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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil é
causada por uma variedade de espécies de Leishmania
e uma grande diversidade destes parasitas pode ser
encontrada na Regiio Amazonica. Revisoes recentes na
quimioterapia de leishmaniose enfatizam as deficiéncias
dos agentes terapéuticos atualmente disponiveis e
mostram a necessidade urgente de novos candidatos.
Uma alternativa para substituir esses medicamentos
sao extratos naturais de Eugenia uniflora e Momordica
charantia. Foram preparados extratos etandlicos das
folhas de E. uniflora e M. charantia. Para os testes
in vitro de Leishmania brasiliensis foram utilizadas
formas promastigotas. O ensaio de citotoxicidade
foi realizado com linhagens de fibroblastos. Nossos
resultados indicam que E. uniflora foi eficaz contra a
cepa de parasita testada, representando uma fonte
alternativa de produtos naturais com atividade contra
L. brasiliensis.
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INTRODUCAO

Leishmaniose tegumentar Americana no Brasil ¢
causada por uma variedade dermotropica de Leishmania e
uma grande diversidade destes parasitas pode ser encontrada
na Regido Amazdnica (Rangel & Lainson, 2009).
Recentemente, revisdes na quimioterapia de leishmaniose
enfatizam as deficiéncias dos agentes terapéuticos
atualmente disponiveis e mostram a necessidade urgente de
novos candidatos (Croft et al., 2005; 2006).

A transmissao dos agentes causais envolve diferentes
espécies de flebotomineos (Diptera: Psychodimalian:
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Phlebotominae) em estreita relagdo com hospedeiros
mamiferos dos parasitas, com a consequente formagio de
um numero de ciclos de transmissdo diferentes em todo
pais (Rangel & Lainson, 2009). A Leishmaniose apresenta
diversas e complexas manifestagdes clinicas (Desjeux,
2004).

A avaliagdo da toxicidade de substincias bioativas
¢ um dos primeiros passos para a utilizacdo destas
substincias em modelos animais. Atualmente, os farmacos
utilizados para parasitas como L. braziliensis mostra uma
alta toxicidade porque metabdlitos produzidos afetam
tecidos do hospedeiro devido a sua alta reatividade (Dias
& Dessoy, 2009).

Eugenia uniflora (Myrtaceae) ¢ muito utilizada
como alimento e na medicina tradicional, devido as suas
propriedades biologicas (Holetz et al., 2002; Sharma et al.,
2006). Conhecida no Brasil como pitanga, tem sido bem
estudada devido ao seu potencial como um antioxidante
(Velazquez et al., 2003), hipotensivo (Consolini &
Sarubbio, 2002), fotossensibilizador e potencializador
de antibiotico (Coutinho et al., 2010a; 2010b). Varios
constituintes de E. wuniflora foram isolados, como os
flavondides miricitrina, quercetina e quercetina-3-O-
ramnosideo, além de esterdides, monoterpenos, triterpenos,
taninos, antraquinonas, fenois, cineol e odleos essenciais
(Bandoni et al., 1972; Wazlawik et al., 1997).

Momordica charantia (Cucurbitaceae), ¢ uma
erva conhecida popularmente no Brasil como “meldo-de-
Sao-Caetano”. Esta planta ¢ comumente encontrada em
outras areas tropicais da Asia, América e Africa. Varios
flavondides com atividades farmacologicas e bioldgicas
tém sido identificados em M. charantia (Grover & Yadav,
2004; Coutinho et al., 2009a; 2010b). M. charantia, tem
sido muito estudada devido ao seu potencial como um
antioxidante (Coutinho et al., 2010b), antimicrobiano
(Roopashree et al., 2008; Faria et al., 2009), antidiabético,
antilipémico (Fernandes et al., 2007), imunomodulador
(Juvekar et al., 2009) e antiinflamatorio (Umukoro &
Ashorobi, 2006).

O Objetivo deste trabalho ¢ avaliar a atividade
leishmanicida e citotoxica dos extratos etandlicos das
folhas de Eugenia uniflora e Momordica charantia.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Folhas de E. uniflora e M. charantia foram coletadas
na estagdo chuvosa, em abril de 2008, na cidade do Crato,
estado do Ceara, Brasil. O material vegetal foi identificado
pela Dra. Arlene Pessoa, e as exsicatas foram depositadas
com os numeros 3106 e 703, respectivamente, no Herbario
“Dardano de Andrade Lima” da Universidade Regional do
Cariri — URCA.

Preparacio dos Extratos Etanolicos de Eugenia uniflora
(EEEU) e Momordica charantia (EEMC)

Duzentos gramas de folhas de cada espécie foram
secas em estufa a 104°C por 24h e pulverizadas em
temperatura ambiente. O material pulverizado em moinho
foi macerado utilizando 1L de etanol 95% em temperatura
ambiente durante 72h. O extrato obtido foi filtrado e
concentrado a pressdo reduzida em evaporador rotatorio a
60°C e 760mm/Hg (Brasileiro et al., 2006). O rendimento
dos extratos obtidos variou entre cinco a seis gramas de
cada extrato. Os extratos EEEU e EEMC foram diluidos
em DMSO para realizagdo dos testes.

Linhagens celulares utilizadas

Culturas de Leishmania braziliensis foram obtidas
do Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Asuncion, Paraguay — IICS e identificadas por andlise
isoenzimatica. A manuten¢ao das linhagens, forma de
cultivo e isolamento das formas promastigotas de L.
braziliensis seguiram os procedimentos descritos por
Roldos et al. (2008). Os ensaios de inibicdo das formas
promastigotas foram realizados utilizando a linhagem de
L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), cultivada a 22°C
em meio Schneider’s Drosophila, suplementado com SFB
20%.

Os ensaios de citotoxicidade utilizaram a linhagem
murina de fibroblastos NCTC929, obtida junto ao National
Collection of Type Cultures e cultivadaem Minimal Essential
Medium (Sigma). O meio de cultura foi suplementado com
SFB inativado por calor (10%), penicilina G (100 U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL). As culturas foram mantidas a
37°C em atmosfera umida com 5% de CO,. A viabilidade
destas linhagens foi avaliada através do uso da resazurina
como método colorimétrico (Rolén et al., 2006).

Teste de atividade antipromastigota

Culturas de formas promastigotas de L. braziliensis
foram cultivadas até uma concentragdo de 10° células/mL
e entdo 200 pL foram transferidas para o teste. Os extratos
foram dissolvidos em DMSO até as concentragdes de 100
e 500 pg/mL e transferidos para as microplacas. Cada
ensaio foi realizado em triplicata. A atividade dos extratos
foi avaliada apos 72h por contagem direta das células apos
diluicdes seriais e comparadas com uma droga controle
(metronidazol).

48

Teste de citotoxicidade

Fibroblastos NCTC929 foram plaqueados em
microplacas de 96 cavidades a uma concentragao final de 3
x 10* células/cavidade. As células foram cultivadas a 37°C
em atmosfera com 5% de CO, por 24h. Apos isso, 0 meio
de cultura foi removido e 200 pL dos extratos misturados
com o meio de cultura nas concentragoes do teste foram
adicionados, sendo realizado um novo cultivo por 24h.
Apds esta incubagdo, 20 uL de uma solucdo de Resazurina
2 mM foi adicionada em cada cavidade. As placas foram
incubadas por 3h e a redugdo da resazurina foi determinada
através de dupla absorvancia nos comprimentos de onda de
490 e 595 nm. O valor do controle (branco) foi subtraido.
Cada concentragdo foi testada em triplicata.

RESULTADOS

Os resultados sdao mostrados na tabela 1. Na
avaliacdo da atividade leishmanicida, os dois extratos foram
ativos na concentragdo de 500 pug/mL, ja na concentracdo
de 100 pg/mL M. charantia ndo apresentou atividade,
entretanto E. uniflora teve uma atividade inibitéria superior
a 50%. EEEU e EEMC apresentaram niveis elevados de
citotoxicidade nas concentragcdes testadas.

Tabela 1: Atividade leishmanicida e potencial citotoxico dos
extratos de Eugenia uniflora e Momordica charantia.

Extracts Concentragao (ug/mL) Citotoxicidade (%) lll\(teii\ggsndaiicida (%)
EEEU 500 77 75
100 76 65
EEMC 500 77 60
100 44 0
METRO 2 - 100

1 - 97,9

EEEU- Extrato Etanolico de Eugenia uniflora; EEMC- Extrato Etanolico de Momordica charantia;
METRO — Metronidazol.

DISCUSSAO

A estratégia de pesquisa por novos farmacos para
o tratamento de doengas parasitarias passa por ensaios in
vitro € in vivo que sdo executados em diferentes etapas. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um
candidato a farmaco deve ser submetido a ensaios in vitro
de citotoxicidade e atividade antiparasitaria. Realizada essa
primeira triagem, os resultados sdo analisados para definir
a possibilidade de ensaios in vivo (Dias & Dessoy, 2009).

O EEEU apresentou um relevante potencial
leishmanicida, pois inibiu 65% do crescimento da cepa
testada a uma concentracdo de 100 pg/mL. Este € o primeiro
relato de atividade de E. uniflora contra L. brasiliensis. E.
uniflora ja foi testada quanto ao seu potencial leishmanicida,
segundo Braga et al. (2007) o extrato metandlico de E.
uniflora, assim como o de Syzygium cumini (outra planta
da familia Myrtaceae) foram inativos contra formas
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi. Ambos
apresentaram uma IC, superior a 250 pg/mL.

Estudos realizados por Gupta et al. (2010)
demonstraram que os frutos de M. charantia representam
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uma nova alternativa no tratamento de Leishmaniose,
um componente purificado a partir destes frutos que foi
denominado momordicatina apresentou uma IC; de 0,02
mg/mL, dado muito importante ja que esta IC, foi melhor
que farmacos antileishmania.

Um importante critério na procura por compostos
ativos com atividade leishmanicida é a avaliacdo de sua
toxicidade em células do hospedeiro. A atividade citotoxica
de outras plantas foi avaliada em diferentes modelos de
células humanas, tais como: linfécitos humanos (Reyes-
Chilpa et al., 2008), células MRC-5 (Cabral et al., 2010) e
macrofagos peritoneais (Houghton et al., 2007).

Nossos resultados indicam que E. uniflora foi
consideravelmente eficaz contra as cepas de parasitos
testadas apresentando uma fonte alternativa de produtos
naturais com atividade contra L. brasiliensis. Em se tratando
da citotoxicidade novos testes devem ser realizados ja que
os niveis foram elevados, viabilizando futuros ensaios in
vivo.

ABSTRACT

Antileishmanial in vitro activity of Eugenia uniflora
and Momordica charantia

Cutaneous leishmaniasis is caused in Brazil by
several species of the genus Leishmania and a wide
variety of these protozoan parasites can be found
in Brazil, mainly in the Amazon region. Recent
reviews on the chemotherapy of leishmaniasis show
the low effectiveness of the usual therapeutic agents,
demonstrating the need for new drugs. An interesting
possible alternative to the conventional drugs is
offered by natural products extracted from Eugenia
uniflora and Momordica charantia. Ethanol extracts
were prepared from the leaves of Eugenia uniflora
and Momordica charantia and assayed in vitro against
Leishmania brasiliensis promastigotes and fibroblasts
to assess their antileishmanial and cytotoxic activities,
respectively. Our results indicate that E. uniflora was
active against the parasitic forms of L. brasiliensis.

Keywords: Eugenia uniflora. Momordica charantia.
Leishmania brasiliensis. Cytotoxic activity. Promastigotes.
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