sdo de
uso exclusivamente parenteral, necessitam de acompanhamento especializado com controle
laboratorial rigoroso, seus principais efeitos adversos sdo alteragdes cardiacas, renais,
pancreaticas e hepaticas que dificultam a adesdo ao tratamento. Considerando as dificuldades
de tratamento e a auséncia de vacinas, ha urgéncia na busca de novas drogas terapéuticas

. 56
dentre as quais se incluem os fitoterapicos .

O uso de plantas no tratamento LTA ¢ uma pratica antiga entre as populacdes das

areas endémicas, o Municipio de Buriticupu-MA, area endémica para LTA, destaca-se nas



preparacdes vegetais utilizadas pela populacdo no tratamento das ulceras causadas por
Leishmania sp, uma das mais utilizadas por eles foi o extrato das folhas de Stachytarpheta

.7
cayennensits .

Stachytarpheta cayennensis (Rich) Vahl, conhecida popularmente como gervao,
rinchdo e vassourinha-de-botdo, pertence a familia Verbanaceae ¢ encontrada em vdrias
regides do mundo. Tem sido utilizada na medicina tradicional como anti-inflamatoria,
analgésica, antipirética, hepatoprotetora, laxante e no tratamento de distirbios gastricos. Sua
composicdo quimica apresenta alcaloides, glicosidios, taninos, saponinas, flavonoéides,
esteroides, quinonas, compostos fendlicos e acido glicogénico, sendo que alguns destes

constituintes quimicos também estdo contidos em vdarias espécies vegetais com efeitos

. .. 8.7
leishmanicidas ™.

Baseado no uso popular e nos constituintes quimicos da S. cayennensis conclui-se que
indicam um potencial efeito anti-Leishmania, devido a isso e aos efeitos colaterais do
tratamento vigente, observa-se a necessidade de complementar o que ja existe hoje de

tratamento com o extrato de Stachytarpheta cayennensis.

O objetivo do presente estudo foi estudar, in vitro, o efeito do extrato, fracdes das
partes aéreas da espécie S. cayennensis na infeccdo por Leishmania amazonensis. Analisando
sua atividade leishmanicida anti-promastigota, bem como a atividade leishmanicida do extrato

em macréfagos infectados com amastigotas L. amazonensis.



MATERIAL E METODOS

Obtencao do extrato de Stachytarpheta cayennensis identificacio e/ou elucidacdo de

substancias especificas.

A espécie vegetal Stachytarpheta cayennensis foi coletada no municipio de Caxias-
MA (latitude 4°51'32" sul , longitude 43°21'22" oeste, altitude de 66 metro) , identificada no
Herbario do Maranhdao (MAR) do Departamento de Biologia(CCBS) da Universidade Federal

do Maranhdo, com a seguinte numeragdo de tombo: 10.538.

As folhas de S.cayennensis foram submetidas a secagem em temperatura ambiente (25
+ 3 °C), por 15 dias. Apds a secagem foram pesadas em balanga semianalitica dando um total
de 332,19g de planta seca. O material seco foi triturado em moinho elétrico (WILLYE TE-

648), apos trituracao o material foi pesado novamente contabilizando 317,84g.

Em seguida o material foi extraido por maceracdo de exaustdo em etanol 70%, na
proporcao de 1:5 de etanol, onde permaneceu por 7 dias em temperatura ambiente, na semana
seguinte o material foi filtrado no sistema a vacuo . O filtrado foi estocado em frascos estéreis
em refrigeracdo. Em seguida o triturado foi novamente diluido em alcool 70% onde
permaneceu por 7 dias. O processo foi repedido por 3 semanas, ou seja foram obtidos 6L de
extrato em maceracao de 21 dias, apds isso o extrato permaneceu em refrigeracdo até se

iniciar o processo de concentragdo através de condensagao no rotaevaporador.
Fracionamento

O fracionamento foi realizado pela particdo liquido-liquido, ou seja, pela particao
sequencial com solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol) em baldo de separacao, a partir de uma solugao hidroalcodlica do extrato seco até o
liquido extrator ndio apresentar mais coloragao °.
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Apés a particdo cada fracdo de S. cayennensis foi mantida em refrigeracdo onde
individualmente foram submetidas ao rotaevaporador obtendo-se o seguinte: 0,8334g de
fragao hexanica,0,301g de fracao cloroféormica,0,2633g de fracao acetato e 8,1592 g de fragao
metanolica. De cada fragdo, bem como do extrato bruto foram retiradas 20 mg onde se
adicionou 1 ml de etanol e se armazenou em eppendorfs para o posterior deslocamento ao
Laboratorio de Imunofisiologia onde os extratos seriam testados com protozoarios de
Leishmania e células. Além disso, foram preparados outros eppendorfs com 5mg de cada
fragdo e extrato bruto dissolvidas em 1 ml de metanol para posterior analise quimica no HPLC

no Campus de Imperatriz mesmo.
Atividade anti-promastigota in vitro.

A atividade leishmanicida dos extratos foi avaliada pela inibigdo do crescimento de
formas promastigotas de L. amazonensis cedidos pelo Laboratério de Imunofisiologia. As
formas promastigotas foram cultivadas em meio Schneider suplementado com soro fetal
bovino 10% a temperatura ambiente (25°C) 6. Antes de cada experimento observou-se ao
microscopio a motilidade flagelar dos parasitos. As promastigotas foram lavadas em salina
estéril, contadas em cdmara de Neubauer e ajustadas para a concentragdo de 5 x 10°/mL. Para
os ensaios, foi adicionado em 980 pL de meio em cada eppendorf, onde se acrescentou 20 pL
de extrato com intuito de se obter uma concentra¢do de 400 pg/mL;esse preparo foi realizado
tanto no extrato bruto como nas fragdes. Deste, foram retirados 200 pL e adicionados nas
filieiras 1 e 6 da placa, em seguida adicionamos 100 pL do meio nos pogos das fileiras
2,3,4,5,7,8,9 e 10. Posteriormente, foi realizada a homogeneizagdo em todas as fileiras.
Adicionamos 100 pL de meio nos pogos. Em seguida, em cada poco foram entdo adicionados
150 pL de uma suspensio de promastigotas de L. amazonensis contendo 5,5. 10" leishmania.

Apds 24h de preparacdo da placa a mesma foi retirada da cdmara B.O.D, em seguida
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adicionou se 10 uL de MTT em cada pogo. Apods 3h da aplicagdo do MTT adicionou-se 100
pL de SDS 10% em cada pogo com incubac¢do overnight. No dia seguinte, a placa foi lida no

espectrofotometro com absorbancia de 540 nm.
Atividade citotéxica de S. cayennensis in vitro.

Para o ensaio de citotoxidade foi utilizado o método de MTT ' Brevemente, 2 x 10°
macrofagos/100 pL foram cultivados em placas de 96 pocos, fundo chato, na presenca do
extrato de S. cayennensis nas concentragdes de 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL. Em alguns
pogos os macrofagos foram cultivados apenas em meio RPMI completo, sem a presenga do
extrato, como controle. As culturas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera
umida contendo 5% de CO,. Apds esse periodo, o sobrenadante foi colhido e as placas
lavadas cuidadosamente com PBS para retirar todo o extrato. Foram adicionados a cada pogo
100pL de meio RPMI completo e ainda 10 uL. de MTT (Sigma). Apds 3 horas de incubagao a
37 °C em estufa imida e ao abrigo da luz, foram adicionados em cada poco 100 pL de uma
solugdo de SDS (Sigma) 10%/HCL. As placas foram incubadas em temperatura ambiente
“overnight” e foram entdo lidas em leitor de microplacas utilizando filtro de 540 nm. A
citoxicidade foi calculada com base na seguinte formula: %c = 100 - (DO Mo + extrato x 100

/ DO Mo + meio) .
Avaliacao do teor de fenéis

Preparou-se a solugdo em estoque (extrato), em uma concentracao de 2000 ug/mL,
pesando 200mg (0,02g) de extrato seco, em seguida a dissolvendo em etanol/metanol P.A. O
segundo foi preparo das diluigdes em triplicata que consistiu em: 2,8 mL de H,O + 1 mL
Na,COs (agitar) + 100 uL extrato (agitar) + 100uL Folin, em seguida realizou-se a preparacao

do branco que consiste em 2,8 mL de HO + 1 mL Na,COj (agitar) + 100uL Folin.
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Por fim realizou-se a homogeinizagdo das substancias, mantendo as amostras em
ambiente sem luz por 2horas, em seguida as amostras foram analisadas em espectrofotometro

(760 nm). Sempre zerando o espectrofotdmetro com o branco.

Avaliacio do teor de flavonoides

Preparou-se a solugdo em estoque (extrato), em uma concentragdo de 2000 ug/mL,
pesando 200mg (0,02g) de extrato seco, em seguida a dissolvendo em etanol/metanol P.A.
Em seguida realizou-se o preparo das diluigdes em triplicata que consiste em 3mL de etanol +
500 uL solugdo estoque + 500 uL AICl;. Ja o preparo do branco consistiu em 3,5 ml de

etanol/metanol + 500 uL AlCls.

Por fim realizou-se a homogeneizacdo dos tubos, mantendo as amostras em ambiente
sem luz por 30 minutos, logo em seguida realizou-se a leitura do espectrofotometro( 424 nm),

sempre zerar o branco e anotar a absorvancia.

Analise estatistica

A partir da obtengdo dos dados laboratoriais foi feito a andlise estatistica e conclusao
da pesquisa. Os valores obtidos nos diferentes grupos foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA), seguida do teste Tukey-Kramer para comparagdes multiplas dos dados

paramétricos e do teste de Kruskal-Walls para dados nao paramétricos.
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RESULTADOS

Em relagdo a atividade leishmanicida do extrato sobre as formas promastigotas da

Leishmania amazonensis foi obtido os seguintes resultados:

FIGURA 1: Efeito leishmanicida do gervao (S.cayennensis) e de suas fragoes.
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Figura 01- Efeito leishmanicida do gervao (S.cayennensis) e de suas fracdes. As formas promastigotas foram
cultivadas em meio Schneider suplementado com soro fetal bovino 10% a temperatura ambiente (25°C). Figura A:
GVB- Gervéo Bruto; Figura B: GVFH- Gervao Fragao Hexanica; Figura C: GVFC-Gervao Fragdo Cloroformica;
Figura D: GVFA-Gervao Fragdo Acetato.
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O extrato bruto de Gervao (GVB) na concentragdo de 400 pg/mL e 200 pg/mL
estimularam o crescimento da leishmania. Por outro lado, as fracdes menos concentradas
(100,50, 25ng /mL) inibiram o crescimento da leishmania, atingindo um percentual de 30%

de inibi¢do ao crescimento.

J& a fracdo Hexanica (GVFH) nas concentracdes maiores, principalmente de
200pg/mL, apresentou uma inibicdo do crescimento da Leishmania em 38,8%; contudo as
fragdes intermediarias 100 pg/mL, 50 pg/mL favoreceram o crescimento da leishmania,
enquanto a menor concentragdo (25 pg/mL) apresentou um efeito inibitdrio ao crescimento

da leishmania de 10%.

A fracdo cloroformica (GVFC) é a que melhor apresenta um efeito inibitério na
concentracdo de 400 pg/mL, 47%. As concentragdes de 200,100,50 pg/mL estimularam o

crescimento da leishmania, ja a de 25pug /mL teve um efeito inibitorio de cerca de 18%

No GVFA, que representa a fragcdo acetato, observamos que essa fragdo em sua maior
concentragdo 400 pg/mL, estimulou o crescimento da leishmania em 119%; Contudo a
concentracao de gervao 50 pg/mL apresentou um efeito inibitorio da leishmania em torno de

47%.

Quanto a avaliag¢do da atividade citotoxica do extrato e suas fragdes foram encontrados

os dados abaixo apresentados:
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FIGURA 2: Citotoxicidade do gervio (S.cayennensis) e suas fragoes.
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Figura 02- Citotoxidade do gervao (S.cayennensis) e suas fracoes. Para o ensaio de citotoxidade foi
utilizado o método de MTT, macrofagos cultivados em placas de 96 pogos, com extrato de S. cayennensis
em diferentes concentragdes. Em alguns pogos os macrofagos foram cultivados apenas em meio RPMI
completo, como controle. As culturas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera imida contendo
5% de CO2 (A)- Gervado Bruto; (B)- Gervao Fragdo Hexanica; (C)- Gervao Fra¢do Cloroformica; (D)-
Gervao Fragao Acetato.

Em a relacdo a citotoxicidade a Unica fragdo que apresenta niveis quase irrisorios de
citotoxicidade aos macrofagos ¢ a fracdo acetato (D), a fracdo gervdo bruto (A) na
concentragdo de 50 pg/mL apresenta citotoxicidade menor que 1%, ao contrario das
concentragdes maiores que ja apresentam porcentagens bem elevadas de citotoxicidade. A
fragdo hexanica (B) apresenta citotoxicidade em todas as concentragdes embora menores que
a bruta, jé& a cloroformica (C) chega ao nivel de citotoxicidade de praticamente 100% na maior

concentragdo, contudo a fragdo acetato mostrou resultados promissores com menos de 1% de
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citotoxicidade em todas as concentragdes. Quanto as concentragcdes dos compostos quimicos

fenois e flavonoides os dados sdo apresentados na Tabela 1, a seguir:

Tabela 1: Concentracao de Fenois Totais e Flavonoides da Stachytarpheta cayennensis

Fenois totais (mg/g)** Flavonoides totais
Extrato e fracdes Rendimento (%) (mglg)™*
GVB 1880% = 156,90= 0,004 18,06=0,02
GVFH 0.262% 33,190,009 094001
GVEC 0,094% 131,730,024 4294003
GVFA 0.082% 383,160,022 32,570,038
GVEM 23% 116,220,063 323001

GVB: gervéo bruto, GVFH: fragdo hexanica, GVFC:fragdo cloroférmica;GVFA: fragdo acetato, GVFM: fragdo metanodlica;
*Resultados representam médias equivalentes + desvio padrio (n= 3); ® miligramas equivalente de acido galico por grama de

extrato; ° miligramas equivalente de quercertina por grama de extrato.

Foi encontrado no gervao bruto (GVB) 156,9 mg/g de fenois totais bem como

18,06 mg/g de flavonoides. Na frac¢do hexanica (GVFH) obteve-se 55,19 mg/g de fenois

totais e 9,94 mg/g de flavonoides. A cloroférmica (GVFC) apresentou 231,75 mg/g de fenois

totais com 42,94 mg/g de flavonoides . Em relagdo a acetato( GVFA) obteve-se 383,16 mg/g

de fendis totais , 32,57 mg/g de flavonoides. Por fim a fracdo metanolica (GVFM) apresentou

os seguintes resultados 116,22 mg/g fenois totais, 13,23 mg/g flavonoides.
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DISCUSSAO

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), as espécies vegetais sdo a
maior fonte de farmacos para humanidade. Considerando isto diversos estudos etnobotanicos
tém demonstrado o uso popular de plantas no tratamento das leishmanioses tanto por via oral,

D ~ A 11,12.
como na aplicagao topica sobre as lesdes cutaneas

Diversos vegetais apresentam em sua composicdo substancias das classes dos
alcaloides, terpenos, lignanas, chalconas, flavonoides e lactonas sesquiterpénicas, compostos

descritos na literatura como eficazes na atividade leishmanicida e/ou anti-Leishmania

13,14,15,16,17

Em um levantamento sobre o uso de plantas medicinas nas feridas da leishmania no
municipio de Buriticupu, interior do Maranhao, ficou notorio a utilizagdo de varias espécies
vegetais, dentre elas a Stachytarpheta cayennensis (gervao), demostrando a atividade anti-

leishmania do extrato alcdolico das folhas de gervao nas concentragdes de 500 e 1000 xg/mL

18

J4 em outro estudo também realizado no municipio de Buriticupu-MA trabalhou com
essa mesma espécie vegetal, apresenta uma diferenga em relacdo ao nosso quanto a coleta e a
maceracdo. Nele a maceragdo do vegetal foi em 6 dias além do fato de a coleta do espécime
ser realizada em fevereiro, o que diferente da nossa maceracdo de 21 dias e coleta em
novembro , isso pode ter levado alguma mudanga no extrato’. Além disto a coleta foi
realizada em cidades diferentes, a saber, Buriticupu sudoeste Maranhense e Caxias leste
maranhense. Devido as modificagcdes do método extrativo, da época do ano, e do local de
coleta, levantamos que essas mudancas possam ter trazidos os dados ndo tao fidedignos ao

que ja se havia reportado na literatura.
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Este estudo obteve um rendimento de 28,89% do vegetal em relacao as folhas secas,
varios fatores podem influenciar no rendimento de um extrato. Os principais sao o método
extrativo, o tipo de solvente, parte do material vegetal utilizada, a propor¢ao solvente/amostra

e o tempo de preparo'”.

Moreira também relata que obteve melhores resultados com L.brazilensis, espécie com
a qual ndo trabalhamos, ele cita que esta diferenga se refletiu na Clsy, uma vez que foi
observado que a concentragdo do extrato necessaria para matar 50% das formas promastigotas
de L. braziliensis foi de 73,7 pg/mL, enquanto a requerida para matar L. amazonensis foi de

382,5 pg/mL.

O que observamos em nosso estudo ¢ que de fato em algumas concentragdes do
gervao possuem potencial anti-leishmania. Além disso, a fragdo hexanica e acetato foram as
que apresentaram melhor efeito. Contudo, outras fracdes, a exemplo da metandlica, podem

apresentar melhor efeito antileishmania.

Também podemos inferir que ndo obtivemos melhores resultados devido as baixas
concentragdes testadas, pois Moreira e colaboradores relatam que s6 obtiveram resultados
leishmanicidas contra L. amazonensis, numa concentracdo bem maior de extrato que a

L.brasiliensis.

Em um estudo que avaliou a citotoxicidade de S. cayennensis, obteve-se um resultado
promissor em menores concentragoes, o que difere deste estudo, pois o gervao foi bastante
citotoxico, tanto no bruto quanto nas fragdes em todas as concentragdes. No nosso
experimento apenas a fracao bruta de 50 pg/mL e a fragdo acetato que apresentaram pequena
atividade citotoxica, mas isso abre espaco para novos testes com concentracdes menores '.O

fato de a fragdo acetato e menor concentragdo de gervao bruto serem menos citotoxicas nos
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respalda a utilizar essas concentracdes no teste dos macréfagos infectados com a forma

amastigota.

A presenga de fenois e flavonoides no extrato de S.cayennensis corresponde com o

que ja foi descrito para a familia Verbenaceae pela fitoquimica. Dentre as constatagdes ja
: : . . .20 g 21
descritas podem ser citados: alcaloides, flavonoides e saponinas™ polamida iridoides™,

22

. ’ . . 21 yo . . , .
glicosideos fenilpropanodides™ “°, flavondides, cardioativos, antracenosideos, saponinas

o . ;. . , Y . . 23
hemoliticas, taninos, catéquicos, carotenoides, 6leos volateis, cumarinas e mucilagens™.

Estes componentes quimicos fundamentam as aplicacdes na medicina popular de S.

cayennensis que ha tempos vem sendo utilizada por suas agdes terapéuticas tais como:
. , - 24 .. , . ., 25 . . o4 7 - . -

antimalarica™, antiinflamatéria e antitlcera™, efeito leishmanicida’ e reducdo de hipertensao

. 2
e acidentes vasculares®®.

Alguns estudos que trabalham com fragdes especificas de polifenois e flavonoides ja
. A e . .. . 27
levantaram outros efeitos terapéuticos para eles como: imunomodulador, antimicrobiano®’,

30, 31, 32,33

<o . Y . . . e~ ~
antlfunglcoszg, antiviral®’, antibacteriano , com importante inibicdo na formacgao de

biofilmes™ além de ativacdo de linfocitos T (CDS8) e células NK citotoxicas™ .

Também ¢ importante ressaltar que dentro dos compostos fenolicos uma caracteristica
relevante dos flavonoides ¢ a presenga de certos grupos funcionais que lhe conferem maior

atividade antioxidante>®.

Nosso estudo corrobora com a literatura vigente quanto encontra compostos fendlicos
e flavonoides no extrato e fragdes da S.cayennensis e tendo em vista a acdo desses compostos
nas mais diversas fungdes, eles sdo de extrema relevancia na area médica. Contudo estudo
precisa ainda analisar quais os outros fendis, além de flavonoides que se encontram no extrato

e suas fracdes.
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Dado o exposto, existe a necessidade de continuagdo dos experimentos para
confirmarmos ou refutarmos o potencial antileishmania do gervao, além de sua citotoxicidade

sobre o macrofago, além de levantar quais os outros compostos fenodlicos presentes.
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