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RESUMO
ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE OLEOS COMERCIAIS DE COPAIFERA SPP.

Nathalya Alexandre Portella
Orientador (a): Elvira Saraiva

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biolégicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios @ obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias
Biologicas (Microbiologia).

Neste trabalho investigamos a atividade leishmanicida de quarto 6leos comerciais de Copaifera
spp., chamados de C1, C2, C3 e C4, fracdes obtidas de C4 e a atividade de um componente isolado —
B-cariofileno, usando Leishmania amazonensis como modelo experimental. A particularidade de nosso
estudo é que testamos 6leos de Copaiba quimicamente analisados a fim de correlacionar a atividade
biolégica com a composigédo quimica. Nossos resultados demonstraram que os 6leos comerciais C2 e
C3, onde diterpenos aparecem em altas proporgdes (59,4% e 50,2%), apresentaram melhor atividade
anti-promastigota. Por outro lado, C1 e C4, ricos em sesquiterpenos (81,6% e 80,1%), principalmente
em trans-B-cariofileno (57,5% e 29,7%), apresentam uma atividade estagio-especifica e dose
dependente contra amastigotas. O B-cariofileno (CAR), obtido comercialmente, também demonstrou
excelente atividade dose-dependente contra os parasitos intracelulares. O ICsp foi 2,9 pg/ml, 2,3 ug/ml
e 1,3 pg/ml, respectivamente para C1, C4 e CAR. A citotoxicidade destes componentes para as células
de mamiferos foi avaliada através do método de XTT e o CCs foi de 85 ug/ml, 92,4 ug/ml e 63,6
Mg/ml, respectivamente. O CAR apresentou melhor indice de seletividade que os 6leos comerciais C1
e C4, sendo 48,9, 29,3 e 40,1, respectivamente. Devido a maior atividade anti-amastigota de C4 e de
sua menor toxicidade para as células hospedeiras, este 6leo foi separado em fragéo rica em diterpenos
(volatil) e fracéo rica em sesquiterpenos (ndo-volatil). Nossos resultados demonstraram que as fragces
foram menos ativas contra L. amazonensis e mais toxicas para 0os macrofagos que o dleo comercial
C4. A atividade anti-Leishmania dos 6leos C1 e C4, assim como as fragcdes de C4 e o cariofileno
parece ser independente da ativagdo dos macrofagos, ja que s&o incapazes de modular a produgéo de
dxido nitrico pelos macréfagos tratados. Nossos resultados apontam C4 como o dleo comercial com
perfil quimico potencial para futuro desenvolvimento de terapia contra as leishmanioses, assim como, 0
uso do sesquiterpeno cariofileno. Estes resultados fornecem novas perspectivas no desenvolvimento

de novos farmacos com atividade leishmanicida obtidos de produtos naturais.

Palavras chave: odleo comercial, Copaifera spp., Copaiba, Leishmania amazonensis, atividade

leishmanicida, fragao volatil, fragdo ndo volatil, trans-B-cariofileno.



ABSTRACT
LEISHMANICIDAL ACTIVITY OF COPAIFERA SPP. COMMERCIAL OILS

Nathalya Alexandre Portella
Orientador (a): Elvira Saraiva

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias
Biolégicas (Microbiologia), Instituto Professor Paulo de Goes, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengédo do titulo de Mestre em Ciéncias
Biologicas (Microbiologia).

In this work we investigated the leishmanicidal activity of four commercial oils from Copaifera
spp., named as C1, C2, C3 and C4, fractions obtained from C4 and the activity of an isolated compound
— B-caryophyllene, using Leishmania amazonensis as experimental model. The uniqueness of our study
is that we tested Copaiba oils chemically analyzed, aiming to correlate biological activity with chemical
composition. Ours results demonstrated that the commercial oils C2 and C3, where diterpenes appear
in higher proportion (59.4% and 50.2%), have better anti-promastigote activity. On the other hand, C1
and C4, rich in sesquiterpenes (81.6% and 80.1%), specially B-caryophyllene (57.5% and 29.7%),
present a stage-specific, and dose-dependent activity against the amastigotes. The isolated compound
B-caryophyllene (CAR), commercially obtained, also demonstrated an excellent dose-dependent activity
against intracellular parasites. The ICsowas 2.9 pg/ml, 2.3 pug/ml and 1.3 ug/ml, respectively for C1, C4
and CAR. The citotoxicity of these compounds for mammalian cells was evaluated using XTT assay and
the CCso was 85 pg/ml, 92.4 pg/ml and 63.6 pg/ml, respectively. The selectivity index was 48.8, 40.1
and 29.3 for CAR, C4 and C1, respectively. Since C4 presented higher anti-amastigote activity and low
toxicity to the host cells, it was fractionated in diterpenes rich (volatile) and sesquiterpenes rich (non-
volatil) fractions for further tests. Ours results demonstrated that the fractions were less active against L.
amazonensis and more toxic for the macrophages than C4 oil. The anti-Leishmania activity of C3, C4
oils, as well as C4 fractions and caryophillene appear to be independent of macrophage activation,
since they were unable to modulate nitric oxide production by this cell. Our study point C4 as a
commercial oil with potential chemical profile for further development for leishmaniasis therapy, as well
as, the sesquiterpene caryophillene. These results provide new perspectives on the development of
novel drugs with leishmanicidal activity obtained from natural products.

Key words: commercial oil, Copaiba, Copaifera spp., Leishmania amazonensis, leishmanicidal activity,

non volatile fraction, volatile fraction, trans-g-caryophyllene



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AmB: Anfotericina B

CAR: Cariofileno

CCso. concentragao citotoxica para 50% dos macréfagos
CTRL: controle

ICs0: concentracao inibitéria para 50% dos parasitas
DMSO: dimetilsulfoxido

FNV: fragdo nao volatil

FV: fracao volatil

IL-4: interleucina -4

IL-10: interleucina -10

IL-12: interleucina -12

IS: indice de seletividade

iINOs: 6xido nitrico sintase induzida

IFN-y: interferon gama

LCD: Leishmaniose cutanea difusa

LCL: Leishmaniose cutanea localizada

LMC: Leishmaniose mucocutanea

LmACR2: antimoniato redutase 2 de L. major
LV: Leishmaniose visceral

MP: matriz peritréfica

MPRA: multidrug-resistance protein A

NO: 6xido nitrico

OE: 6leo essencial

OMS: Organizagao Mundial de Saude

PNPMEF: Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
PMS: Phenazine metho-sulfato

Sblll: antimonial trivalente

SbV: antimonial pentavalente

SFB: soro fetal bovino

TDR1: redutase dependente de thiol -1

TNF-a: fator de necrose tumoral - a

TGF-B: fator de transformacao e crescimento-3
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1.

1.1

Introducéo
Leishmaniose: Taxonomia, Morfologia e Epidemiologia

Os parasitos do género Leishmania sdo protozoarios que pertencem a
Ordem Kinetoplastidae, a familia Trypanosomatidae e sdo divididos em dois
subgéneros (Fig.1): Leishmania subdividido em cinco complexos com espécies
responsaveis por causar leishmaniose cutanea e visceral, e 0 complexo Viannia,
formado por trés complexos cujas espécies sao capazes de provocar
leishmaniose cutanea e mucocutanea (Mishra et al., 2009).

As leishmanioses sa0 zoonoses que permanecem COmMO Uum Severo
problema em saude publica, apresentando-se endémicas em 88 paises,
atingindo principalmente regides tropicais e subtropicais (Fig. 2). Esta doencga
afeta cerca de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo e estima-se uma
incidéncia anual de 1.5 milhdes de casos de leishmaniose cutdnea e 500.000
casos de leishmaniose visceral (Desjeux, 2004).

No Brasil, segundo os dados do Ministério da Saude, a leishmaniose
tegumentar atinge de 30 a 35 mil pessoas todos os anos e cerca de 3 mil casos
de leishmaniose visceral sao registrados anualmente por estabelecimentos
meédicos, em 19 Estados, apresentando maior prevaléncia no Maranhao,
Tocantins, Piaui e Mato Grosso (www.saude.gov.br).

Doengas negligenciadas s&o doengas que ndo s prevalecem em
condicbes de pobreza, mas também contribuem para a manutencdo do quadro
de desigualdade, ja que representam um forte entrave para o desenvolvimento
do pais. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de um milhdo
de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doengas negligenciadas no
mundo. Como exemplo de doengas negligenciadas podemos citar: dengue,
doenga de Chagas, leishmaniose, hanseniase, malaria, tuberculose,
esquistossomose, entre outras (Decit- Departameto de Ciéncia e Tecnologia do
Ministério da Saude, 2010). No Brasil, os incentivos governamentais para
pesquisas e desenvolvimento em doengas negligenciadas sao crescentes, com
investimentos em torno de 75 milhdes por ano. O Brasil encontra-se no sexto

lugar no ranking dos paises que mais investem nesse seguimento
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(www.finep.gov.br/imprensa/revista/edicao6/inovacao_em_pauta_6_doencas_ne

gl.pdf). Embora exista financiamento em pesquisas relacionadas as doencgas
negligenciadas, o conhecimento produzido ndo se reverte em avangos
terapéuticos, como, por exemplo, novos farmacos, novos meétodos diagndsticos e
novas vacinas. Uma das razbes para esse quadro € o baixo interesse da
industria farmacéutica nesse tema, justificado pelo reduzido potencial de retorno
lucrativo para a industria, uma vez que a populacido atendida € de baixa renda e
presente, em sua maioria, nos paises em desenvolvimento (Decit- Departameto

de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Saude, 2010).

FAMILY Trypanosomatidae

oY v Yy oy

GENERA  Crithidia  Lej Herpep Leishmania  Sauroleishmania Tryj Fh Endotrypa

¢ nuem
' ¥

SUBGENERA Leishmania Viannia
COMPLEXES L. donovani L. major L. ropica L. mexicana [, hiapi L. il i L. braziliensis L. gu

SPECIES |* L donovani r“ L. major * L. tropica = [ mexicana * I, braziliensis * L. guyanensis

* L. chagasi ¢ L killicki | = L. amazonensis * L. peruviana w L.
panamiensis

* L. infantum * L. garhani

* L. archibaldi = L pifanoi

* L. venezuelensis

FIG.1: Classificagdo Taxondmica de Leishmania (Mishra et al., 2009).

\isceral

Cutaneous / Mucocutansous

12 million people infected i
350 million people at risk ’5’

FIG 2: Distribuicdo mundial da leishmaniose cutdnea (verde) e visceral (vermelha). Vannier-
Santos et al, 2002.
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1.2

Ciclo de Vida

Os protozoarios do género Leishmania possuem um ciclo de vida
heteroxénico, necessitando de um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado
para completar seu ciclo de vida. A Leishmania pode se apresentar dois estagios
de desenvolvimento distintos: promastigota, a qual apresenta um flagelo mével e
vive extracelularmente no trato alimentar do inseto vetor, e amastigota, que é a
forma sem flagelo livre que vive intracelularmente nos fagolisossomas dos
macrofagos de mamiferos. O protozoario € inoculado por fémeas de
flebotomineos do género Phlebotomus no Velho Mundo ou Lutzomyia no Novo
Mundo (Saha et al., 2006, Mishra et al., 2009).

A infecgdo € iniciada quando os fleb6tomos ingerem sangue contendo
macrofagos infectados com amastigotas, que é rapidamente envolvido pela
matriz peritrofica (MP), estrutura formada por proteinas e quitina secretada por
células do epitélio intestinal. Os amastigotas se diferenciam em promastigotas
prociclicos, os quais se multiplicam e através de sua secregao de quitinase
alcangam o epitélio intestinal onde se aderem através do flagelo e do
lipofosfoglicano de superficie, 0 que impede sua expulsdo quando os restos de
sangue digerido sado eliminados (Bates, 2007). A etapa de adeséo ao epitélio é
fundamental para a colonizacao do inseto vetor e para a posterior transmissao do
parasito (Pimenta et al., 1992; Beates & Rogers, 2004).

Os prociclicos se diferenciam em metaciclicos a medida que migram em
direcdo a proboscide do inseto vetor. Ao serem inoculadas no mamifero, as
formas metaciclicas se ligam as células do sistema fagocitico mononuclear,
sendo endocitadas e no interior do fagolisossoma dessas células se transformam
em amastigotas (Chang & Fong, 1983). Os amastigotas proliferam, causando a
ruptura de macréfagos e sua liberagcdo no meio extracelular, onde infectam
macrofagos vizinhos. Ao realizar o repasto sanguineo em um mamifero infectado,
o inseto vetor ingere fagocitos contendo a forma amastigota, reiniciando o ciclo

de vida (Rasmusson & Descoteaux, 2004).
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Proliferacédo de Migracao de metaciclicos

prqciclict:ps no para porcao anterior %\\ C Diferenciac&o para
intestino /-) amastigotas no
o ’ @ fagolisossomo

¢ \5
_ Ligag&o inicial e \

s faaocitose ’

@

HOSPEDEIRQINVERTEBRADO HOSPFEDFIRO VFRTFRRADO @

Reiniecgao Proliferacdo das ‘lv €
amastigotas

KQ/( Lise do macréfago

FIG. 3: Ciclo de vida da LeishAmania (Vannier-Santos et al., 2002).

1.3 Formas clinicas da doenca

Em humanos, a doenca pode apresentar quatro tipos de manifestagdes
clinicas: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD),
leishmaniose muco-cutédnea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (Desjeux, 2004;
Reithinger et al., 2007).

Leishmaniose visceral ou Kala-azar é causada por Leishmania donovani e
Leishmania infantum no Velho Mundo e por Leishmania chagasi no Novo Mundo
(Guerin et al., 2002; Santos et al., 2008), e € a forma mais severa e fatal se néo
tratada (Desjeux, 2004). O nome Kala-azar foi originado na india, significando “febre-
negra”, que se refere a hiperpigmentacdo da pele durante o curso da doenca.
Alternativamente, o termo pode ser derivado da palavra “Kal” significando “morte”,
demonstrando a fatalidade da doenga (Saha et al., 2006). A Leishmaniose Dérmica
Po6s-Kalazar (PKDL) é uma dermatose que freqluentemente ocorre apos a
leishmaniose visceral causada por L. donovani e € caracterizada por erupcdes
maculopapular e nodular. Inicia-se ao redor da boca, se espalhando por todo o corpo

(Das et al., 2009).
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Os agentes da LV afetam principalmente o figado e o bago, determinando
hepatoesplenomegalia, e consequentemente perda de fungdo dos 6rgaos afetados
(Santos et al, 2008 a), além de causar outras alteragbes severas como febre, tosse,
dor abdominal, diarréia, epistaxe, caquexia e pancitopenia (Roberts, Handman,
Foote, 2001; Guerin et al., 2002).

A leishmaniose cutanea é causada por membros dos complexos L. tropica, L.
major e L. aethiopica no Velho Mundo e por membros dos complexos L. braziliensis,
L. guyanensis, L. lainsoni e L. mexicana no Novo Mundo (Berman, 1997; Reithinger
et al.,, 2007). Esta forma €& caracterizada pelo aparecimento de lesdes Unicas ou
multiplas, ulceradas ou n&o, em areas do corpo expostas a picada do flebotominio,
podendo apresentar ou ndo cura espontanea.

Leishmania amazonensis e L. mexicana nas Américas e L. aethiopica no
Velho Mundo podem causar uma forma extremamente grave da doenga que € a
leishmaniose cutanea difusa (LCD). LCD se caracteriza pela formagédo de lesdes
difusas ndo ulceradas, contendo grande numero de amastigotas. A multiplicidade
das lesbes é devido a metastase de parasitos de um sitio para outro através de
migracdo de macroéfagos infectados. A LCD esta estreitamente associada a uma
deficiéncia imunolégica do paciente e caracteriza-se por um curso crénico e

progressivo, ndo respondendo aos tratamentos convencionais (Neves et al., 2005).

A leishmaniose muco-cutanea (LMC), também conhecida como espundia,
poder ser causada por L. panamensis, porém € mais frequentemente associada com
L. braziliensis, ficando geralmente limitada a América do Sul (Berman, 2003). Esta
forma da doenca é caracterizada pela metastase do parasito para mucosas por via
linfatica ou hematogénica. A doenga tipicamente comega com inflamagao e edema
nasal, seguido pela ulceragdo da mucosa nasal e perfuragao do septo. Em alguns
casos, labios, bochechas, palato mole, faringe ou laringe também s&o envolvidos.
LMC nunca cura espontaneamente, € muito dificil de tratar e a associagdo com
infeccbes bacterianas secundarias podem agravar o quadro, o que é potencialmente
fatal (Reithinger et al., 2007).

14



1.4 Respostalmune e a producédo de 6xido nitrico na Leishmaniose

O resultado da infecgdo por Leishmania depende nao somente da espécie que
inicia a doenga, mas também da competéncia imunoldégica para combater o
crescimento do parasito e, principalmente, da predisposi¢do genética do individuo
(Alexander, Stoskar & Russell, 1999).

Estudos experimentais em modelos murinos de leishmaniose cutanea causada
por L. major estabeleceram uma clara dicotomia entre a protegdo mediada por uma
resposta Th1, e a susceptibilidade a doenga mediada por resposta Th2 (Sacks &
Noben-Trauth, 2002). Assim, camundongos C57BL/6, C3H e CBA, desenvolvem
uma doenga cutanea auto-limitante quando infectados por L. major. Nesses animais
interleucina-12 (IL-12), interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF- a)
desempenham um importante papel na cura da infeccdo (Awasthi, Mathur & Saha,
2004). Macrofagos ativados por estas citocinas tém sua produgao de oxido nitrico
(NO) estimulada, e este € um importante mediador capaz de matar os parasitos
intracelulares (Liew, Wei & Proudfoot, 1997). O TNF-a tem uma agéao sinérgica com
o IFN-y, aumentando a transcricdo da enzima oxido nitrico sintase induzida (iNOS)
e, consequentemente, a produgédo de NO (Awasthi et al., 2004).

Em contraste, camundongos susceptiveis, em particular BALB/c, desenvolvem
uma resposta imune do tipo Th2, que € caracterizada pela producéo de interleucina-
4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e fator de transformacdo e crescimento-B (TGF-B)
(Tripathi, Singh & Naik, 2007). O efeito do TGF-3 se baseia na sua habilidade em
suprimir as fungdes efetoras das células NK e dos macréfagos, inibindo a produgéo
de NO e superoxido. Ja a IL-10 inibe a atividade leishmanicida de macréfagos
estimulados por IFN-y /TNF-a por inibir a expressédo de iNOS e, consequentemente,
inibir a produgdo de NO. Além disso, macrofagos ativados por IL-10, IL-4 e TGF-$
apresentam um aumento da expressdo de arginasel, enzima responsavel por
converter arginina em putrescinas que favorecem o crescimento intracelular do
parasito. Desta forma, arginase 1 pode limitar a disponibilidade de arginina para a
iINOS, reduzindo a producdo de NO pelos macrofagos, favorecendo ainda mais a
sobrevivéncia da Leishmania (Liu, et al., 2005).

Oxido nitrico € uma importante molécula efetora contra parasitos intracelulares

como Leishmania, e embora ndo seja o uUnico mecanismo de controle na
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leishmaniose, € um importante marcador para o estudo da polarizagdo imune (Liew
et al., 1997).

1.5 Tratamentos

No Brasil, os farmacos de primeira escolha utilizados para o tratamento das
leishmanioses ainda sdao os antimoniais pentavalentes, principalmente nas formas
estibogluconato de sédio (Pentostam®) e antimoniato de meglumina (Glucantime®) e
como medicamentos de segunda escolha sao usados a anfotericina B e a
pentamidina. Entretanto, tais medicamentos apresentam alguns problemas, incluindo
alto custo, alta toxicidade, indugdo de diversos efeitos colaterais, o que leva o
paciente a se afastar do tratamento e favorece a emergéncia de cepas resistentes.
Além disso, os medicamentos disponiveis sao de administragao parenteral, exigindo,
em muitos casos, a internagdo e colaboragdo do paciente (Berman 2003; Santos et
al., 2008a).

1.5.1 Antimoniais Pentavalentes

O tratamento da leishmaniose foi introduzido pelo médico brasileiro Gaspar
Viana, em 1912, com o uso do antimonial tartaro emético (antimonial trivalente,
Sb Ill), sendo a unica arma terapéutica contra a doencga durante muitos anos (Neves
et al, 2005). Pelo fato da formulagao trivalente apresentar grande toxicidade e ser de
dificil administragdo, em 1937 surge o primeiro agente antimonial pentavalente, o
estibugluconato de sédio - SbV - (Pentostam®), obtendo reducgdo dos efeitos
colaterais e da toxicidade em comparagdao com a forma trivalente (Guerin et al.,
2002). Em 1945, outro antimonial pentavalente foi desenvolvido, o N-metil-glucamina
(Glucantime®). Estes dois compostos se tornaram os medicamentos de primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses e s&o utilizados até hoje (Amato et al.,
2008).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda nao foi
completamente determinado, mas é postulado que este medicamento interfere na
atividade bioenergética do parasita, levando-o a morte (Amato et al., 2008). Para ser
ativo contra Leishmania, SbV tem que entrar na célula hospedeira, atravessar a
membrana fagolisossomal e atuar contra os amastigotas intracelulares. Tem sido

sugerido que a forma SbV seja um pré-composto que precisa ser convertido para a
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sua forma trivalente (Sblll) para se tornar ativo (Oullette et al, 2004). Contudo,
detalhes sobre o sitio (macréfago ou amastigota) e o exato mecanismo de reducao
(enzimatico ou n&o) permanecem nao esclarecidos (Ashutosh et al., 2007).

Denton e colaboradores (2004) descreveram que uma enzima especifica do
parasito denominada redutase dependente de thiol-1 (TDR1), a qual possui
dominios similares a Q-glutationa transferase, seria responsavel pela conversao do
antimonial pentavalente em antimonial trivalente, usando glutationa como redutor.
Também foi demonstrado que a enzima antimoniato redutase 2 (LmACR2) de L.
major, homdloga a enzima arsenato redutase presente em Saccharomyces
cerevisiae, € capaz de catalisar a redugdo de SbV em Sblll, aumentando a
sensibilidade dos parasitos a este composto (Ashutosh, Sundar & Goyal, 2007).
Outro mecanismo possivel é a conversdao ndao enzimatica, onde thiois especificos do
macrofago, como a dlicilcisteina, e da Leishmania, como a tripanotiona, podem
reduzir SbV em Sblll (Ferreira et al., 2003).

Os antimoniais parecem interferir com a produgao de energia em amastigotas
de Leishmania, inibindo tanto a glicélise como a B-oxidacdo de acidos graxos,
reduzindo os niveis de ATP e GTP, comprometendo assim a viabilidade da célula
(Tracy & Webster Jr., 1996; Croft et al., 2006). Também foi demonstrada a
ocorréncia de apoptose em amastigotas tratados com Sblll, envolvendo
fragmentacdo de DNA e externalizagcdo de fosfatidilserina na superficie externa da
membrana plasmatica (Sereno et al., 2001).

O surgimento de cepas resistentes aos antimoniais pentavalentes € um sério
problema que vem limitando o uso desse medicamento no tratamento das
leishmanioses. Em linhagens resistentes aos antimoniais, o nivel de tripanotiona
esta frequentemente aumentado e, consequentemente ha um aumento da sua
conjugagao ao metal. O conjugado pode ser sequestrado para dentro de uma
organela através da acdo da MRPA (multidrug-resistance protein A), uma proteina
transportadora pertencente a familia de transportadores ABC, ou ser expulso da
célula através de um sistema de efluxo, possivelmente pela participacdo de outro
transportador ABC (Oullette et al., 2004).

A dose de antimoniais pentavalentes recomendada pela OMS para o
tratamento de leishmaniose cutdanea é de 20mg/Kg/dia durante 20 dias e para o

tratamento de leishmaniose visceral é indicada a mesma dose, porém por 28 dias,
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ambas por via intramuscular ou parenteral (Berman, 2003; Reithinger et al., 2007).
Este farmaco é distribuido em altas concentragdes no plasma, figado e baco, sendo
biotransformado para seu estado trivalente no figado. Sua meia-vida plasmatica é de
2 horas com rapida taxa de absorcado e excrecao através da urina, sendo que cerca
de 50% da dose administrada é excretada dentro de 24 horas (Mishra, Saxena &
Singh, 2007).

Os antimoniais apresentam algumas desvantagens que limitam seu uso, tais
como: necessidade de permanéncia do paciente no hospital por 3 a 4 semanas para
administragcao parenteral ou intramuscular; efeitos toxicos como artralgia, nausea,
dor abdominal, pancreatite quimica e cardiotoxicidade com possibilidade de arritmia
fatal, alto custo, bem como recorréncia apds tratamento inadequado e emergéncia
de parasitas resistentes (Guerin et al., 2002).

A administracdo parenteral limita o tratamento com antimoniais pentavalentes
e, por esta razdo, estudos tém sido realizados na busca de alternativas para a
solugdo deste problema. Demicheli e colaboradores (2004) demonstraram que a
associagdo do antimoniato meglumina com (-ciclodextrina, um oligossacarideo
compostos de unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas a-1,4, aumenta
bastante a absor¢cdo do antimonial pela via oral em relagdo ao antimoniato
administrado sozinho. Além disso, a concentragdo do antimoniato meglumina no
plasma aumenta em trés vezes quando este se encontra complexado com a -
ciclodextrina e apresenta eficacia semelhante ao antimoniato meglumina
administrado por via intraperitoneal, tanto no que se refere a controle do crescimento
da lesdo quanto no controle da carga parasitaria, porém usando apenas a metade

da dose de antimonial.

1.5.2 Anfotericina B

Anfotericina B (AmB) é um agente antibiotico poliénico descoberto em 1956,
originalmente produzido por certas cepas de Streptomyces nodosus, um
actinomiceto obtido do solo do Rio Orinoco na Venezuela (Singh & Sivakumar, 2004;
Mishra, Saxena & Singh, 2007), e vem sendo usado como droga de segunda
escolha no tratamento da leishmaniose desde 1960 (Croft, Sundar & Fairlambl,
2006). Contudo, tal medicamento apresenta sérios problemas como toxicidade e

necessidade de administracdo parenteral, limitando sua utilizagdo. Sua baixa

18



absorgédo (<5%) impede sua administragdo por via oral; somente a infuséo
intravenosa atinge a concentragao terapéutica no sangue. Além disso, mais de 95%
da AmB se liga a proteinas do soro e, nos tecidos, tendendo a se concentrar
principalmente no figado, baco, pulmdes e rins, o que limita a sua eficiéncia
(Minodier et al., 2003).

Anfotericina B apresenta diversos efeitos colaterais e téxicos, tais como febre
e calafrios, diminuicdo do hematdcrito e nefrotoxicidade reversivel. Toxicidades
pulmonares e neurolégicas também vém sendo relatadas (Minodier et al., 2003;
Singh & Sivakumar, 2004).

O mecanismo de acado da Anfotericina B se baseia na sua ligagdo a esterois
24 metilados, entre eles o episterol e o ergosterol na membrana do parasito,
causando a formacao de canais ibnicos na membrana que permitem a perda de
ions, resultando em disfungéo e por fim lise celular (Mbongo et al., 1998; Minodier et
al., 2003; Mishra, Saxena & Singh, 2007).

O mecanismo de resisténcia a anfotericina B baseia-se na substituicdo do
ergosterol por seus precursores como colesta-5,7,24-trien-33-ol, pelo qual a droga
apresenta baixa afinidade, resultando em diminuicdo da ligacdo da AmB a esses
esterdis modificados de membrana (Oullette et al., 2004).

Estudos demonstraram que a administragdo intravenosa de 1mg/kg/dia de
AmB durante 20 dias foi capaz de curar 99% dos pacientes infectados com L.
donovani, sendo, por isso, um composto mais eficaz que os antimoniais, os quais
necessitam de uma dose muito maior para apresentar a mesma taxa de cura
(Minodier et al., 2003; Singh & Sivakumar, 2004).

A anfotericina B deoxicolato tem sido substituida por formulagdes lipidicas
pelo fato destas apresentarem maior eficacia e menor toxicidade (Minodier et al.,
2003; Mishra et al., 2007). Essas formulacdes incluem AmBiosome® (anfotericina
lipossomal), Abecelt® (anfotericina incorporada em um complexo lipidico) e
Amphocil © (anfotericina em dispersdo coloidal). Estudos das varias formulacdes
lipidicas de anfotericina B comprovam seu excelente potencial leishmanicida para o
tratamento das leishmanioses (2mg/Kg/dia por 5 dias, com 96% de cura), mas
apresenta um obstaculo frustrante que é o alto custo (50mg = US$160 - 175) destes
farmacos (Mishra et al., 2007).
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Estudo de associacao da anfotericina B com miltefosina para tratamento de
leishmaniose foi realizado por Ménez e colaboradores (2006), demonstraram que a
co-administracdo de altas concentracbes de Amb resulta em reducdo da
permeabilidade paracelular induzida pela miltefosina. Portanto, co-administragao de
AmB e miltefosina resulta em um antagonismo farmacocinético. Porém a
combinagao nao foi capaz de causar antagonismo ou sinergismo em suas atividades

leishmanicidas.

15.3 Pentamidina

Pentamidina, uma diamidina aromatica sintetizada no final de 1930 e
originalmente usada no tratamento da tripanossomiase africana, vem sendo utilizada
como alternativa para o tratamento da leishmaniose desde 1939 (Basselin et al.,
2002, Mishra et al., 2007).

Estudos sugerem que a pentamidina atua em ambas as formas, amastigota e
promastigota da Leishmania, via processo mediado por transportadores de arginina
ou poliaminas (Basselin et al., 2002) e interfere na sintese de DNA do protozoario.
Ha ainda relatos de alteragdes na morfologia do cinetoplasto e fragmentagcéo da
membrana mitocondrial, levando o parasita a morte (Amato et al., 2008). Foi também
demonstrado que a mitocdndria de Leishmania spp. € um importante alvo para
medicamentos catidnicos lipofilicos como a pentamidina (Verseci & Do Campo,
1992). Neste trabalho, os autores demonstram que a pentamidina € capaz de ser
concentrada dentro da mitocondria afetando as membranas mitocondriais, e
causando alteragdes na fosforilacdo oxidativa nesses parasitos.

O regime de tratamento consiste de 4mg/kg trés vezes por semana, por 3 a 4
semanas (10-12 inje¢bes) (Mishra, Saxena & Singh, 2007; Singh & Sivakumair,
2004). A pentamidina causa diversos efeitos colaterais, sendo que os mais comuns
sdo nausea e vOmito, dor de cabecga, hipoglicemia, hipotensédo durante a infusdo da
droga, sincope, aumento nos niveis da uréia e creatinina, diabetes, leucopenia,
pancreatite e alteragdes eletrocardiograficas na onda T e no segmento ST. Seu uso
€ contra indicado durante a gravidez, para pacientes diabéticos e em casos de falha

renal, hepatica ou cardiaca (Amato et al., 2008).
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Outro fator que vem prejudicando o uso da pentamidina no tratamento da
leishmaniose é o surgimento de cepas resistentes, o que ja foi descrito em L.
donovani, bem como para outras espécies de Leishmania (Basselin et al., 2002). Em
parasitas resistentes foi observado que devido a mudanca no potencial de
membrana mitocondrial, a pentamidina ndao entra na mitocéndria, permanecendo no
citoplasma (Basselin et al., 2002). Essa fragao citoplasmatica é expulsa da célula
através de um transportador da familia ABC, sendo o transportador PRP1 um
possivel candidato (Oullette et al., 2004).

1.5.4 Paramomicina

Paramomicina é um antibidtico aminoglicosideo usado originalmente para o
tratamento de infecgbes bacterianas (Mishra et al., 2007), que também possui ampla
atividade antiparasitaria ndo compartilhada por outros aminoglicosideos (Singh &
Sivakumar, 2004). Esse antibiético vem sendo usado extensivamente no tratamento
da leishmaniose cutanea, mas tem apresentado uso limitado no tratamento da forma
visceral da doencga (Croft et al., 2006). A paramomicina é efetiva e tdo bem tolerada
quanto a anfotericina B, mas precisa ser administrada parenteralmente (Guerin et
al., 2002).

O mecanismo de acao desse medicamento se baseia na perturbagao da
sintese macromolecular e na alteracdo das propriedades de membrana da
Leishmania (Mishra, Saxena & Singh, 2007). Analise por citometria de fluxo revelou
que a paromomicina induz desestabilizacdo da membrana por estimular a
reciclagem de lipideos catabolizados, assim como a sintese de lipideos polares na
membrana e consequentemente resultando em permeabilidade de membrana e
rigidificacdo (Mishra, Saxena & Singh, 2007). Apresenta toxicidade potencial para os
rins e para o oitavo nervo cranial (Singh & Sivakumar, 2004).

A combinagdo de paromomicina com estibogluconato tem sido usada como
terapia para as sindromes mais graves de doenca cutédnea difusa (Singh &
Sivakumar, 2004).

155 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), originalmente desenvolvida como um

agente contra o cancer teve sua atividade leishmanicida demonstrada, tanto in vitro
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quanto in vivo, sendo o primeiro composto aprovado para o tratamento oral contra
leishmaniose visceral e, mais recentemente, para o tratamento da forma cutanea da
doenca (Croft, Snowdon &Yardley, 1996; Croft & Engel, 2006).

O regime de tratamento recomendado para miltefosina € de 2,5mg/kg/dia
(Mishra et al., 2007), preferencialmente dividida em duas doses ou uma unica dose
durante 28 dias (Palumbo, 2008).

Paris e colaboradores (2004) demonstraram que miltefosina induz em
promastigotas de L. donovani morte celular semelhante a apoptose, com sinais
caracteristicos como diminuicdo do tamanho celular, degradacgéao internucleossomal
do DNA cromossémico e exposicdo de fosfatidilserina com preservagdao da
integridade da membrana plasmatica. Efeito inibitorio na biossintese de
fosfatidilcolina também foi demonstrado para miltefosina (Lira et al., 2001).

Wadhone e colaboradores (2009) demonstraram recentemente a importancia
do IFN-y enddgeno para a atividade leishmanicida da miltefosina em modelo de
infeccdo por L. donovani. O estudo apresentou uma falha no tratamento com
miltefosina em camundongos cujos macréfagos eram deficientes de IFN-y ou
quando os animais eram tratados com anti-IFN-y. Miltefosina é capaz de promover a
expressao de iNOs pelos macréfagos por promover a expressao de IL-12, IFN-y e
de seu receptor. Esses dados sugerem que a miltefosina age diretamente sobre o
parasita e também pode agir indiretamente por potencializar os efeitos microbicidas
dos macrofagos.

Esse composto comumente induz anorexia, nausea, vomito e diarréia.
Contudo essas reagdes duram apenas um curto espaco de tempo e freqientemente
resolvem com a continuidade do tratamento (Murray, 2004). Algumas adverténcias
sobre a miltefosina precisam ser mencionadas, tais como sua capacidade
teratogénica, ndo podendo ser usada em mulheres gravidas e em mulheres em
idade fértil a menos que contracepgéo seja realizada durante e até dois meses apos
o tratamento (Murray, 2004). Outro problema é seu potencial para desenvolvimento
de resisténcia. Em laboratério, resisténcia a miltefosina pode ser gerada
rapidamente nas formas em cultura. Um tratamento por 4 semanas pode deixar
niveis sub—terapéuticos no sangue por algumas semanas pos-terapia, uma
caracteristica que pode propiciar o desenvolvimento de resisténcia (Berman et al.,
2006)
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1.5.6 Sitamaquina

Sitamaquina (WR6026) € uma 8-aminoquinolina ativa por via oral, a qual foi
originalmente usada para o tratamento da malaria (Singh & Sivakumar, 2004; Guerin
et al., 2002), e tem se apresentado ativa contra L. major, L. mexicana, L. tropica e L.
donovani (Mishra, Saxena & Singh, 2007). Porém, seu desenvolvimento tem sido
lento e pouco se sabe sobre sua eficacia e toxicidade (Mishra, Saxena & Singh,
2007).

Estudos realizados por Duefias-Romero e colaboradores (2007) mostraram
que a sitamaquina é capaz de causar uma reducédo de 60% no numero de parasitos
apo6s um periodo de incubacido de 6 horas e que provavelmente esse efeito ocorre
devido a lise do parasita ao invés de inibicdo do crescimento. Além disso, os
parasitas passaram a apresentar uma morfologia arredondada com motilidade
reduzida. O mesmo grupo ainda descreveu que a agéo da sitamaquina é irreversivel
ja que a inibicdo da multiplicacdo do parasita persistiu mesmo em meio livre do

composto.

1.6 Produtos Naturais

Plantas e seus extratos vém sendo usados por muitos séculos no tratamento
de diversas patologias, incluindo as infec¢des parasitarias, mas somente nos ultimos
trinta anos pesquisadores comecaram a avaliar a efetividade e o modo de acéo de
produtos naturais. Menos de 10% das aproximadamente 250.000 espécies de
plantas da flora mundial tem sido cientificamente investigadas quanto as suas
propriedades farmacolégicas, embora quase 25% dos compostos ativos dos
medicamentos prescritos nos Estados Unidos e Inglaterra tenham sido isolados de
plantas (Anthony, Fyfe & Smith, 2005).

A auséncia de um medicamento efetivo para o tratamento das leishmanioses
tem influenciado as pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes com
melhor atividade leishmanicida, menor toxicidade e baixo custo (lwu et al, 1994). A
avaliacao cientifica de plantas medicinais tem provido a medicina moderna com
agentes farmacéuticos eficazes para o tratamento de doengas causadas por
protozoarios (Chan-Bacab & Pefia-Rodrigez, 2001).
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Estudos tém mostrado que varios 6leos essenciais apresentam acgao inibitéria
contra diversos parasitas humanos (Anthony et al., 2005). Oleos essenciais (OEs)
sdo misturas de diferentes compostos aromaticos volateis, geralmente extraidos de
plantas por arraste de vapor ou hidro-destilagdo (Oliveira et al., 2008). S&do matérias-
primas naturais profusamente empregadas na producédo de fragrancias para os
setores de perfumaria, cosmética e higiene pessoal, bem como na aromatizacao de
alimentos e bebidas (Santos et al., 2006). Estes oleos essenciais s&o ricos em
enxofre orgénico, aldeidos alcodis e terpenos, sendo que esses ultimos podem
ocorrer na forma de triterpenos, diterpenos, tetraterpenos, bem como sesquiterpenos
e hemiterpenos (Cowan, 1999)

Rosa e colaboradores (2003) estudaram a atividade leishmanicida de oleo
essencial de Croton cajucara rico em Linalool e verificaram que esse alcool
terpénico foi capaz de inibir o crescimento de promastigotas e amastigotas, sem, no
entanto, apresentar toxicidade para a célula hospedeira. Essa atividade anti-
leishmania deve-se a acdo direta na forma promastigota, onde o composto foi capaz
de causar rompimento da membrana flagelar, dilatacdo mitocondrial e
desorganizagao da cromatina do nucleo do parasito. Dano nos parasitos também
ocorreu devido a aumento na produgdo de Oxido nitrico, cuja producgado foi
estimulada em macrdéfagos infectados com a forma amastigota da L. amazonensis.

Em estudo realizado para avaliar a atividade leishmanicida do 6leo essencial
de Ocimum gratissimum foi demonstrado que L. amazonensis exposta ao 6leo
essencial na concentragao correspondente ao ICsy para promastigotas e amastigotas
(135 e 100 pg/ml, respectivamente) foi capaz de causar interferéncia na divisao
celular, com promastigotas apresentando dois ou mais flagelos e amastigotas
apresentando dois ou mais nucleos, e alteracdes ultraestruturais na mitocéndria, tais
como dilatagcdo, desorganizagao da membrana interna e aumento no numero de
cristas. Além disso, a produgédo de 6xido nitrico foi estimulada quando macréfagos
peritoneais de camundongo foram tratados com 150 pyg/ml desse 6leo, tanto antes
como apos a infecgdo com o parasito (Ueda-Nakamura et al., 2006). Recente estudo
realizado por Oliveira e colaboradores (2008) verificou que esse 6leo também é
capaz de inibir o crescimento de formas promastigotas de L. chagasi de maneira
dose dependente e causar alteracbes ultraestruturais semelhantes aquelas

observadas em promastigotas de L. amazonensis.
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Atividade leishmanicida também foi demonstrada para o 6leo essencial de
Chenopodium ambrosioides tanto contra as formas promastigotas quanto para as
amastigotas de L. amazonensis (Monzote et al., 2006) e L. donovani (Monzote et al.,
2007a), com pouca toxicidade para os macrofagos. Porém, o mecanismo pelo qual
esse 6leo essencial mata Leishmania ainda é desconhecido. Em 2007 (b), esse
mesmo grupo comparou a atividade do 6leo essencial de C. ambrosioides apds
administragdo intraperitoneal, oral e intralesional em camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis. O O6leo essencial administrado por via
intraperitoneal na concentragado de 30 pg/ml foi capaz de reduzir o tamanho da lesao
e reduzir a carga parasitaria, enquanto que ao ser administrado por via oral na
mesma concentragdo causou somente um retardo na infecgdo, quando comparado
com camundongos n&o tratados. A administracdo por via intralesional né&o
apresentou atividade. A cura completa dos animais tratados com o d6leo essencial
nao foi alcangcada, mas lesdes menores e com menor carga parasitaria foram
obtidas (Monzote et al., 2007b).

Recentemente, Santin e colaboradores (2009) avaliaram a atividade
leishmanicida de O6leos essenciais de Cymbopogon citratus e de seu principal
componente, o monoterpeno citral. Foi observado que tanto o OE, quanto citral
apresentaram atividade leishmanicida dose-dependente, com ICsy 3,2 pg/ml e 25
pg/ml e CCso de 25 ug/ml e 50 ug/ml, respectivamente. Portanto, o OE de C. citratus
e o citral sdo mais toxicos para o parasito que para a célula hospedeira. Apesar da
atividade leishmanicida observada no 6leo essencial ser mantida no monoterpeno
citral, sugere-se que a presenga de outros componentes no OE possua um efeito
sinérgico, tornando-o mais eficiente que o citral isolado. Na analise estrutural dos
parasitas pode-se evidenciar a ocorréncia de alteragdes em mitocbndrias, em
flagelo, em bolsa flagelar, além do aparecimento de multiplos vacuolos no
citoplasma.

Entre os compostos isolados de produtos naturais que apresentam atividade
anti-Leishmania estao alcaldides inddlicos, isoquinolinas, quinolinas e terpenos
(Wright & Phillipson, 1990; lwu et al., 1994; Kayser, Kiderlen & Croft, 2003; Rocha et
al., 2005). Alguns trabalhos recentemente publicados estdo demonstrando a

atividade leishmanicida e tripanosomicida de extratos de plantas contendo
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compostos terpendides (Tiuman, et al, 2005; Sen et al., 2007; Arruda et al., 2008;
Sullsen et al., 2008).

Arruda e colaboradores (2008) avaliaram a atividade leishmanicida do
limoneno, um monoterpeno encontrado particularmente em dleos de limao, laranja,
entre outros. Limoneno foi ativo contra promastigotas de L. major, L. amazonensis,
L. braziliensis e L. chagasi. Além disso, em testes realizados in vitro, limoneno foi
capaz de matar amastigotas de L. amazonensis e inibir o crescimento intracelular
desta forma do parasito, apresentando baixa toxicidade para as células dos
mamiferos. Em estudos in vivo foi observado que o tratamento tdpico ou intraretal de
camundongos infectados com L. amazonensis foi capaz de inibir a progressdo da
lesdo, reduzir a carga parasitaria e induzindo a cura completa em 67 a 86% dos
animais tratados.

Sesquiterpenos lactonas sao componentes terpendides caracteristicos da
familia Asteraceae. Partenolidio, um sesquiterpeno lactona isolado de Tanacetum
parthenium, possui grande atividade anti-Leishmania amazonensis, tanto contra
forma promastigota (IC50=0,37ug/ml) quanto contra a forma amastigota (1C50=0,81
Mg/ml) do parasita, inibindo o seu crescimento. Na avaliagdo ultraestrutural dos
promastigotas tratados com 1 pg/ml pode-se observar alteragdes, tais como uma
intensa atividade exocitica na regido da bolsa flagelar, que aparece na forma de
protrusdes de corpo celular em direcdo a bolsa flagelar, e estruturas similares a
lisossomas no citoplasma (Tiuman et al., 2005). Ambrosia tenuifolia, outro membro
da familia Asteraceae, foi recentemente estudada e também apresentou atividade
leishmanicida e tripanocida devido a presenca de dois sesquiterpenos lactonas:
Psilostachyne e Peruvian. Psilostachyne apresentou maior atividade contra as
formas infectantes de T. cruzi. Ja em Leishmania, ambos compostos apresentaram
significante atividade contra a forma promastigota do parasita (Sulsen et al., 2008).

Artemisinina, um sesquiterpeno isolado da Artemisia annua, apresentou
importante atividade contra as formas promastigota e amastigota de L. donovani,
inibindo o crescimento do parasita de forma dose dependente e apresentando um
ICs50 de 160 e 22 uM, respectivamente. Além disso, observou-se que as formas
promastigotas apresentavam externalizagdo de fosfatidilserina, despolarizagdo do

potencial transmembrana da mitocondria e fragmentacdo do DNA quando tratadas
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com 160 pM de artemisinina, demonstrando que a atividade leishmanicida do
composto ocorre via apoptose (Sen et al., 2007).

Outros compostos como os diterpenos e seus derivados também possuem
atividade contra tripanossomatideos (Fokialakis et al., 2006, Ambrosio et al., 2008).
diterpenos naturais e semi-sintéticos oriundos de Cistus sp. possuem atividade
contra L. donovani (Fokialakis et al., 2006). Diterpenos naturais e seus derivados
obtidos da Viguiera arenaria, da familia Astereceae, também demonstraram
atividade contra as formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (Ambrdsio et al.,
2008).

1.7 Copaiba

As espécies do género Copaifera, também conhecidas popularmente como
‘copaiba”, “copaiva’” ou “pau-de-oleo” (Gomes et al.,, 2007), sdo encontrada
principalmente na bacia Amazonica e no cerrado, sendo adaptadas a uma grande
variedade de ambientes. Existem cerca de 28 espécies catalogadas, das quais 16
sdo endémicas do Brasil (Rigamonte-Azevedo, Wadt & Wadt, 2004).

A copaiba produz um dleo-resina muito utilizado popularmente devido suas
propriedades medicinais e de interesse para a industria quimica (cosméticos) e
farmacéutica (Wadt et al., 2007). Esse 6leo-resina é composto por uma parte sélida
(cerca de 50 a 60%), os acidos diterpenos, diluidos em 6leo essencial composto
principalmente de sesquiterpenos. Ja foram identificados 72 tipos diferentes de
sesquiterpenos e 27 tipos de diterpenos em oleo-resina de copaiba (Veiga Junior,
Pinto, 2002). Os sesquiterpenos mais comumente encontrados em 6leos de copaiba
sdo o [B-cariofileno, a-copaeno, zingibereno, B-bisaboleno e bergamoteno (Lima et
al., 2003). O B-cariofileno foi o sesquiterpeno majoritario encontrado em oleos de
copaiba de diferentes espécies (Lima et al., 2003; Veiga Junior et al., 2007; Gomes
et al., 2007; Santos et al., 2008 b). Os principais diterpenos s&o os &acidos
kaurendico, kovalenico, hardwichiic, polialtico e copalico, sendo este ultimo
considerado um diterpeno caracteristico do género Copaifera (Lima et al., 2003).
Estes sesquiterpenos e diterpenos encontrados nas copaibas ja demonstraram
possuir atividades antiinflamatoérias, analgésicas, antitumoral, larvicida, acaracida,
antimicrobiana, entre outras (Lima et al., 2003; Carvalho et al., 2005; Veiga Junior et

al., 2007; Fernandes & Freitas, 2007; da Silva et al., 2007; Santos et al., 2008 b).
27



A producado de Oleo-resina por arvore é muito variavel e ainda nao se tem
conhecimento sobre os fatores que a determinam. Alguns estudos avaliam o efeito
das caracteristicas fisicas do solo, didmetro da arvore e época do ano sobre a
producdo da copaiba, porém nao ha ainda nenhuma conclusao definitiva. Além
disso, alguns estudos realizados no inicio do século passado indicam que ha
diferengas na producado das diversas espécies de copaiba e as estimativas de
producado podem variar ainda em relagao ao tipo de manejo para a retirada do 6leo e
o periodo entre extragdes consecutivas (Rigamonte-Azevedo,Wadt & Wadt, 2004).

Os o6leos de copaiba vém sendo usados na medicina popular como
antiinflamatério (Veiga Junior et al., 2007), analgésico (Carvalho et al., 2005),
antitumor (Lima et al., 2003), antimicrobiano (Santos et al., 2008 b), acaricida
(Fernandes e Freitas, 2007), larvicida (da Silva et al., 2007), gastro-protetor ( Paiva
et al., 1998) e antinociceptivo (Gomes et al., 2007). Ainda hoje, o “6leo de copaiba” é
um dos mais usados na Amazoénia brasileira, uma regido onde a populagao rural tem
pouco acesso aos produtos farmacéuticos industrializados e aos servigos
convencionais de saude (Cason & Gilbert, 2000). Os 6leos de copaiba também séo
usados na industria de comésticos em logdes capilares, xampus, sabonetes e
espuma de banho (Veiga Junior et al., 2001).

Foi demonstrado recentemente que Oleo essencial obtido de uma das
espécies de copaiba, a Copaifera reticulata, foi capaz de inibir o crescimento de
ambas as formas de desenvolvimento de L. amazonensis, apresentando forte efeito
contra amastigotas intracelulares, com um valor de IC5y de 20 ug/ml, sendo mais
téxica para o parasita que para a célula hospedeira. Oleo de C. reticulata, assim
como os de outras espécies de copaiba apresentam grandes quantidades de
sesquiterpenos e diterpenos em sua composi¢ao (Santos et al ., 2008 c).

A atual politica de farmacos brasileira requer que medicamentos de origem
natural possam ser quimicamente padronizados e evidencias devem apresentar a
eficacia e a seguranga no seu uso. A analise e a padronizagdo quimica dos Oleo-
resinas de diferentes espécies de Copaifera é claramente importante para relacionar
a composicao quimica com a atividade biologica e entdo permitir a validagdo como
um fitomedicamento seguro e eficaz com controle de qualidade adequado (Gilbert et
al., 1997). Um produto para o mercado de fitomedicamentos com base no dleo de

copaiba, portanto, deve garantir a reprodutibilidade e a eficacia dentro de um lote
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usado industrialmente. E necessario que a este lote seja anexado um laudo sobre a
composi¢cao quimica minima para que o efeito desejado seja mantido. Nessa relagcao
entre o perfil quimico e ensaios farmacoldgicos repousa a confianga do consumidor

na eficacia do produto (Tappin et al., 2004).

FIG 4: Copaifera spp. (www.arvores.brasil.nom.br/esq.htm)

2. Justificativa e objetivos

Leishmania amazonensis € um dos agentes da leishmaniose cutédnea no
Novo Mundo e um dos principais causadores da forma difusa da doenca, a qual
frequentemente nao responde aos tratamentos em uso até hoje. Além disso, o
controle das leishmanioses permanece um problema, ja que os tratamentos
convencionais sdo de alto custo, potencialmente toxicos, causando severos efeitos
colaterais e necessitando administracao parenteral ou intramuscular, requerendo,
em muitos casos, internacido do paciente. Todos estes fatores levam o individuo a se
afastar do tratamento, o que favorece a emergéncia de cepas resistentes.

A auséncia de um medicamento anti-Leishmania realmente eficaz torna
necessaria a busca de novos compostos terapéuticos com melhor atividade e com
menor producao de efeitos colaterais. Plantas sdo fontes alternativas potencias para
a pesquisa de novos e seletivos agentes terapéuticos para o tratamento das

leishmanioses.
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Nesse contexto, temos por objetivo verificar a atividade leishmanicida de
Oleos comerciais de copaiba, de suas fracbes e dos compostos delas isolados em
Leishmania amazonensis, buscando a identificacdo e a correlagdo entre os

compostos majoritarios presentes no 6leo e a atividade leishmanicida.

Objetivos especificos:

« Em promastigotas: verificar a toxidade desses OEs, de suas fracdes e dos
compostos delas isolados, sobre os promastigotas, avaliando sua capacidade

de sobrevivéncia.

« Em amastigotas: avaliar a atividade leishmanicida dos OEs, de suas fragbes
e dos compostos delas isolados, sobre a forma amastigota determinando os

ICsp in vitro utilizando macrofagos infectados.

« Em macrofagos: verificar a citotoxidade dos oleos essenciais, de suas
fragdes e dos compostos delas isolados para a célula hospedeira, avaliando a
atividade mitocondrial através do XTT, a integridade de membrana com o Azul
de Trypan, e a capacidade fagocitica dos macréfagos tratados com esses
compostos. Estudaremos ainda se os OEs, suas fracdes e os compostos
delas isolados sdo capazes de modular os mecanismos microbicidas dos
macrofagos através da analise da producao de 6xido nitrico por macréfagos

tratados.

3. Materiais e Métodos
3.1 Parasitas

Promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa WHOM/BR/75/Josefa
(isolada de um caso de leishmaniose cutdnea humana cedida pelo DR. C.A. Cuba-
Cuba, Universidade de Brasilia), foram mantidos em “Schneider Insect Medium”
(Sigma) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cripion) e 10 % de urina
humana a 26°C (Howard et al., 1991).

3.2 Obtencéo dos Oleos de Copaifera spp.
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Os oleos comerciais de copaiba foram comprados na Central de Cooperativas
de Rio Branco, tendo sido coletados entre 1999 — 2000 em Tarauaca, Acre, sendo
mantidos em vidro d&mbar a 20 — 22°C. As amostras foram doadas e analisadas
pelos Drs. Mbnica Freiman de S. Ramos (Fac. Farmacia - Dep. Medicamentos —
UFRJ) e Anténio C. Siani (Instituto de Tecnologia em Farmacos, Farmanguinhos,
Fundagao Oswaldo Cruz, RJ).

O perfil quimico das amostras foi periodicamente avaliado, apresentando-se
inalterado e a analise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massa foi realizada, obtendo-se a composi¢cao dos 6leos comerciais, 0s quais
foram denominados como C1, C2, C3 e C4. A composicao dos 6leos comerciais de
copaiba estudados pode ser observada nas tabelas 1 e 2. As fragdes do dleo
comercial C4 foram separadas de acordo com seu conteudo de sesquiterpenos e
diterpenos, sendo denominados como fragao volatil, a qual contém exclusivamente
sesquiterpenos, e fracdo nao volatil, que € composta exclusivamente por diterpenos.

O d6leo comercial C4 foi fracionado por arraste a vapor. Brevemente, uma
massa de cerca de 100 g de C4 foi transferida para baldo de 1 L contendo 500 mL
de agua destilada, que foi aquecido por manta de aquecimento. A fragdo volatil foi
obtida por arraste do vapor por 8h, empregando o aparato modificado de Clevenger
(Gottlieb, 1960). As fragdes obtidas foram denominadas como fragdo volatil, a qual
contém exclusivamente sesquiterpenos, e fragdo nao volatil, que &€ composta
exclusivamente por diterpenos. Os 6leos e as fragdes foram diluidos em dimetil
sulféxido (DMSO - Sigma) para os ensaios. A maior concentracao de DMSO (0,5%)
obtida na maior concetragdo usada dos 6leos foi sempre usada como controle. O
Cariofileno, sesquiterpeno predominante encontrado na porgao volatil do 6leo, foi

obtido comercialmente (Sigma-Aldrich).
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Tabela 1: Constituintes caracterizados no 6leo comercial de copaiba C1 e C4:

Constituintes

Abundancia

relativa %o
sesquiterpenos

Cl C4
d-elemeno 0,3 0,7
a-cubebeno 0,2 0,6
o-copaeno 2,7 7,6
B-elemeno 1,0 1,3
cyperene 0,3 -
trans-f-cariofileno 57,5 29,7
a-bergamoteno 1,5 6,4
o-humuleno 9,5 4,6
— humuleno - 1,1
allo aromadendreno - 0,5
d-muuroleno 1,1 24
germacreno D 1,3 12,0
B-selineno 0,5 -
a-selineno 0,6 0,7
Bicyclogermacrene - 1,1
a-muuroleno - 1,4
B-bisaboleno 1,6 1,2
d-amorpheno - 1,5
d-cadineno 1,3 5,1
d—bisabolene(E)-isso 0,2 -
germacreno B 1,1 -
alcool cariofilenilico 0,6 -
oxido de cariofileno tragos -
NI - 1,3
torreyol 0,3 1,2

diterpenos

epurato de metila - 0,6
copalato de metila 48 9,3
danielato de metila 2,7 -
pinifoliato de metila 0,4 -
agatilato de metila 2,3 -
agalato de metila - 1,4
hidroxi-copalato de metila 0,7 1,0
acetoxi-copalato de metila 4.1 4,9

Cl C4
Total de sesquiterpenos 81,6 80,1
Total de diterpenos 15,0 17,2
Total identificado 96,6 97,3

Abundancia relativa obtida pela analise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria

de massa.

NI: nao identificado
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Tabela 2: Constituintes caracterizados nos 6leos comerciais de copaiba C2 e C3:

Constituintes

Abundéancia

relativa %o
sesquiterpenos

C2 C3
a-cubebeno - 1,7
a-Copaeno - 13,9
B-elemeno 0,2 1,6
Cypereno 0,2 0,3
trans B-cariofileno 9,5 4,0
o -bergamoteno 8,1 1,4
o -humuleno 1,8 0,9
d-muuroleno 1,1 1,1
allo aromadendreno - 1,2
germacreno D - 0,3
trans-p-farneseno 1,0 -
B-selineno 1,0 3,6
o -selineno 1,6 2,2
cis-a-bisaboleno 1,0 -
B-bisaboleno 1,6 3,3
d-cadineno 0,6 3,6
d-bisaboleno(E)-isso 0,8 0,2
oxido de cariofileno - 0,4
torreyol - 0,5

diterpenos

9,12-linoleato de metila 0,2 0,2
Epurato de metila 2,9 3,2
NI 4.0 7,0
copalato de metila 3,7 0,3
caurenoato de metila - 7,6
cauranoato de metila - 7,7
NI 1,7 -
danielato de metila 40,2 10,6
hardwickicato de metila 1,2 13,2
pinifoliato de metila

C2 C3
Total de sesquiterpenos 28,6 40,2
Total de diterpenos 59,4 50,2
Total identificado 87,0 90,4

Abundancia relativa obtida pela andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa.

NI: ndo identificado
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3.3 Obtencado de macréfagos

Camundongos BALB/c foram inoculados com 1,5 ml de tioglicolato 3% por via
intraperitoneal e no quarto dia apds a estimulacao, os macrofagos foram obtidos por
lavagem peritoneal com meio 199, pH 6,8 a 4°C. As células foram incubadas em
laminula de vidro de 13 mm? em placas de 24 pocos e mantidas a 37°C em 5% de
CO; por pelo menos uma hora e meia. Em seguida, as culturas foram lavadas com
PBS (0,1M tampao fosfato — 0,85% salina) a 37°C para remogao de células nao
aderentes e incubadas durante a noite em meio 199 suplementado com 10% de

SFB, nas mesmas condi¢gdes acima descritas.

3.4 Atividade anti-promastigota

Promastigotas de L. amazonensis (10°) foram incubadas em meio Schneider
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 10% de urina humana 26°C, na
presenga ou auséncia de 50ug/ml dos dOleos comerciais, fragbes e compostos
isolados, que foram adicionados no primeiro dia de cultivo. A sobrevivéncia foi
estimada através da contagem dos parasitas viaveis/moveis em camara de

Neubauer durante cinco dias consecutivos.
3.5 Atividade anti-amastigota

Os macrofagos aderidos nas laminulas foram infectados com promastigotas
de L. amazonensis (fase estacionaria) em uma proporgdo de 10 parasitas por
macrofago e incubados por 2 horas a 35°C em 5% de CO, Em seguida, as células
foram lavadas com PBS para remover os parasitas livres e incubadas em meio 199
suplementado com 10% de SFB por 24 horas a 35°C em 5% de CO»_No dia seguinte
os macrofagos foram tratados ou n&do com os oleos comerciais de copaiba, fragdes
ou compostos isolados em diferentes concentragdes (0,1, 1 e 10 pg/ml) ou com
Anfotericina B (1 pg /ml, AmB, Cristalia, Brasil) e incubados por mais 24 horas. Apos
esse tempo, as monocamadas foram lavadas com PBS a 37°C, fixadas com
metanol, coradas com Giemsa, desidratadas em solu¢gdes de acetona-xilol e
montadas com Entelan. Os experimentos foram feitos em duplicata e pelo menos
200 células por laminula foram contadas. As laminulas foram observadas em
microscopia Optica de campo claro, sendo determinados a porcentagem de

macrofagos infectados, o numero de amastigotas por macréfago e o produto destes
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dois numeros forneceu o indice de infectividade. Somente experimentos com indice
de infectividade igual ou superior a 50 foram considerados validos. Os indices de
sobrevivéncia e de inibicdo da sobrevivéncia foram calculados a partir da

comparacgao entre os indices de infectividade obtidos com e sem tratamento.

3.6 Citotoxicidade para macrofagos murinos

A citotoxicidade dos 6leos comerciais, fracbes e compostos isolados foram
testados em macrofagos murinos utilizando dois métodos: Azul de Trypan, que
avalia a integridade de membrana, e XTT que avalia a atividade mitocondrial.

Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (2x10%/poco) obtidos
conforme descrito e foram incubados em placas de 24 pogos sem laminula por 24
horas a 37°C em 5% de CO,. No dia seguinte, as células foram tratadas com 50, 75
ou 100 pg/ml dos 6leos comerciais, fragbes ou compostos isolados e incubadas por
mais 24 horas a 37°C em 5% de CO, Apods esse periodo, foi adicionado ao meio
uma solugao 0,3% de Azul de Trypan e o numero de células viaveis foi determinado
em microscopio invertido.

Para realizagdo do XTT, macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c
(2x10%/poco) estimulados com tioglicolato 3% obtidos como acima foram
dispensados em placas de 96 pocos e tratados com os 6leos comerciais, fragcdes e
compostos isolados em diferentes concentragdes por 24 horas. A viabilidade das
células foi avaliada usando-se XTT (2,3-Bis [2-Methoxy -4-nitro-5-sulfopheny]-2H-
tetrazolium-5-carboxinilide inner salt, Sigma) na concentracdo de 1mg/ml e PMS
(Phenazine metho-sulfato, Sigma), em concentragédo de 0,025mM, e o produto dessa
reacao foi lido em 450nm. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os
resultados expressos em porcentagem de sobrevivéncia em relagdo aos controles
nao tratados. Azida sodica a 1% foi usada como controle positivo da reagéo.

A toxicidade para macrofagos e a atividade contra o protozoario foram
comparadas usando o indice de seletividade (IS), o qual é obtido através da
proporgao entre CCsy para macréfagos murinos/ICsy para protozoario (Santin et al,
2009).
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3.7 Producéio de Oxido Nitrico

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, estimulados com
tioglicolato, foram aderidos em placas de 24 pogos (2X10° /poco) e apds 24 horas a
37°C em 5% de CO,, as monocamadas foram ativadas ou nao com 100ng/ml de
lipopolissacarideo (LPS-L3755- de Escherichia coli sorotipo 026:B6; Sigma) ou
100ng/ml de IFN-y e tratadas ou ndo com 10ug/ml dos éleos comerciais, fragées ou
compostos isolados, sendo mantidas a 37°C em 5% de CO, por mais 48 horas. A
concentracdo de nitrito dos sobrenadantes foi mensurada pela reacdo de Greiss,
usando como referéncia uma curva padrao de nitrito de sodio. As placas foram lidas
a 550nm em espectrofotdmetro e os resultados em ftriplicata sdo expressos em uM

da concentracao de nitrito.

3.8 Capacidade de sequestrar Oxido Nitrico:

Para avaliar a capacidade de C4, da fracao volatil e da fracdo nao volatil em
sequestrar oxido nitrico, foi usado um teste livre de célula. S-nitroson-acetyl DL-
penicillamine (SNAP, Sigma), em solugédo libera éxido nitrico no meio, que se
transforma em nitrito. A adicdo de rutina, um sequestrador de 6xido nitrico, a solugao
de SNAP resulta em redugdao na acumulagcdo de nitrito no sobrenadante. Usando
este protocolo, 10ug/ml de C4, de fragdo volatil ou de fragdo nao volatil foram
incubados com 1mM de SNAP. Rutina (1mM, Sigma), foi usada como controle
positivo. Apds 6 horas de incubacdo, uma aliquota do sobrenadante foi removida
para quantificar a presenga de nitrito utilizando a reagcdo de Greiss. Resultados
foram expressos em mM de nitrito, calculado em comparagdo com a curva padrao

de nitrito de sdédio.

3.9. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste t de Student para comparagao de dois
grupos ou analise de variancia (one-way ANOVA) para mais de dois grupos. As
analises foram feitas utilizando o software GraphPad. O valor de p foi considerado

significante quando menor ou igual a 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Oleos comerciais de copaiba

4.1.1 Atividade anti-promastigota dos 6leos comerciais de copaiba:

Os nossos resultados demonstraram que os compostos C1 e C4, na
concentracdo de 50 ug/ml, parecem nao interferir no crescimento das formas
promastigotas de L. amazonensis, n&o apresentando diferenga estatistica
significante quando comparados com os parasitas néo tratados (controle). Por outro
lado, foi observada uma diminuicdo do numero de parasitas viaveis a partir do
terceiro dia de cultura, quando estes foram tratados com 50 pg/ml dos 6leos
comerciais C2 e C3. O Cariofileno (CAR), uma substéncia pura disponivel
comercialmente, e que também esta presente nos 6leos de copaiba, nao foi capaz
de reduzir o crescimento dos promastigotas na concentragdo de 50 pg/ml,

apresentando um resultado semelhante aos 6leos comerciais C1 e C4 (Fig. 4).
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FIG. 5: Efeito dos éleos Cl1, C2, C3, C4 e de cariofileno (CAR) no crescimento das
formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Promastigotas (1x108/ml) foram
cultivados na presenga ou nha auséncia de 50 pg/ml de cada composto. A atividade
anti-promastigota foi determinada através da contagem dos parasitas vidveis
durante 5 dias consecutivos em cdmara de Neubauer. Os resultados mostrados
representam a média + erro padrdo da média (SEM) de 5 experimentos para C1, C2,
C3 e C4 e de 2 experimentos para CAR, realizados em duplicata. *p< 0,05.
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4.1.2 Atividade anti-amastigota dos 6leos comerciais de copaiba:

Para avaliarmos a atividade anti-amastigota dos O&leos comerciais,
macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c infectados com L. amazonensis por
24 horas foram tratados com 1 pg/ml dos 6leos C1, C2, C3 e C4 e de CAR por mais
24 horas. Os o6leos comerciais C1, C4 e CAR foram os que apresentaram maior
atividade anti-amastigota. Por este motivo estes 6leos foram selecionados para dar
continuidade aos nossos experimentos (dados nao mostrados).

Uma atividade anti-amastigota dose-dependente foi observada quando
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis
foram tratados com diferentes concentragdes de C1, C4 e CAR. O éleo comercial C1
nas concentragdoes de 0,1, 1 e 10 pg/ml foi capaz de inibir a sobrevivéncia dos
parasitas intracelulares em 16,7%, 29,6%, 58,7%, respectivamente. Ja o 6leo C4,
nas mesmas concentragdes foi capaz de inibir a sobrevivéncia dos amastigotas em
21,9%, 35,4%, 58,8%, respectivamente. A concentracdo capaz de inibir 50% dos
parasitas intracelulares (ICsp) foi de 2,9 e 2,3 pg/ml, respectivamente para C1 e C4,
sendo C4 mais ativo contra as formas amastigotas do parasita que C1. Ao
compararmos a atividade de CAR com C1 e C4 podemos observar que CAR possui
uma maior atividade anti-amastigota que os 6leos comerciais. Nas concentragdes
0,1, 1 e 10 ug/ml CAR foi capaz de matar, respectivamente, 19,1%, 46,79% e 69,3%
dos amastigotas intracelulares e apresentou uma ICso de 1,3 pg/ml (Fig. 5).

Quando comparamos a atividade de C1, C4 e CAR com Anfotericina B (Fig
5), observamos que esses compostos na concentragdo de 10 ug/ml foram capazes
de inibir o crescimento dos amastigotas de forma semelhante a concentracédo de
1 ug/ml da Anfotericina B.

A atividade anti-amastigota de DMSO 0,5%, substancia utilizada como
diluente dos 6leos C1 e C4, do CAR e da Anfotericina B, também foi avaliada.
DMSO 0,5 % nao possui atividade anti-amastigota estatisticamente significante,
indicando que a morte do parasita ocorre devido a acao das substancias testadas e

nao pela acao deste diluente.
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FIG. 6: Efeito inibitério dos éleos C1 e C4 e do cariofileno (CAR) na sobrevivéncia de
amastigotas de Leishmania amazonensis. Macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c infectados com promastigotas por 24 horas foram tratados com as
concentragdes indicadas dos dleos C1, C4, da substancia pura CAR ou com 1 pg/ml de
Anfotericina B (AmB) durante 24 horas. A atividade anti-amastigota do DMSO 0,5%
também foi avaliada. Dados representam a média + erro padrdo da média (SEM) de cinco
experimentos realizados em duplicatas.

4.1.3 Producio de Oxido Nitrico:

Como o oxido nitrico (NO) é uma importante substancia produzida por
macrofagos ativados a qual € capaz de matar as formas intracelulares do parasita,
decidimos avaliarmos a capacidade de C1, C4 e CAR em estimular a producéo de
NO, utilizando, para isto, o método de Griess (Fig. 6).

Nossos resultados demonstram que macréfagos tratados com 10 pg/ml de
C1, C4 ou CAR produzem a mesma quantidade de nitrito que os macrofagos nao
tratados, ou seja, as células tratadas nao tiveram o padrdao de producdo de NO
alterado quando comparadas aos controles nao tratados (Fig. 6). A producao de
oxido nitrico aumentou significativamente em macréfagos ativados com LPS, quando
comparados aos controles ndo ativados e nao tratados (CTRL). A adicdo de 10
pg/ml de C1, C4 ou CAR as células ativadas foi incapaz de potencializar o efeito do
LPS, ndo havendo diferenca estatistica significante na produgao de nitrito entre as
células que foram somente ativadas por LPS e as células que foram ativadas com
LPS e tratadas com C1, C4 ou CAR (Fig. 6).
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FIG. 7: Produgdo de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos peritoneais ativados ou ndo
com LPS que foram tratados ou ndo com 10 pg/ml de C1, C4 e o cariofileno (CAR). Apés
48 h de cultivo o sobrenadante foi recolhido e a produgdo de nitrito mensurada pelo
método de Griess. Controle (CTRL) sdo macréfagos ndo ativados e ndo tratados;
macrofagos ativados com LPS (LPS); macréfagos ativados com LPS e tratados com C1
(LPS+C1), C4 (LPS+C4) e CAR (LPS+CAR). Os resultados representam a média + erro
padrdo da média (SEM) de trés experimentos independentes feitos em triplicatas.
*p=0.0075.

4.1.4 Citotoxicidade para a célula hospedeira (ensaio com azul de Trypan):

Para avaliar a citotoxicidade dos 6leos comerciais C1 e C4 e do Cariofileno
(CAR) para as células hospedeiras, realizamos o teste de exclusdo de Azul de
Trypan, o qual verifica se esses compostos sdo capazes de causar danos a
membrana da célula hospedeira.

Nossos resultados mostram que na concentragdo de 50 pg/mli
aproximadamente 100% das células continuam viaveis apos o tratamento com C1,
C4 ou com o CAR, quando comparadas aos controles ndo tratados (Fig. 7). No
entanto, a concentragcdo de 75 ug/ml de C1, C4 ou de CAR ja foi capaz de causar
uma redugdo significativa no numero de células viaveis. Além disso, podemos
observar que entre as trés substancias avaliadas, o 6leo C1 foi o que mais reduziu a
viabilidade das células quando estas foram tratadas com a concentracido de 75
pjg/ml. C1 foi capaz de reduzir a viabilidade dos macréfagos em 67% quando
utilizamos 75 ug/ml e de causar uma redugao de 92,6% quando utilizamos uma
concentracdo de 100 ug/ml. Ao tratarmos os macrofagos com C4, houve uma

reducdo no numero de células viaveis em 18,6% com 75 ug/ml e em 74,8 % ao
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tratarmos os macréfagos com uma concentracao de 100 ug/ml. Células tratadas com
CAR apresentaram uma reducado de 27,6% e de 90,7% na sua viabilidade das
células quando utilizamos as concentragdes de 75 pg/ml e 100 uyg/ml da substéancia,
respectivamente.

DMSO 0,5%, substancia utilizada como diluente para os éleos comerciais e
para o cariofileno, ndo foi capaz de causar dano a membrana dos macrofagos,
indicando que o dano causado a célula é devido a acao das substancias testadas e

nao pela acao deste diluente.
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FIG. 8: Citotoxicidade dos dleos C1, C4 e cariofileno (CAR) em macréfagos. Macréfagos
peritoneais foram incubados durante 24 horas a 37°C, 5% CO, nas concentragdes
indicadas e a viabilidade foi medida através do teste de exclusdo do corante azul de
Trypan. A atividade citotéxica de DMSO 0,5% também foi avaliada. Dados representam
a média + erro padrdo da média (SEM) de trés experimentos realizados em duplicatas.
*p<0.05 para C1, C4 e cariofileno nas diferentes concentragdes vs controle.

4.1.5 Citotoxicidade para a célula hospedeira (método de XTT):

A citotoxicidade dos 6leos comerciais C1 e C4 também foi avaliada através do
método de XTT, que mede a viabilidade das células pela atividade de
desidrogenases mitocondriais.

Nossos resultados demonstram que C1, C4 e CAR nas concentragdes de 0,1,
1 e 10 uyg/ml ndo afetam a viabilidade das células (Fig. 8). Contudo, ao tratarmos as
células com 50 ug/ml de C1 (Fig. 8A) ou de CAR (Fig. 8C) ja foi possivel observar
uma redugao significativa no numero de células viaveis, que foi de 36,5% para C1 e

de 42,3% para CAR. C4 somente foi capaz de causar uma redugao significativa na
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viabilidade das células hospedeiras em 12,8% quando tratamos os macréfagos com
C4 na concentragao de 75 ug/ml (Fig. 8B). Novamente, entre as trés substancias
avaliadas, C4 foi a que demonstrou menor toxicidade para as células hospedeiras. A
concentragéo toxica para 50% dos macrofagos (CCsg) foi de 85 ug/ml para C1, de
92,4 ug/ml para C4 e de 63,6 pg/ml para CAR.

A toxicidade para os macréfagos e a atividade contra os protozoarios foi
comparada pelo uso do indice de seletividade (IS). O resultado do IS para as formas
amastigotas mostrou que o CAR ¢é 48,9 vezes menos téxico para o macréfago do
que para o parasita intracelular. Os 6leos comerciais C1 e C4 apresentaram IS de
29,3 e 40,1, respectivamente, também apresentando maior seletividade contra os

amastigotas do que contra as células dos mamiferos (tabela 3).
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FIG. 9: Citotoxicidade dos dleos Cl, C4 e de Cariofileno (CAR) em macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c. A viabilidade foi medida utilizando o método de
XTT. Culturas foram incubadas com as doses indicadas dos éleos C1 (A), C2 (B) e de CAR
(€) por 24 horas a 37°C com 5% de CO,. Azida a 1% foi utilizada como controle positivo.
A citotoxicidade do diluente DMSO 0,5% também foi avaliada. Dados representam a
média + erro padrdo da média (SEM) de 5 experimentos para C1, 6 para C2 e 3 para CAR
realizados em triplicatas. Em A e B * p<0,0001, e em C * p= 0.0002.

Tabela 3: Obtencao do indice de seletividade (IS) através da proporc¢éo entre CCsp e
(0] |C50:

Compostos CCso (ug/ml) ICs0 (ug/ml) IS
C1 85,0 2,9 29,3
C4 92,4 2,3 40,1
CAR 63,6 1,3 48,9

CCsp: concentragao citotoxica para 50% dos macrofagos
ICs0: concentragao capaz de inibir 50% dos amastigotas
IS: indice de seletividade

4.2  FracOes do 6leo comercial de Copaiba C4:

Como oleo comercial de copaiba C4 foi o que apresentou maior atividade
anti-amastigota e menor toxicidade para os macrofagos, decidimos avaliar a
atividade das fragdes volatil (rica em sesquiterpenos) e nao volatil (rica em
diterpenos) do 6leo comercial C4 sobre as formas promastigota e amastigota do

parasita, bem como avaliar seu efeito sobre a célula hospedeira.
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4.2.1 Atividade anti-promastigota das fragdes do 6leo comercial C4:

Nossos resultados demonstraram que tanto a fragao volatil (FV) quanto a
fracdo nao volatili (FNV) na concentracdo de 50 pg/ml n&o interferiram no
crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis (Fig. 9), ndo havendo
diferencga estatistica significante quando comparados com os parasitas n&o tratados
(controle), resultado semelhante ao observando com o 6éleo comercial C4 nao
fracionado (Fig. 4).
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FIG. 10: Efeito das fragdes voldtil (rica em sesquiterpenos) e ndo voldtil (rica em
diterpenos) no crescimento de promastigota de L. amazonensis. Promastigotas
(1x10%/ml) foram cultivados na presenga ou na auséncia de 50 wg/ml de cada fragdo, e do
DMSO 05 % A atividade anti-promastigota foi determinada através da contagem dos
parasitas vidveis durante 5 dias consecutivos em cdmara de Neubauer. Resultados
representam a média + SEM de 2 experimentos, realizados em duplicata.

4.2.2 Atividade anti-amastigota das frac6es do 6leo comercial C4:

Uma importante atividade dose-dependente contra formas amastigotas foi
observada quando macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram
infectados com L. amazonensis e tratados com diferentes concentragbes de fragao
volatil ou com CAR. A fragao volatil nas concentra¢des de 0,1, 1 e 10 pg/ml foi capaz
de promover uma inibicdo da sobrevivéncia dos parasitas intracelulares de 22,7,
32,2% e 50,3%, respectivamente, e o cariofileno, nas mesmas concentragdes, foi
capaz de inibir a sobrevivéncia em 0%, 52,4%, 64,5. Nao houve diferenca
significativa na inibicdo da sobrevivéncia das formas amastigotas quando os

macrofagos infectados foram tratados com 0,1 ou 1,0 pg/ml da fragdo ndo volatil,
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provocando, respectivamente, uma morte de 18,1 % e 20,3 % dos protozoarios. Ja a
concentragao de 10 yg/ml foi capaz matar 48,2% dos parasitas (Fig. 10).

Nesse experimento, a AmB na concentragdo de 1 pg/ml demonstrou ser mais
ativa contra o parasita intracelular que os compostos usados, sendo capaz de
causar a morte de 83,77% dos amastigotas presentes (Fig. 10).

A atividade anti-amastigota de DMSO 0,5%, substancia utilizada como
diluente dos 6leos C1 e C4, do CAR e da Anfotericina B, também foi avaliada.
DMSO 0,5 % nado possui atividade anti-amastigota estatisticamente significante,
indicando que a morte do parasita € devido a acido das substancias testadas e nao

pela acao deste diluente (Fig.10).
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FIG. 11: Efeito inibitério das fracdes voldtil e ndo voldtil e do CAR ha sobrevivéncia de
amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados com promastigotas por 24 horas foram tratados com as concentragdes
indicadas das fragées voldtil (FV), ndo voldtil (FNV) ou da substdncia pura CAR ou com 1
pg/ml de Anfotericina B (AmB) durante 24 horas. A atividade anti-amastigota do DMSO
0,5% também foi avaliada. Dados representam a média + erro padrdo da média (SEM) de
dois experimentos realizados em duplicatas.

4.2.3 Citotoxicidade das fragdes do 6leo C4 para a célula hospedeira:

Observamos através do método de exclusdo de azul de Trypan, que a
concentracao de 50 ug/ml das fragdes volatil e ndo-volatil ndo foram téxicas para os
macrofagos (Fig. 11). No entanto, na concentragdo de 75 pg/ml, foi possivel

observar uma redugao da viabilidade dos macrofagos, que foi mais acentuada para
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a fracao volatil do que para a fracdo nao-volatil. O tratamento da célula hospedeira
com 75 ug/ml da fragao volatil e da fracao nao-volatil reduziu a viabilidade celular em
83,5% e 19,7%, respectivamente (Fig. 11).

A citotoxicidade dos compostos também foi avaliada usando o método do
XTT, onde a concentragao de 50 ug/ml tanto da fragcao volatil quanto da fragdo nao-
volatil foi capaz de reduzir a viabilidade das células (Fig. 12). Em concordancia com
os resultados com o azul de Trypan, a fragdo nao-volatil foi menos toxica para os
macrofagos do que a fragao volatil, apresentando uma CCs 77,5 ug/ml e 65,5 ug/ml,
respectivamente (Fig.12).

Ao compararmos a capacidade citotoxica das fragdes volatil e ndo-volatil de
C4 com o oleo comercial de Copaiba C4, de onde as fracdes foram obtidas,
observamos que C4 é menos toxico para a célula hospedeira do que as suas
fragcdes isoladas (Fig. 8B e Fig.12). Porém, comparando as fragdes com o composto
isolado comercialmente disponivel CAR, a citotoxicidade desses compostos é
semelhante (Fig. 8C e Fig. 12).
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FIG. 12: Citotoxicidade das fragdes do dleo C4 em macréfagos peritoneais. Macréfagos
foram incubados durante 24 horas a 37 °C, 5% CO, nas concentragdes indicadas de
fragdo volatil (FV), fragdo ndo-volatil (FNV) e do diluente DMSO 0,5%. A viabilidade foi
medida através do teste de exclusdo do corante azul de Trypan. Os resultados
representam a média + erro padrdo da média (SEM) de trés experimentos realizados em
duplicatas. * p<0.0001.
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FIG.13: Citotoxicidade das fragdes voldtil e ndo voldtil do éleo C4 em macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c. A viabilidade foi medida utilizando o método de
XTT. Culturas foram incubadas com as concentragdes indicadas da fragdo volatil (FV),
da fragdo ndo voldtil (FNV. Azida a 1% foi utilizada como controle positivo. A
citotoxicidade do diluente DMSO 0,5% também foi avaliada. Os resultados representam
a média + erro padrdo da média (SEM) de cinco experimentos realizados em triplicatas.
* p=0.04 e ** p=0.0017.

4.2.4 Producédo de 6xido nitrico:

Em nosso estudo, também avaliamos se a fracao volatil e a fragao nao volatil
do 6leo comercial C4 seriam capazes de modular a produgao de 6xido nitrico pelos
macrofagos através do método de Greiss. Nossos resultados demonstraram que as
células tratadas com 10 ug/ml da fragédo volatil e/ou 10 pg/ml da fragdo nao volatil
produziram a mesma quantidade de nitrito que as células nao tratadas. Novamente
observamos que o C4 e o Cariofileno também nao foram capazes de estimular a
producao de NO, quando comparados ao controles nao tratados (Fig.6 e Fig.13).

A produgédo de o6xido nitrico aumentou significativamente em macrofagos
ativados com IFN-y, quando comparados aos controles ndo ativados e nao tratados
(CTRL). Ao adicionarmos 10 ug/ml da fragao volatil e/ou da fragdo nao volatil as
células ativadas observamos uma reducdo na producao de oxido nitrico (Fig. 13).
Células ativadas com IFN-y e tratadas com C4 ou com Cariofileno também
apresentaram uma reducgao na produgao de NO (Fig. 13).

Para avaliar se os compostos testados estariam realmente atuando na via de
sintese de 6xido nitrico, impedindo sua produgao, ou se a redugao de sua produgao

era resultante do sequestro de NO pelas substancias testadas, nos utilizamos um
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meio livre de célula onde o SNAP é um doador de NO e a rutina € uma substancia
capaz de sequestrar 6xido nitrico liberado no meio em que o SNAP foi adicionado.
Ao adicionarmos SNAP ao meio na presencga de 10 pg/ml da fragéo volatil, da fragéo
nao volatil ou de C4, podemos observar que ndo houve um sequestro do oxido
nitrico liberado pelo SNAP, pois a quantidade de nitrito presente no meio é

semelhante a observada no meio onde s6 houve a adicao de SNAP (Fig. 14).
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FIG. 14: Produgio de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos peritoneais ativados ou ndo
com IFN-y que foram tratados ou ndo com 10 pg/ml de fragdes voldtil (FV), ndo-volatil
(FNV), mistura (FV+FNV), o dleo C4 e o cariofileno (CAR). Apés 48 h de cultivo o
sobrenadante foi recolhido e a produgdo de nitrito mensurada pelo método de Griess.
Controle (CTRL) sdo macrofagos ndo ativados e ndo tratados; macréfagos ativados com
IFN-y; macréfagos tratados com FV, FNV, M, C4 e CAR; macréfagos ativados com IFN-y
e tratados com FV (IFN-y+FV), FNV (IFN-y+ FNV), Mistura (IFN-y+M), C4 (IFN-y +C4)
e CAR (IFN-y +CAR). Os resultados representam a média + erro padrdo da média (SEM)
de trés experimentos independentes feitos em triplicatas.
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FIG. 15: Sequestro de dxido nitrico pelas fragdes voldtil (FV), ndo-voldtil (FNV) e o éleo
C4. Os compostos, na concentragdo de 10 pg/ml, foram incubados com 1 mM de SNAP.
Apods 6h de incubagdo o sobrenadante foi recolhido e a produgdo de nitrito mensurada
pelo método de Griess. Controle (CTRL) é somente o meio, SNAP é o controle negativo e
rutina € o controle positivo. Os resultados representam a média + erro padrdo da média
(SEM) de trés experimentos independentes.

5. Discussao

Os farmacos utilizados para o tratamento das leishmanioses apresentam
diversos problemas que limitam seu uso, tais como: alto custo, severos efeitos
colaterais, dificil administragdo, surgimento de cepas resistentes (Berman, 2003;
Santos et al.,, 2008). Estes problemas vém incentivando pesquisas para o
desenvolvimento de novos agentes com atividade leishmanicida, que sejam mais
eficientes, menos toxicos e de mais facil administracdo (Faghihi & Kia, 2003,
Demicheli et al., 2004).

Durante muito tempo a medicina popular utilizou plantas e seus extratos para
o tratamento de diversas patologias e, mais recentemente, a avaliagao cientifica de
plantas medicinais tem introduzido na medicina moderna agentes terapéuticos
eficazes para o tratamento de doencas infecciosas, parasitarias, tumorais e
imunossupressoras (Chan-Bacab & Pena-Rodrigez, 2001). Plantas e seus derivados
tém sido fontes em potencial de novos agentes com atividade leishmanicida (lwu et
al., 1994).
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Atualmente a WHO/TDR, o G8 (grupo dos 7 paises mais ricos do mundo e a
Russia), o programa Iniciativa de Medicamentos para doencas negligenciadas
(Drugs for Neglected Diseases Iniciative - DNDi) e varias fundacgdes filantropicas tém
estimulado a descoberta de farmacos para doencas de paises em desenvolvimento,
incluindo pesquisas de farmacos e fitoterapicos baseados em produtos naturais
contra infecgcbes parasitarias (Nwaka & Hudson, 2006). Em 2006 foi aprovada a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que tem como
umas de suas diretrizes fomentar linhas de pesquisas em plantas medicinais e
fitoterapicos. O panorama atual suporta e influencia o estudo de 6leos essenciais
para o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou compostos para terapia de
leishmanioses.

Recentemente a atividade anti-Leishmania de 6leos essenciais de plantas ou
substancias isoladas destes 6leos foi demonstrada (Rosa et al., 2003; Monzote et
al., 2006; Ueda-Nakamura et al., 2006; Monzote et al.,, 2007a, b). Estes estudos
apontam os O6leos essenciais como uma fonte alternativa para obtencdo de
substancias ou fitoterapicos para terapia de leishmaniose, o0 que nos estimulou a
estudar a atividade leishmanicida de 6leos comerciais obtidos de Copaifera.

Os sesquiterpenos sdo os componentes mais comuns dos 6leos de copaiba,
sendo quase sempre os mesmos nas diferentes espécies de copaiba, mudando
apenas a composi¢ao quantitativa, mas mantendo a sua composi¢ao qualitativa
(Lima et al., 2003). Alguns estudos demonstraram que o B-Cariofileno € o principal
sesquiterpeno presente nos 6leos de copaiba (Cason & Gilbert, 2000; Lima et al.,
2003; Veiga Junior et al., 2007; Santos et al., 2008 c) e que este sesquiterpeno é o
principal componente com atividade, tais como anestésica local, antiinflamatdrio,
antimicrobiano e agente anti-oxidante. (Ghelardini et al., 2001, Veiga Junior et al.,
2007). Ja a composicao da fragao diterpénica, por outro lado, difere um pouco entre
as especies de copaiba (Cason & Gilbert, 2000; Lima et al., 2003).

Recentemente, Santos e colaboradores (2008 c) avaliaram a atividade
leishmanicida do 6leo obtido de diferentes espécies de Copaiba, e Copaifera
reticulata foi a que apresentou melhor atividade contra promastigotas e amastigotas
de L. amazonensis e menor toxicidade para as células hospedeiras. Este trabalho,
bem como diversos outros que avaliam a atividade de o6leos obtidos de outras

espécies de plantas, optou por um controle botanico, associando a atividade
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farmacolégica de um 6leo a uma determinada espécie. Porém, a producao de dleo-
resina por copaiba é muito variavel. Caracteristicas fisicas do solo, didmetro da
arvore, época do ano, bem como outros fatores podem interferir nas caracteristicas
do dleo produzido (Rigamonte-Azevedo, Wadt & Wadt, 2004). Tais variaveis podem
dificultar a reprodutibilidade dos resultados obtidos. Além disso, os 6leos de copaiba
disponiveis no mercado sao extraidos de varias arvores sem o controle botanico de
quais espécies estdo sendo usadas na extragao.

Em nosso trabalho, optamos por padronizar o perfil quimico do éleo comercial
de copaiba, uma vez que as amostras obtidas no mercado e utilizadas pela
populacdo sd&o oriundas de varias espécies presentes na area, extraidas sem a
prévia identificacdo da espécie. A padronizacado do perfil quimico do 6leo comercial
de copaiba permitira a identificacdo e a correlagdo entre os compostos majoritarios
presentes no oleo e a atividade leishmanicida, bem como a baixa toxicidade para as
células hospedeiras. Assim, acreditamos contribuir tanto para a identificacdo de
fitoterapicos com atividade leishmanicida, bem como identificar compostos
responsaveis por esta atividade nos 6leos, permitindo sua purificacdo e uso como
farmaco.

Neste trabalho, avaliamos a atividade leishmanicida de quatro 6leos comerciais
de copaiba que foram denominamos de C1, C2, C3 e C4 e de um componente
isolado, o [-cariofileno. Entre os 6leos testados, C1 e C4 foram os que
apresentaram uma promissora atividade anti-amastigota dose-dependente, com um
ICs0 de 2,9 pg/ml e 2,3 ug/ml, respectivamente. Essa atividade anti-amastigota
parece estar relacionada com o percentual de sesquiterpenos presentes nesses
Oleos, uma vez que C1 e C4 possuem um maior percentual destas substancias (81,6
e 80,1, respectivamente) que os O6leos comerciais C2 e C3 (28,6% e 40,2%,
respectivamente). Os 6leos comerciais C2 e C3, que possuem um maior percentual
de diterpenos em sua composicao (59,4% e 50,2%, respectivamente), apresentaram
uma maior atividade anti-promastigota.

B-cariofileno comercial também apresentou um importante efeito anti-
amastigota, dose-dependente, com um ICsp de 1,3 pg/ml. E importante observar que
0s Oleos comerciais que obtiveram melhor atividade anti-amastigota, C1 e C4,
também foram aqueles que apresentaram maior quantidade de trans-B-cariofileno

em sua composigao (57,5% e 29,7%), sugerindo que a quantidade deste composto
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pode influenciar na maior ou menor atividade leishmanicida do 6leo de copaiba. Vale
ressaltar que o composto isolado apresentou maior atividade contra os parasitas
intracelulares que os 6leos comerciais C1 e C4.

Diferentemente do que pode ser observado em outros 6leos estudados, os
quais apresentaram tanto uma atividade anti-promastigota quanto uma atividade
anti-amastigota (Rosa et al., 2003, Ueda-Nakamura et al., 2006, Monzote et al.,
2006), C1 e C4 apresentam uma melhor atividade anti-amastigota, sugerindo um
efeito estagio-especifico dos éleos comerciais nas formas intracelulares, que sé&o as
responsaveis pela manutencado da infecgao nos hospedeiros vertebrados. A mesma
atividade estagio-especifica pode ser observada no glucantime, que s6 é ativo em
amastigotas.

A atividade anti-amastigota de C1, C4 e CAR nos levou a estudar se esses
Oleos poderiam estar potencializando os mecanismos microbicidas dos macréfagos,
sem possuir um efeito direto sobre o parasito. Avaliamos a capacidade dos 6leos
comerciais C1 e C4 e do composto isolado em estimular a producédo de 6xido nitrico
pelos macrofagos, uma importante substancia capaz de promover a destruicdo dos
parasitos intracelulares (Sacks & Anderson, 2004). Nossos resultados demonstraram
que diferentemente dos 6leos de Croton cajucara e Ocimum gratissimum (Rosa et
al., 2003; Ueda-Nakamura et al.,, 2006), a morte dos amastigotas intracelulares
induzida por C1, C4 e CAR nao se deve a um aumento da producdo de NO, uma
vez que foram incapazes de alterar a produgao de NO pelos macréfagos, bem como
de potencializar a producao de 6xido nitrico em macréfagos ativados por LPS. A néo
modulagdo da atividade microbicida dos macréfagos sugere que o efeito direto de
C1, C4 e CAR deve ser estudado, uma vez que ja foi demonstrado que oleos
essenciais sdo capazes de causar lesbes na mitocondria nucleo e flagelo de
promastigotas de Leishmania sp., bem como alterar sua divisdo celular (Rosa et al.,
2003; Ueda-Nakamura et al., 2006; Santin et al., 2009).

O dleo comercial C4, além de possuir uma maior atividade anti-amastigota que
o C1, também apresentou uma menor citotoxicidade para as células hospedeiras,
com um CCsp de 92,4 pg/ml para C4 e 85 ug/ml para C1. O composto isolado (CAR)
foi o que apresentou maior citotoxicidade, com um CCs de 63,9 yg/ml. Contudo, o
composto isolado (CAR) foi o que apresentou maior indice de seletividade (IS),

sendo 48,9 vezes menos téxico para as células hospedeiras do que para o parasita,
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enquanto que os 6leos comerciais C1 e C4 apresentaram um indice de seletividade
de 29,3 e 40,1, respectivamente.

Apesar da maior quantidade de trans-B-cariofileno, o 6leo comercial C1
apresentou menor atividade anti-amastigota e maior toxicidade para os macrofagos
que o oOleo comercial C4. Os Oleos sdo misturas de substancias e, portanto,
diferengas qualitativas e/ou quantitativas das substancias encontradas nesses 6leos
podem justificar a maior toxicidade do 6leo comercial C1 ou a possibilidade de um
efeito sinérgico ou aditivo entre o cariofileno e outras substancias encontradas no
6leo comercial C4, mas esta suposi¢ao precisa ser melhor explorada.

Pelo fato do 6leo comercial C4 apresentar maior atividade leishmanicida e
menor toxicidade para os macrofagos, decidimos continuar nossos estudos
utilizando a amostra C4, obtendo, a partir desta, duas fragdes: a fragao volatil (FV) é
a fracdo que contém os sesquiterpenos e a fragao nao volatil (FNV), a qual contém
os acidos diterpénicos.

As fragbes volatii e ndo volatil apresentaram menor atividade contra os
amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis que o 6leo comercial C4. Em
estudo realizado por Lima e colaboradores (2003) também observou que o
fracionamento do 6leo de copaiba resultou em fragdes sesquiterpénica e diterpénica
com menor atividade que o 6leo de copaiba bruto, sugerindo que a mistura de
sesquiterpenos e diterpenos possam apresentar um efeito sinérgico (Lima et al.,
2003, Veiga Junior et al., 2007).

As fragdes volatil e ndo volatil também demonstraram ser mais toxicas para os
macréfagos que o 6leo comercial C4, de onde foram obtidas, apresentando uma
CCsp de 65,6 pg/ml, 77,5 pg/ml, respectivamente contra 92,4 ug/ml do 6leo C4.
Porém, a citotoxicidade das fragcdes foi semelhante a encontrada para o composto
isolado cariofileno (63,6 ug/ml). As fragcbes, bem como o 6leo comercial C4 e o
composto isolado cariofileno, somente passaram a interferir na integridade de
membrana das células hospedeiras quando estas foram tratadas com uma
concentracao de 75 ug/ml.

Assim como o 6leo comercial C4 e o composto isolado cariofileno, as fragdes
volatil e ndo volatil de C4 nao foram capazes de estimular a producdo de 6xido
nitrico pelos macréfagos tratado, sendo capaz de diminuir a produgéo de NO pelos

macrofagos que foram estimulados por IFN-y. Veiga Junior e colaboradores (2007),
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em um estudo comparativo utilizando trés espécies diferentes de copaiba —
Copaifera cearensis Huber ex Ducker, Copaifera reticulata Ducke e Copaifera
multijuga Hyane — também demonstraram que os trés 6leos de copaiba testados
apresentam um significante efeito inibitério na produgdo de NO pelos macréfagos.
Este resultado sugere que a morte do parasita nao se deve ao aumento da produgao
de substancias microbicidas pelos macrofagos tratados, mas aponta para um
possivel efeito direto dessas substancias nos amastigotas intracelulares.

Entretanto mais estudos devem ser realizados para explorar o mecanismo de
acao do oleo C4 e do cariofileno responsaveis pela morte do parasita.

Em resumo, nossos estudos apontam o 6leo C4 com perfil quimico potencial
para posterior desenvolvimento de fitomedicamento para leishmaniose, bem como o
sesquiterpeno cariofileno, usado para a padronizagao dos 6leos, possui potencial

para o desenvolvimento de um composto leishmanicida.

6. CONCLUSOES:

e Os o6leos comerciais C2 e C3, os quais possuem maior percentagem
de diterpenos, demonstraram uma melhor atividade contra as formas
promastigotas, enquanto que os 6leos comerciais C1 e C4, os quais
possuem maior percentagem de sesquiterpenos, em particular do
composto trans-B-cariofileno, apresentaram um efeito anti—-Leishmania
amazonensis dose dependente e especifico para amastigotas.

o Entre os 6leos comerciais estudados, o C4 foi aquele que apresentou
maior atividade contra as formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis € menor toxicidade para os macroéfagos.

e As fragdes volatil e ndo volatil obtidas de C4 apresentaram menor
atividade leishmanicida e maior citotoxicidade, sugerindo que a mistura
de sesquiterpenos e diterpenos pode possuir um efeito sinérgico ou
aditivo na morte do parasito, bem como diminuir a toxicidade para os
macrofagos.

e O efeito anti-Leishmania amazonensis dos 6leos comerciais C1 e C4,
bem como as fragbes de C4 e o cariofileno € independente da
producao de NO, sugerindo que a morte dos amastigotas intracelulares
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€ devido a uma acgéao direta dessas substancias sobre os amastigotas
intracelulares.

e O oleo comercial C4 apresenta perfil quimico com potencial para o
desenvolvimento de um fitomedicamento para terapia anti-leishmania,
uma vez que foi capaz de resultar em um importante efeito anti-
Leishmania amazonensis apresentando, ao mesmo tempo, uma menor
toxicidade para as células hospedeiras.

e O B-Cariofileno isolado apresentou excelente atividade anti-amastigota
dose-dependente, sendo mais toxico para os parasitas intracelulares
que para as células dos mamiferos, sendo um composto em potencial
para desenvolvimento e producdo de um farmaco com atividade

leishmanicida.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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