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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana é uma infec¢io
causada por uma variedade de espécies de Leishmania, é
transmitidaaohomem porflebotomineos. Os antimoniais
pentavalentes sio utilizados na quimioterapia dessa
doenca; no entanto, esses firmacos provocam uma série
de efeitos colaterais, além de apresentar altos indices de
toxicidade. Na busca por novos agentes leishmanicidas,
avaliamos in vitro o extrato do latex de Croton lechleri
(Sangue de dragio) frente a formas promastigotas
de Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis.
O extrato foi obtido através da desidratacdo do latex
de C. lechleri e diluido em solu¢ao 10% de etanol em
salina tamponada com fosfato. As promastigotas
de Leishmania foram cultivadas juntamente com
o extrato nas concentracoes de 6,25; 12,5 e 25png/
mL por 72 horas. O extrato apresentou eficicia em
todas as concentracées testadas apresentando um
IC,, (concentragio inibitéria) de 5,04pg/mL para L.
amazonensis e IC, de 9,05pg/mL para L. guyanensis.
Foi realizada a avaliagao citotoxica em células J774 nas
mesmas concentracoes usadas no ensaio leishmanicida,
porém a concentracio de 25pg/mL apresentou indice
de toxicidade de aproximadamente 50% para a
célula hospedeira. Os testes realizados mostraram-se
promissores, pois o extrato testado também foi capaz de
inibir o crescimento de promastigotas de L. amazonensis
apos ensaio de infec¢do com células J774.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
¢ considerada um grande problema de saude publica
encontrando-se entre as doencas endémicas de maior
prevaléncia mundial atingindo mais de 88 paises, tendo
em média 12 milhdes de casos anuais e 350 milhdes de
pessoas vivendo em areas de risco (Desjeux, 2004; Alvar
et al., 2012). A leishmaniose ¢ uma infecgdo causada por
parasitas do género Leishmania que sdo transmitidos por
hematofagos pertencentes ao género Phlebotomus (Velho
Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (Lainson & Shaw,
1992; Gontijo, 2003; Rangel & Lainson, 2009).

O tratamento baseia-se no uso de antimoniais
pentavalentes (Sb+5) como o Glucantime que ¢ o
medicamento de primeira escolha no tratamento e indicado
em todas as formas clinicas da LTA, por outro lado ha
outros farmacos disponiveis como a Anfotericina B e
Pentamidina. O tratamento ainda é considerado limitado
devido ao seu alto custo, administragdo parenteral e
necessidade de internagdo do paciente, longo periodo de
tratamento, além da alta toxicidade do medicamento.
Apesar de apresentar grande prevaléncia mundial, poucos
avancos foram obtidos no tratamento das leishmanioses.
Por esse motivo a Organizagdo Mundial de Satde tem
estimulado as pesquisas com novos agentes leishmanicida
(Croft et al., 2006; Lopez, 2010).

Neste sentido, varias substancias quimicas e extratos
de plantas sao objeto de diversos estudos com a finalidade
de encontrar novos agentes leishmanicidas com menor
efeito cardio-hepato-nefrotoxico e 6tima biodisponibilidade
(Bezerra et al., 2004; Tempone et al., 2005; Almeida et al.,
2011; Santos et al., 2013).

O Croton lechleri pertence a familia Euphorbiaceae
e sua distribuicio geografica abrange as Américas, Africa
continental, Madagascar ¢ Antilhas; no Brasil ¢ encontrada
em varios estados, sendo que a disseminagdo da espécie
ocorre nos estados do Acre e Rondonia, principalmente
ao longo das margens do rio Madeira (Govaerts & Smith,
2000; Azevedo et al., 2008).
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Essaespécie éusada como plantamedicinal por povos
indigenas na Amazonia, e também tem sido alvo de estudos
fitoterapicos por apresentar alcaldides ativos, os quais sdo
secretados pelo orgao folicular. A casca produz um latex
denso e por essa caracteristica ¢ conhecida popularmente
como sangue de dragdo, sangue de grado ou sangue de
drago (Cai et al., 1991). Do latex foram isolados compostos
quimicos como o alcaldide taspine, que apresenta atividade
cicatrizante, antibidtica, anti-inflamatdria e antitumoral, e
por apresentar essas propriedades ¢ usado empiricamente
para fins terap€uticos no tratamento de varias enfermidades
(Pollito & Tomazello, 2007; Campos, 2009; Rossi et al.,
2011; Lopes et al., 2013). Devido as suas propriedades
biologicas, ¢ alvo de estudos quanto ao seu potencial
antifungico (Franco et al., 2013), antibacteriano, antiviral
(Jones, 2003; Ortiz et al., 2003) e antiparasitario (Yapu et
al., 2008). Estudos buscando avaliar ac¢do leishmanicida
do latex de C. lechleri ainda sdo escassos (Satalaya et al.,
2009).

Visto que os farmacos disponiveis para o
tratamento da Leishmaniose Tegumentar apresentam
evidéncias de ineficacia terapéutica, casos de multipla
resisténcia ao medicamento, além da auséncia de vacinas
disponiveis a doenca; o objetivo desde trabalho foi
avaliar a atividade leishmanicida do extrato do latex do
C. lechleri frente a formas promastigotas L. amazonensis
e L. guyanensis.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

O latex de C. lechleri utilizado neste trabalho foi
cedido pelo Horto de Plantas Medicinais da Comunidade
Santa Marcelina, localizado na BR 364 km 19, saida para
Cuiaba, no municipio de Porto Velho—RO.

Preparacio do extrato do latex de Croton lechleri

Cinco a dez mL do latex bruto foram colocadas
em placas de Petri estéreis e armazenadas em temperatura
ambiente para processo de secagem e desidratagdo. Apos
a desidratagdo foi obtido um po, posteriormente foi feita
a pesagem do material e os residuos secos foram diluidos
em solugdo 10% de etanol P.A. (SIGMA) em solugdo
tamponada de fosfato (PBS pH 7,4) em concentragao final
de 1 mg/mL.

Manutencio do Parasita

As culturas das formas promastigotas de L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8) e L. guyanensis (MHOM/
BR/1975/M4147) foram mantidas a 24°C em meio RPMI
1640 (Gibco), suplementado com 10% soro fetal bovino
(SFB) previamente inativado (Sigma), 2 mM de L-glutamina
(Gibco), 20 nM HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina-N’-22,
acido etanosulfonico; Gibco) e 50 ug/mL de Gentamicina.
Antes de cada experimento foi observado a viabilidade e
motilidade flagelar dos parasitas em microscopio 6tico no
aumento de 400X.
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Atividade
promastigotas

Os parasitas foram mantidos em meio de cultura e
no periodo de crescimento exponencial de 5x105 células/
mL foram depositadas em tubos de 1,5mL, incubadas
a 24°C com o extrato de C. lechleri previamente obtido,
por 72h nas concentragdes de 6,25, 12,5 e 25ug/mL.
A atividade leishmanicida do extrato foi avaliada pela
inibicdo de crescimento das formas promastigotas, apos
72h de incubagdo pela contagem total de parasitas vivos.
A contagem foi realizada em camara de Neubauer com
auxilio de microscopio o6tico. Os resultados foram expressos
como concentragdo inibitoria de 50% crescimento (IC,).
Em paralelo foram realizados os controles negativo sem
tratamento, positivo com 5Spg/mL de Pentamidina (Sigma)
e de etanol (EtOH) a 0,04% v/v (volume de etanol utilizado
na maior concentragdo testada - 25ug/mL) para verificagdo
da eficacia do ensaio (Lima et al., 2011).

leishmanicida frente a formas

Determinacio da citotoxicidade em células de
linhagens J774

Macroéfagos de linhagem J774 foram plaqueados a
concentragdo de 2x10* células/poco em placas de 96 pogos.
O extrato de C. lechleri foi testado nas concentragdes de
6,25; 12,5 e 25ug/mL por 24h. A viabilidade celular foi
determinada pela técnica colorimétrica de MTT, a qual
envolve a conversdo do sal de tetrazolio (MTT) a cristais
de formazana. Para tanto 10uL de solugdo MTT (Smg/mL
em PBS) foi incubado a 37°C em estufa a 5% de CO, por
2h. Apos o periodo de incubagdo, 100uL de DMSO foi
adicionado em cada pogo, ¢ incubou-se por mais 1h em
temperatura ambiente. A densidade optica foi determinada
utilizando leitor de microplacas (Sunrise - Tecan), com
comprimento de onda de 570nm. Em paralelo foi realizado
o controle negativo sem tratamento ¢ o controle com
EtOH nas mesmas condi¢des do ensaio anterior com
promastigotas (EtOH a 0,04% v/v, maior concentragdo
testada - 25pg/mL) (Teles ef al., 2011).

Os resultados foram expressos em porcentagem de
viabilidade através da formula:

Viabilidade (%) = Absorbéancia teste X 100

Absorbéncia controle

Infeccio de células de linhagem J774 e
sobrevivéncia do parasita

Células de linhagem J774 foram semeadas a 2x10*
células/pogo em microplacas de 24 pogos. As células foram
cultivadas em meio RPMI completo por 18h a 37°C em
estufa 5% de CO,. A infecgdo com promastigotas de L.
amazonensis foi feita na proporgdo de 20:1 e em seguida
incubadas por 18h a 37°C. As células infectadas foram
tratadas com o extrato de C. lechleri nas concentragdes
6,25 e 12,5pg/mL e incubadas por 24h. Apds esse periodo
o meio de cultura foi trocado, adicionando-se ImL de meio
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Tabela 1. Atividade leishmanicida do extrato do latex de Croton lechleri contra formas promastigotas de Leishmania

amazonensis e Leishmania guyanensis cultivadas por 72 horas.

C. lechleri C+EtOH Pentamidina IC,,

6,25pg/mL 12,5pg/mL 25pg/mL 0,04% Spg/ml (ng/ml)
L. amazonensis 61%+0,77 87%+2,17 99,9%+0,08 7,36%+1,06 99,2%+1,79 5,04
L. guyanensis 7,5%+8,40 97,3%+1,46 98,4%+0,67 11,7%+4,6 95%+0,01 9,05

Os resultados expressos em porcentagem representam o indice de Inibi¢ao de Crescimento (IC).

C+EtOH= Controle + etanol
+= Desvio padrdo
IC,,= Inibi¢do do crescimento de 50% dos parasitos

Figura 1: Atividade leishmanicida do extrato do latex
de Croton lechleri contra as formas promastigotas de
Leishmanias. (A) Leishmania amazonensis, (B) Leishmania
guyanensis. Os resultados sdo representativos de dois

experimentos realizados em datas diferentes.
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Schneider (Sigma) suplementado com 10% de SFB e entdo
incubou-se a 24°C por 96h.

A troca pelo meio Schneider com pH baixo,
mantido a 24°C mimetiza a condigdo natural do intestino
do flebotomineo, que ¢ adequado ao crescimento de
promastigotas, e elimina os macrofagos das culturas. Dessa
forma, as amastigotas que sobreviveram ao tratamento
no interior da célula hospedeira, passardo pelo processo
de diferenciagdo para formas promastigotas que podem
ser visualizadas e contadas no microscopio 6tico (n° de
promastigotas visualizadas equivale ao n° de amastigotas
sobreviventes).

Para verificar a presenga dos parasitas na forma
promastigota foram realizadas contagens no 1° e 4° dia
apos a troca do meio (adaptado de Khouri et al., 2010). O
Glucantime, droga de primeira escolha para o tratamento
da Leishmaniose, também foi testada neste ensaio na
concentragdo de 100pg/mL, que corresponde a niveis
aproximados no plasma de humanos tratados com este
medicamento (Martinez-Rojano ef al., 2008).
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Anadlise estatistica

Os ensaios foram realizados em quadruplicata
e em duas ocasides diferentes. A analise de regressdo
linear simples foi utilizada para estimar a relagdo
entre a concentragdo e o percentual de inibigdo. Para
tanto o software Minitabl4 (Minitab Inc.) foi usado na
determinag¢do da concentragdo inibitoria do crescimento
parasitario (IC, ), os dados foram analisados no programa
Software Graphad PRISM 5.0. Diferengas estatisticas
foram determinadas por Student-Newman-Keuls ao nivel
de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

Ficou evidenciado que em todas as concentracdes
testadas ocorreu atividade leishmanicida para a espécie de
L. amazonensis, enquanto para L. guyanensis foi observada
a inibi¢do de crescimento somente das concentragdes
mais altas (12,5 e 25 pg/mL). O extrato exerce efeito
em 24h de tratamento, na concentragdo de 25ug/mL, em
que € possivel observar inibigdo do crescimento de 98%
para L. amazonensis ¢ 97,4% para L. guyanensis (Figura
1). Analise do tratamento em 72h demonstrou efeito
leishmanicida de até 99,9% para L. amazonensis (Tabela
1). Em todas as concentragdes testadas para L. amazonensis
houve diferenca estatistica (F=195,7; p<0,05) entre o grupo
tratado e o controle sem tratamento, enquanto que para L.
guyanensis observou-se diferenga significativa em relago
ao controle (F=32,9; p<0,05) entre as concentragdes de
12,5 ¢ 25pg/mL.

O controle positivo somente com etanol (EtOH) na
proporg¢ao de 0,04%v/v usado para solubilizagido do extrato
ndo apresentou citotoxidade estatisticamente significativa.
O extrato de C. lechleri foi mais efetivo contra L.
amazonensis (IC, 5,04ug/mL) do que L. guyanensis (IC,,
9,05pg/mL).

Quanto a analise de citotoxidade e viabilidade celular
da linhagem J774 observou-se que somente a concentragdo
25ug/mL foi capaz de matar aproximadamente 50% das
células (Figura 2). As concentra¢des de 6,25 e 12,5ug/mL
do extrato ndo apresentaram efeito citotoxico relevante
quando comparadas com o controle.

A partir da inibicdo das formas promastigotas
do extrato do latex de C. lechleri, foram realizados
testes preliminares para avaliar a atividade do extrato na
sobrevivéncia de L. amazonensis em células J774. Os
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Figura 2: Avaliagdo citotoxica do extrato do latex de Croton
lechleri em diferentes concentragdes em macrofagos de
linhagem J774. EtOH= Controle + etanol.
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Tratamento C. lechleri

Figura 3: Efeito inibitério do latex de Croton lechleri
na diferenciacdo de amastigotas para promastigotas de
Leishmania amazonensis ap6s infeccdo em células J774.
Os resultados sdo representativos de dois experimentos
realizados em datas diferentes.
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resultados obtidos no quarto dia de contagem mostraram
que na concentragdo de 6,25pg/mL ocorre inibicdo de
crescimento de 27% (£3,7), enquanto que para concentragao
de 12,5ug/mL o indice é 65,4% (£6,8) (Figura 3). Somente
o tratamento com 100pg/mL de Glucantime ndo provocou
morte significativa dos parasitas em relagdo ao controle
sem tratamento (F=20,75; p<0,05).

DISCUSSAO

A busca por novos farmacos e o uso de plantas
medicinais no tratamento de lesdes ulceradas de LTA,
como também em ensaios in vitro € alvo de muitos estudos
nos ultimos anos (Verdi et al., 2005; Gil et al., 2008;
Teles et al.,2011; Santos et al., 2013). A pesquisa por
novos farmacos passa por varias etapas de testes que se
inicia com ensaios in vitro da atividade antiparasitaria e de
citotoxicidade; esses testes sdo importantes, pois permitem

416

obter pardmetros para serem usados em ensaios in Vvivo
(Croft et al., 2006).

Baseando-se nas consideragdes dos ensaios
leishmanicida e citotoxicidade, este ¢ o primeiro relato
do latex de C. lechleri em formas promastigotas de L.
amazonensis ¢ L. guyanensis. O extrato na concentragdo
de 12,5pg/mL apresenta potencial inibitério de 87% para
L. amazonensis ¢ 97,3% para L. guyanensis. Estudos
realizados por Satalaya et al. (2009) demonstram a agdo
leishmanicida do extrato aquoso e etandlico da folha do C.
lechleri em promastigotas de Leishmania, exibindo IC,
83,8 pug/mL para a espécie L. braziliensis, IC, 80,4 ng/mL
para L. donovani, enquanto que para L. amazonensis foi
inativo.

Quando comparado com ensaio de citotoxicidade a
concentragdo de 25pg/mL apresenta percentual de morte
de aproximadamente 50% frente as células J774. Fao et al.
(2012) comparou analise mutagénica do extrato da seiva
(casca) de C. lechleri em varias concentra¢des, por meio
do teste de micronucleo em Allium cepa, o mesmo relata
que em concentragdes maiores (2% do extrato da seiva)
apresenta altos indices mutagénicos. Rossi et al. (2003)
avaliou a atividade de prote¢do do C. lechleri contra
mutagénicidade através de sua atividade bioldgica; por
apresentar efeitos citotoxicos frente a células cancerigenas
o latex vem sendo usado em ensaios clinicos (Castro et al,.
2012).

Avaliando a agdo do extrato do latex de C. lechleri
sobre o desenvolvimento da L. amazonensis em célula
hospedeira, os resultados mostram que 24h de tratamento
na concentragdo de 12,5ug/mL houve inibigdo significativa
de 65,4% sobre a diferencia¢do de formas amastigotas para
promastigotas (Figura 3).

O potencial imunomodulador e anti-inflamatério do
latex de C. lechleri ja relatado na literatura (Risco ef al.,
2003; Lopes et al., 2013) aliado ao efeito anti-Leishmania
encontrado nesse estudo, sdo fatores favoraveis e
importantes a serem considerados numa cicatrizagdo de
lesdo cutinea da leishmaniose. Comparando os dados
obtidos entre o extrato e o Glucantime (cuja concentragdo
testada ¢ proporcional a niveis plasmaticos desse farmaco
durante o tratamento), observa-se que o extrato na
concentragdo de 6,251g/mL tem agdo mais efetiva que a
concentragdo de 100pg/mL do Glucantime, pouco ainda se
entende sobre o mecanismo de agdo desse farmaco (Croft
et al., 2006). O efeito ndo citotoxico do Glucantime frente
as formas amastigotas observada nesse estudo sugere que
o antimonio pentavalente ndo foi convertido em antimonio
trivalente pelas células de linhagem J774 em tempo e
quantidades suficientes capaz de interferir na morte do
parasito. A ineficiéncia desse farmaco nos testes in vitro
poderia ser explicada também pelo fato desse farmaco ser
descrito como imunomodulador, sendo sua eficiéncia muitas
vezes dependente da ativagdo macrofagica, producdo de
NO e reativos intermediarios de oxigénio (ROIs) (Croft &
Coombs, 2003). Para alguns autores esse farmaco apresenta
acdo leishmanicida in vitro na concentragdo de 300pg/mL
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(Vila Nova, 2008; Amaral, 2011), esse dado pode explicar
em parte a necessidade de um tratamento continuo, por
periodo prolongado com indices de cura muito variaveis de
acordo com o Ministério da Saude.

Os resultados dos testes in vitro deste trabalho
indicam que o extrato do latex de C. lechleri vem a ser um
bom candidato como fonte alternativa de produtos naturais
€ uma nova proposta como tratamento fitoterapico. Os
dados contribuem na busca por uma nova alternativa no
tratamento contra a Leishmaniose Tegumentar Americana.

AGRADECIMENTOS

A Faculdade Sio Lucas pela bolsa de Iniciagdo
Cientifica (PIC). Ao Laboratorio de Biotecnologia Aplicada
a Saude — FIOCRUZ/RO, pelo apoio ao desenvolvimento
deste trabalho.

ABSTRACT
In vitro leishmanicidal effect of Croton lechleri latex

Cutaneous Leishmaniasis is an infection caused by a
several species of Leishmania, is transmitted to humans
by phlebotomine sandflies. Pentavalent antimonial
compounds are used in the chemotherapy of this
disease; however, these drugs cause several collateral
effects, besides presenting high levels of toxicity. The
search for new antilLeishmanial agents, we assessed
in vitro the extract of Croton lechleri latex (Blood
Dragon) against the promastigote forms of Leishmania
amazonensis and Leishmania guyanensis. The extract
was obtained by dehydration C. lechleri latex mass and
the solution was diluted with 10% ethanol in phosphate
buffered saline solution. The Leishmania promastigotes
were grown with the extract following concentrations
6.25; 12.5 and 25pg/mL for 72 hours. The extract
showed efficacy in all concentrations tested showing
an IC_ (inhibitory concentration) of 5.04 pg/mL for L.
amazonensis and IC_, of 9.05 pg/mL for L. guyanensis.
Cytotoxic evaluation was performed in J774 cells at the
same concentrations used in the leishmanicidal assay,
but the concentration of 25pg/mL showed toxicity index
of approximately 50% for the host cell. Tests carried
out proved promising, since the extracts tested was also
able to inhibit the L. amazonensis promastigotes growth
after infection assay with J774 cells.

Keywords: Croton lechleri. Leishmanicidal Activity.
Cytotoxic activity.
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