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RESUMO

RIBEIRO, Renata da Silva. Imunomodulacdo e acdo anti-Leishmania (Viannia)
braziliensis por Ouratea cuspidata (Ochnaceae). 2007. 45p Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterindria) Indtituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Os efeitos dos extratos de Ouratea cuspidata (Ochnaceae) foram avaliadas a partir da
exposicdo de células hospedeiras e de promastigotas de Leishmania (Viannia) brazliensis
(L566) as fragdes oriundas da sua particéo hexanica (OCH), metandlica (OCMeOH) e acetato
de etilica (OCACEt). Dentre estas, a fragdo OCMeOH foi a Unica que apresentou potencial

antiparasitario em doses que geraram bioprotecdo aos sistemas hospedeiros. Assim,
procederamse andlises de acdo parasiticida direta do extrato OCMeOH sobre formas
promastigotas, onde, também, foram avaliados o crescimento, alteracGes morfoldgicas e
fungdes do metabolismo mitocondriais. Do mesmo modo, foram redlizadas observagOes
semelhantes em macrofagos peritoneais de hamsters Cricetus cricetus (Mf) afim de se
determinar a toxicidade relativa para o hospedeiro. Finamente, foram realizados ensaios
complementares de bioprotegdo e geracdo de radicais livres, com a finalidade de confirmar a
possivel aplicacdo terapéutica dos constituintes presentes no extrato. Em todas as etapas
experimentais, foram utilizadas cinco concentracbes de OCMeOH (2mg/mL; 4mg/mL;
8mg/mL; 16mg/mL e 32mg/mL), sendo que os resultados obtidos foram comparativamente
avaliados em relacéo a sistemas de controle (L566 e Mf né&o tratados). Os (Mf ) tratados com
16 mg/10° Mf /mL do extrato sofreram uma diminuicgo significativa (92%) de sua capacidade
fagocitéria, mas permaneceram viaveis, em sua maioria (78%). As ateracdes morfolégicas
mostraram-se mais evidentes em 62% das céulas tratadas com 32mg/10° Mf /mL, com 70%
de viabilidade e 98% de inibicdo da fagocitose. A atividade enzimatica- mitocondrial
macrofagica apresentou diminuicdo gradativa, com a preservacdo de 87% das funcdes
enziméticas nas células tratadas com 8mg/10° Mf/mL; 66,3% daquelas tratadas com
16mg/10° Mf /mL e 49% das tratadas com 32mg/10° Mf /mL. As L566 ndo apresentaram a
perda da viabilidade apds exposicéo de 24horas as diferentes concentracdes de OCMeOH. Ao
contrério, houve um aumento significativo no nimero de promastigotas que, a partir de seis
horas de cultivo, mostraramse sempre superiores a quantidade de parasitos néo tratados.

Foram detectadas alteracdes morfol 6gicas em 62% das L566 tratadas com 8mg/10° L566/mL ;
78% daquel as tratadas com 16mg/10° L566/mL e 98% das tratadas com 32mg/10° L566/mL.
As promastigotas tratadas apresentaramse arredondadas, com mitose incompleta, ou
apresentando dois flagelos, sugerindo que as substancias presentes no extrato podem interferir
nas topoi somerases parasitarias. A atividade mitocondrial parasitaria evidenciou a ocorréncia
de aceleracdo metabdlica induzida pelo tratamento com OCMeOH. A atividade enzimética-
mitocondrial foi de 220% no tratamento com 8mg/10° L566/mL; de 389% com 16mg/10°
L566/mL e 480% com 32mg/10P L566/mL quando comparadas ao controle (100%). O
potencial antiparasitario (Indice Terapéutico) foi considerado positivo (IT=4,0) em funcdo das
alteracdes morfoldgicas observadas nas concentracdes de 32mg/10° Mf /mL (LD62%), e
8mg/10° L566/mL (ED62%). Sendo biflavondides os corstituintes presentes em maior
proporcdo, atribuirse a este grupo de substéncias a acdo antiparasit&ria e imunotoxica
observadas para OCMeOH. Os bi-flavondides presentes no extrato metandlico de Ouratea
cuspidata estéo entre os inibidores seletivos de COX2, sugerindo o desenvolvimento de
pesquisas que visem sua utilizacdo topica em animais naturalmente infectados.

Palavras-chaves: Atividade anti-parasitaria, Ouratea cuspidata, Leishmania (Viannia)
brazlienss.



ABSTRACT

RIBEIRO, Renata da Silva. Immunomodulation and action anti-Leishmania (Viannia)
braziliensis promastigotes by Ouratea cuspidata (Ochnaceae) 2007. 45p Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinéria) Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Ouratea cuspidata (Ochnaceae) crude extracts were added to experimental systems
containing either host macrophages, or Leishmania brazliensis promastigotes (L566). The
biological effect by the use of the hexane (OCH), methanol (OCMeH) and ethyl-acetate
(OCACEY) extracts added at different concentrations: 2mg/mL; 4mg/mL; 8mg/mL, 16mg/mL
e 32mg/mL. The OCMeOH was the only fraction to which the anti parasitic potentiality was
achieved at doses rates that generated bio protective effects in the host cells. The parasiticide
action, due by direct exposure of promastigotes to OCMeOH, as well as the parasitic growth,
and morphological alterations intermediary metabolism alterations (mitochondrial activity)
were concomitantly measured. Biological macrophagic functions were also evaluated using
Cricetus cricetus peritoneal macrophages as amodel (Mf ). Bio-protective assays were carried
out in order to determine the free radical generation by the extract constituents. The results
were compared with non treated L566 and Mf . 78% of the 16 mg/10° Mf /mL  treated Mf
were viable but a significant decrease of their phagocytosis capability (92%) was detected.
Such alterations were evident in 62% of the cells treated with 32mg/10° Mf /mL. At this
concentration cells were 70% viable and presented 98% phagocytosis suppression. The
macrophages enzymatic- mitochondrial activity was gradually diminished, with 87% activity
a exposures to 8mg/10° Mf/mL; 66,3% at exposures to 16mg/10° Mf/mL, and 49% at
exposures to 32mg/10° Mf /mL, respectively. The anti parasitic effects were not associated to
the promastigotes lack of viability. Instead, a significant rising on the L566 cells counting was
detected when compared to control non treated parasites, from the first 6 hours treatment until
24 hours exposure. Morphological chang&s were detected in 62% of the 8mg/10° L566/mL
parasite treated cells; 78% after 16mg/10° L566/mL treatment, and 98% of the cells presented
morphologica changes after 32mg/10° L566/mL treatment. Cells were either round-shaped,
showing incomplete mitosis, or presenting double flagella, suggesting that the present extract
containing substances that might interfere in the parasitic topoisomerase function. The
parasitary mitochondrial activity evidenced the occurrence of a metabolic acceleration due by
the OCMeOH treatment. The mitochondrial enzymatic activity was of 220% at exposures to
8mg/10° L566/mL; 389% at exposures to 16mg/10° L566/mL and of 480% at exposures to
32mg/10° L566/mL, respectively, when compared to the non treated parasites (100%). The
anti parasitic potentia (Therapeutic Index) was considered to be positive (acceptable)
(T1=4,0) when estimated in function of the morphological changes observed at the extract
concentration of 32mg/10° Mf/mL (LD62%), and at 8mg/10° L566/mL (ED62%),
respectively. Since bi-flavonoids are the main constituents present in the OCMeOH, results
were suggestive the anti parasitic effect was due to this group of secondary metabolites. As
such biologically active molecules are known COX2 selective inhibitors, its internal use
should be avoided. Otherwise, bi-flavonoids are good candidate substances to be applied as
topical medicine to treat the American Tegumentar Leishmaniasis.

Key wor ds. Anti-parasitic activity, Ouratea cuspidata, Leishmania (Viannia) brazliensis.
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metandlico de O. cuspidata para cada 10° macréfagos (A). Céulas
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Percentual de bioprotecdo contra a geracdo de radicais livres por diferentes
concentragdes da fracdo metandlica de Ouratea cuspidata (OCMeOH). Os
resultados representam a média de quatro repeticdes de ensaios reaizados ‘in
vitro’ onde as diferentes concentragdes do extrato vegetal foram adicionadas
sobre sistema gerador de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

Curva de regressdo linear evidenciando a hormese bioprotetora obtida pela
adicdo da fracdo metandlica de Ouratea cuspidata (OCMeOH) sobre sistema
biologico sujeito a indugdo de radicais livres reativos ao acido tiobarbitdrico
(TBARS).

Férmula estrutura de alguns dos congtituintes mais frequentemente identificados

em plantas do Género Ouratea: 3A — Frieddina, 3B- Antranorina e 3C -
Amentoflavona. Os grupamentos quimicos reacionais estdo destacados em
vermelho.
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1 INTRODUCAO

As fontes naturais de substancias medicinais contém numerosos metabdlitos
secundarios, possuidores de estrutura diversificada, cuja agdo bioldgica nem sempre é
conhecida. Estima-se que cerca de 160.000 substancias naturais foram descritas até o
momento. Apesar da realizacdo de um nimero considerével de pesquisas para a identificacéo
de novos compostos quimicos de origem natural, persistem diversas incognitas no plano
farmacol 6gico, relacionadas com o potencial medicinal de plantas brasileiras, cuja diversidade
e evolucdo atingem grandes proporcdes e carecem de serem preservadas e estudadas.

Considerando que menos de 10% das centenas de milhares de espécies vegetais e
somente 1% das espécies marinhas vivas ja foram estudadas para precisar sua composi Gao
guimica, podemos pensar de forma plausivel que ainda existe uma enorme mina de
diversidade molecular a ser explorada. Tendo-se em conta de que os medicamentos modernos
ndo estdo disponiveis ou sdo caros demais para a grande maioria das pessoas com um baixo
nivel de vida, e que a maioria dos produtos ativos contra os agentes infecciosos sdo produtos
naturais ou elaborados a partir de estruturas derivadas de substancias naturais, a pesquisa de
espécies vegetais com potencia medicinal € uma alternativa vaida que tem merecido a
atencdo de grandes institui¢cdes de fomento e de pesquisas em todo 0 mundo.

A leishmaniose € considerada um dos mais sérios problemas de salde publica no
Brasil e no resto da América Latina. Atualmente, pode-se considerar que as duas medidas de
controle que tém maior impacto sobre a morbidez e a mortalidade da leishmaniose sdo 0
diagndstico precoce e a quimioterapia.

O principa tratamento contra a leishmaniose até hoje sdo as injecfes intramusculares
cotidianas de antimbnios pentavalentes estibogluconato de sodio e meglumina que
representam a primeira linha de drogas para o tratamento da |eishmaniose cutanea e visceral,
porém apresentam variavel eficacia e muitos efeitos colaterais (SABROZA et al., 1992) aém
de requererem administracdo parenteral, altas doses e um longo tratamento (BERMAN,
1997). Nos casos mais severos de lesdes mucosas, refratarias ao tratamento precedente,
utiliza-se anfotericina B e as pentamidinas, as quais sgjam utilizadas clinicamente, apresentam
eficacia limitada e sGo muito toxicos (SABROZA et al., 1992; MSB, 2000). Além disso,
existe um numero crescente de pacientes que ndo respondem mais as drogas devido a
deficiéncias imunitarias (HIV) ou & aparicdo de novas cepas de parasitas resistentes as drogas.
Portanto, € uma necessidade urgente a descoberta de novos compostos de menor toxicidade e
de custo reduzido em relacdo aos medicamentos atualmente utilizados. Existem hoje poucos
compostos antileishmaniose obtidos de plantas e nenhum estd atuamente em fase de
desenvolvimento. E preciso, entdio, aumentar o nimero de principios ativos “ candidatos’ que
poderdo entrar na fase do desenvolvimento farmacéutico e serem Uteis no tratamento e no
controle dessa parasitose.

No sentido de descobrir possiveis substancias para o0 controle e tratamento da
L eishmaniose Tegumentar Americarg, a presente dissertacéo teve com objetivos:

Avaliar o0 potencia anti-parasitario em formas promastigotas de Leishmania (Viannia)
brazliensis do extrato de Ouratea cuspidata.

Avadliar a acdo anti-inflamatoria do extrato de Ouratea cuspidata sobre 0 processo
fagocitico de macroéfagos peritoneais de hamsters adultos (Cricetus cricetus).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose
2.1.1 Aspectosgerais

As leishmanioses representam um complexo de doencas causadas por protozoarios do
género Leishmania Ross 1903., presente em praticamente todos os continentes, com excecao
da Oceania (GREVELINK & LERNER, 1996). A prevaléncia mundial das |eishmanioses esta
estimada em 12 milhdes de casos e a incidéncia de 400.000 a 600.000 casos por ano para
formaviscera e 1 a 1,5 milhdes de casos para forma cutanea (PEARSON & SOUZA, 1996;
AZULAY & AZULAY, 1997; OMS, 2003). Atualmente as doencas sdo prevalentes em
guatro continentes sendo consideradas endémicas em 88 paises onde 72 dos quais estdo
localizados em paises em desenvolvimento. Cerca de 90% de todos os casos de |eishmaniose
visceral ocorrem no Brasil, Bangladesh, india e Suddo. Noventa por cento dos casos de
leishmaniose cutdnea-mucosa ocorrem no Brasil, Afeganistdo, 1rd, Peru, Ardbia Saudita e
Siria (OMS, 2003).

As formas das doencas estéo relacionadas a espécie do parasito e diferem em
distribuicdo geografica, hospedeiro e vetores envolvidos (MARZOCHI & MARSDEN, 1991;
ASHFORD et al., 1992).

Cada forma apresenta um perfil epidemioldgico distinto, as manifestagdes clinicas da
leishmaniose variam desde lesbes cuténeas benignas, passando por formas mucocutaneas e
chegando até as formas viscerais, quase sempre fatais (PESSOA & BARRETO, 1994,
BERMAN, 1997). Tais agravos causam considerdvel morbilidade e mortalidade em paises
tropicais e subtropicais, sendo também consideradas infeccbes em outras partes do mundo
devido a sua associacdo com imunodeficiéncias, como a AIDS, por exemplo (KARP et al.,
1996). O aumento na incidéncia das leishmanioses est associado com 0 desenvolvimento
urbano, devastacéo das florestas, mudancas ambientais e 0 aumento da migracdo para areas
endémicas da doenca (ASFORD, 2000; PATZ et al., 2000).

Nas Américas, a Leshmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada uma
zoonose primaria de mamiferos silvestres (roedores, marsupiais, edentados e primatas). O ser
humano adquiriu a infeccdo ao entrar em contado com éareas florestais. No Brasil a
distribuicdo da LTA se da em todo territdrio nacional, onde atualmente todos os Estados
federativos tém registro da enfermidade (M SB, 2000).

A LTA é uma doenca que se tem relatos muito antigos na literatura desde do seculo |
d.C., na Asia Central (LAINSON,1997; CAMARGO & BARCINSKI, 2003). As lesdes
encontradas nos doentes eram referidas de acordo com a regi&o que ocorriam, como ferida de
Bakh, nome de uma cidade no norte do Afeganistdo, botdo de Allepo, na Siria, e botdo de
Bagd4, no Irague. Esta doenca era conhecida pelos viajantes como bot&o-do-oriente (NEVES,
2003).

Nas Américas, foram encontradas cerdmicas pré-colombianas, datadas de 400 a 900
anos d.C. que apresentam mutilaces de labios e narizes, feitas pelos indios do Perucom
caracteristica de leishmaniose cutanea- mucosa (LAINSON & SHAW, 1988).

As primeiras descrigdes clinicas de leishmaniose datam do século XV1 e foram feitas
por Olivedo, 1535, e por Pizarro, em 1571, que se referiam a uma doencga que destruia o nariz
e as cavidades bucais dos indios na encosta da Cordilheira dos Andes (NEVES, 2003).

No Brasil, a primeira referéncia de LTA foi encontrada em documentos da Pastoral
Religiosa Politico-Geogréfica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “ Antiguidad de la
Syfilis en el Peru, onde se relata a viagem do Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros
de Tabatinga (AM) até o peru, percorrendo as regides do vale amazonico (PARAGUASSU-
CHAVES, 2001).



A primeira observacdo dos parasitos pertencentes ao género Leishmania foi feita por
Cunningham em 1885 na india, em casos de leishmaniose visceral. No Brasil, em 1855
Cerqueira observou lesdes na pele as quais identificou clinicamente como botéo de Biskra.
Em 1895, na Itdia, Breda descreveu a moléstia em italianos provenientes de Sdo Paulo
(PESSOA, 1982). Em 1903 Ross criou 0 género Leishmania, mo mesmo ano, Wright
descobre 0 agente etiol6gico do botdo-do-oriente, incluindo-o no mesmo género com 0 home
de Leshmania tropica Wright 1903 (NEVES, 2003).

A natureza “leishmanidtica” das lesbes cutédneas no Brasil foi confirmada pela
primeira vez em 1909 por Lindenberg que encontrou formas de Leishmania idénticas a
Leishmania tropica da leishmaniose do velho mundo, em lesdes cutaneas de individuos que
trabalhavam nas matas do interior do Estado de S&o Paulo (PESSOA, 1982). Gaspar Vianna,
em 1911, por considerar o parasito diferente da L. tropica, 0 nomeou de L. brazliensis,
ficando assim denominado o agente etil6gico da “Ulcera de Bauru”, “ferida brava” ou “nariz
detapir’(SILVEIRA et al.,1997). Em 1912, Gaspar Vianna introduziu o tartaro emético como
tratamento inédito das leishmanioses. Esta droga foi utilizada durante muito tempo como o
Unico agente terapéutico dasLTA (NEVES, 2003).

Todos os casos de LTA no Brasil até a década de setenta eram atribuidos alL.
brazliensis. Com 0 aumento dos estudos e aprimoramento das técnicas de diagndstico, outras
espécies foram descritas, sendo registrada atualmente seis espécies causadoras de LTA, cinco
do subgénero Viannia e um do subgénero Leishmania: Leishmania (Viannia) brazliensis,
L.(V.) guyanensis L.(V.) lansoni, L.(V.) naiffi, L.(V.) shawi, L.(L.) amazonensis. A forma
viscerd € causada por uma Unica espécie, do subgénero Leishmania: Leishmania
(Leishmania) chagasi Cunha & chagas, 1937 (LAINSON & SHAW, 1987; MARZOCHI,
1992; MARZOCHI et al., 1994; LAINSON,1997; SILVEIRA et al.; 1997, MSB, 2000).

2.1.2 Morfologia

As formes amastigotas apresentamse tipicamente ovoides ou esféricas, que se
encontram no sistema linfomonocitério, aojando-se nos fagossomos dos mondcitos,
histiocitos e macréfagos do hospedeiro vertebrado (LAINSON & SHAW,1992; WOLDAY et
al., 1997). Apresentam membrana citoplasmatica, citoplasma onde se encontram vacuolos,
um anico nucleo que se apresenta esférico ou ovoide, e o cinetoplasto em forma de um bastéo
pequeno, situado na maioria das vezes préximo do nicleo, ndo apresenta flagelo livre, mas
apenas um rudimento que esta presente na bolsa flagelar, uma pequena invaginacdo na
superficie do parasito. Tamanho varia de acordo com a espécie, medindo entre 1,5-3,0 X 3,0-
6,5um (NEVES, 2003)

As formas promastigotas sdo formas alongadas no qual na regido anterior emerge um
flagelo livre. No citoplasma se observa granulagdes azurdfilas e pequenos vacuolos. O nucleo
€ parecido com o da forma amastigota e situa-se no centro da célula, o cinetoplasto
gerdmente € ovéide e Situa-se entre a regido anterior e o nlcleo. O tamanho da forma
promastigota € variavel mesmo dentro da mesma espécie, medindo cerca de 16,0-40,0um de
comprimento e 1,5-3,0u de largura, incluindo o flagelo que freqlientemente maior que a célula
(NEVES, 2003).

2.1.3 Ciclo biolégico

As Leishmanias sdo um grupo de protozoério digenético que tem seu ciclo bioldgico
realizado em dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado. Os hospedeiros vertebrados
incluem grande variedade de mamiferos. roedores, edentadas (tatu, tamandud, preguica),
marsupiais (gamba), canideos e primatas, incluindo o homem Os hospedeiros invertebrados
s80 pequenos insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae,
género Lutzomya (REY, 1991; MARZOCHI, 1992).



As Leishmanias apresentamse sob a forma amastigota em seus hospedeiros
vertebrados e a forma promastigota se encontrada no hospedeiro invertebrado.

A infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre no momento do repasto sangliineo em
individuos ou animais infectados, juntamente com o sangue e ou a linfa intersticial com as
formas amastigotas (PIMENTA et al., 1992). Essas formas sofrem uma divisdo bin&ria e se
trasnformam rapidamente em promastigotas MARZOCHI (1992) que também por processos
sucessivos de divisdo se multiplicam ainda no sangue ingerido, que é envolto por uma
menbrana peritréfica secretadas pelas células do estdmago do inseto. Apds a digestdo do
sangue entre o terceiro e quarto dia a membrana peritrofica se rompe e as formas
promastigotas ficam livres (NEVES, 2003).

As promastigotas continuam se reproduzindo por divisdo binaria, as espécies
pertencente ao subgénero Leishmania se desenvolvem de forma exclusiva na por¢do média e
anterior do intestino e as do subgénero Viannia se desenvolvem nas partes anterior e média,
como também na regido do piloro dos flebotomineos (LAINSON & SHAW,1979). Nestes
locais ocorre a transformagdo das promastigotas em paramastigotas que permanecem aderidas
pelo flagelo a0 epitélio intestina através dos hemidesmossomas. Novamente ocorre
transformacéo em promastigotas que migram através do estdmago em direcéo a faringe do
inseto. As promastigotas que migram para parte anterior do tubo se transforma em formas
metaciclicas, de fase estacionaria e altamente infectiva para os macr6fagos. A principal
transformacdo bioquimica observada ocorre com a variagdo do tamanho das porcoes
glicidicas de molécula de lipofosglicano (LPG) ancoradas na superficie da membrana das
promastigotas que possui participagdo fundamental no processo infeccioso (SACKS, 1992;
WILSON, 1993; NEVES, 2003). Durante o processo de aimentacdo do vetor as formas
promastigotas sdo introduzidas no local da picada (Figura 1).

Dentro de 4 a 8 horas, estes flagelados sdo interiorizados pelos macréfagos teciduais.
Rapidamente as formas promastigotas se transformam em amastigotas que sdo encontradas
24h apés a fagocitose. Dentro do vacuolo fagocitario dos macréfagos, as amastigotas estéo
adaptadas a0 novo meio fisiolégico e resistem a acdo destruidora dos lisossomos,
multiplicando por divisdo binéria até ocupar todo o citoplasma (WILSON, 1993; NEVES,
2003).

Esgotando sua resisténcia o macrofago se rompe e libera as amastigotas no tecido,
sendo novamente fagocitada e inciando no local uma resposta inflamatéria (NEVES, 2003).

A sdiva do flebotomineo possui neuropeptideos vasodilatadores que atuam
facilitando a alimentacdo do inseto e a0 mesmo tempo imunossuprimindo a resposta do
hospedeiro vertebrado exercendo um importante papel no sucesso da infectividade das
promastigotas metaciclicas (NEVES, 2003).



Figura 1. Fases do ciclo biologico da Leishmaniose Tegumentar Americana, mostrando as formas
infectantes (1), oriundas da sdliiva do hospedeiro invertebrado (Fleb6tomo), que sdo
transmitidas para diferentes animais e para 0 homem, originando formas amastigotas (2),
intracelulares e intrateciduais, que determinam reagdes imunitérias com lesbes cutaneas
definidas (A,B,C e D).

2.1.4 Vetores:. osflebotomineos

Os flebotomineos (Ordem Diptera, Familia Psichodidae, Sub-Familia Phlebotominaea)
congtituem um grupo de insetos hematofagos, responsaveis pela transmissdo das
leishmanioses. Geralmente ndo ultrapassam 0,5 cm de comprimento, tendo pernas longas e
delgadas, e o corpo densamente piloso. Tém como caracteristica véo saltitante e a manutencéo
das asas eretas, mesmo em repouso, ao contrario dos outros dipteros. Geralmente é de cor
parda, sendo que apenas as fémeas estao adaptadas com o respectivo aparelho bucal para picar
a pele de vertebrados e sugar 0 sangue. Apresentam varios nomes populares com: mosquito
palha, asa dura, asa branca, tatuquira, birigui, cangalha, cangalhinha, ligeirinho, péla-égua,
arrupiado (REBELO, 1999).

O género Lutzomyia € o resposanvel pela transmissao das |eishmanioses nas Américas,
existindo 350 espécies catalogadas e distribuidas desde do sul do Canada até o norte da
Argentina. Destas pelo menos 200 ocorrem na bacia Amazonica (REBELO, 1999; GIL et al.,
2003)

Muito pouco se sabe dos seus criadouros, podendo encontrar as formas imaturas em
detritos de fendas de rocha, cavernas raizes do solo e de folhas mortas e Umidas, ou sgja, em



solo Umido e ndo molhado, e em detritos ricos em matéria organica em decomposicao
(REBELO, 1999; NEVES, 2003).

2.1.5 Resposta imune no hospedeir o vertebrado

A resposta inflamatoria é principal resposta a LTA, ocorrendo tanto na instalagdo do
parasitismo, quanto durante o desenvolvimento de lesdes e sintomas do parasitismo. Nas fases
iniciais da doenca, quando se da a inoculacdo de promastigotas infectantes, a resposta
inflamatdrialocal estabelece a produgéo de elevadas concentracdes de Interleucina 12 (1L-12)
gue atraem e estimulam células “Natura Killer” (NK). As células endoteliais e os fagocitos
infectados, embora incapazes de eliminar eficazmente os parasitos fagocitados, expressam
determinantes do complexo de histocompatibilidade principal da classe | (MHC-I)
modificados.

As cdlulas NK, possuidoras de receptores de reconhecimento do tipo CD4'8",
reconhecem as modificagOes e langcam suas imunotoxinas (perforinas) para a destruicdo das
céulas infectadas. Ocorre, a liberagdo de interferon gama (INFg) que atua estimulando a
fagocitose, realimentando assim o sitio de introducdo do parasito com infiltrados de
mondcitos circulantes. Uma vez que a resposta adaptativa, tanto humoral como celular,
depende de um processamento eficaz do agente parasitario e da distribuicdo bem sucedida do
parasito nos 06rgaos linféides periféricos, esta ira variar de acordo com o hospedeiro. Via de
regra, a resposta humoral na leishmaniose tegumentar americana € muito fraca (UCHOA et al,
2001). Em infecgbes humanas foi descrito que a resposta imune é predominantemente celular.
A resposta mediada por linfécitos T colaboradores (Th) com receptores CD4'8" (CD8"), do
tipo 1, promove a producéo de IL-12 e INFg (Figura 2), o que determina resisténcia a infeccéo
por Leishmania e a baixa resposta humoral, observada em pacientes em cura ou recém
infectados (AJDARY et al, 2000; UCHOA et al., 2001). A resposta do tipo 2 prevalece em
infeccOes severas e parece estar associada ao aumento de IL4 e a estimulagéo e diferenciagdo
de linfécitos B, caracterizando-se pelo aumento na producéo de anticorpos antiparasitérios e o
aparecimento de reacbes inflamatdrias decorrentes de reacdes de hipersensibilidade dos tipos
[, Il e Ill nos 6rgdos e tecidos infectados. A resposta humoral na infeccdo tegumentar,
caracteriza-se pela baixa quantidade de anticorpos séricos BRAY (1985) sugeriu existirem
grandes quantidades de anticorpos especificos que sdo produzidos somente na leishmaniose
visceral, em lesBes nltiplas na leishmaniose cuténea (metastases) em fases mais tardias da
infeccdo e nas lesbes cutaneas simples, quando o parasito atinge os o6rgéos linféides
periféricos, tais como os linfonodos regionais, onde se estabelece a fagocitose, o
processamento parcial por células apresentadoras de antigenos, ou através da simples captura
e apresentacdo de partes do antigeno pelas células dendriticas, com estimulagdo de linficitos
ThCD4".
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Figura 2. Esquema do curso de infecgdo por Leishmania sp. Ativagdo de linfécitos Th; geraresposta
protetora com ativacdo dos macréfagos. Ativacdo de Th, gera umainfecgdo progressiva.

2.1.6 Distribuicdo da doenca

A LTA ocorre nas Américas desde do Sul dos Estados Unidos até o norte da Argertina
(MONTENEGRO, 1926). O foco mais importante é o sul-americano, que compreende todos
0s paises, com excecdo do Uruguai e do Chile. A incidéncia de LTA no Brasil tem
aumentado, nos ultimos 20 anos, em praticamente todos os estados. Surtos epidémicos tém
ocorrido nas regifes Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente na regido
Amazbnica, relacionados com processos predatorios e de colonizagdo (MARZOCHI, 1992).

A incidénciada LTA no Brasil foi estimada pela Organizacdo Mundial de Salde entre
1980 e 1990, um total de 154.103 casos (WHO, 1990). No periodo de 1985 a 1999 outra
estimativa apontava para 388.155 casos nativos de LTA (MSB, 2000). Fazendo uma
comparacdo entre as duas estimativas houve um aumento de 13.654 casos /anos para 30.550
casodano (MSB, 2000). Deve-se sdlientar que a ocorréncia do perfil periurbano de
trarsmissao, estd associado com a falta de saneamento bésico, situacdo econdmica precéria, 0
deslocamento da populacdo para periferia das cidades, o convivio com animais que servem de
novos reservatorios da doenca (MARZOCHI, 1992).



2.2 Classificagdo Taxonémica
A posicdo sistematica da espécie Leishmania brazliensis proposta por Levine et
al.(1980) € a seguinte;
Reino: Protista Haekel 1886
Subreino: Protozoa Goldfuss 1817
Filo: Sarcomastigophora Honiberg & Balamuth 1963
Subfilo: Mastigophora Diesing 1866
Classe:Zoomastigophora Calkins 1909
Ordem: Kinetoplastida Vickerman 1976
Subordem: Trypanosomatina Kent 1880
Familia: Trypanosomatidae Grobben 1905
Género: Leishmania Ross 1903

Subgénero: Viannia Vianna 1911

Espécie: Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna 1911



2.3 Uso de Plantas M edicinais

O uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie
humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até nas grandes cidades, plantas para
uso medicinais sGo vendidas em feira e mercados populares. Por conta disso esse tipo de
cultura medicina desperta o0 interesse de pesguisadores em estudo envolvendo areas
multidiciplinares (MACIEL et al., 2002).

As plantas de uso medicinal e seus derivados constituiram durante muito tempo a base
da medicina e, atuamente, cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem vegetal,
enquanto 50% s&o de origem sintética, estdo relacionados aos principios isolados de plantas
(UGAZ, 1994, CECHINEL FILHO & YUNES, 1998). Isto se deve a uma grande variedade
de espécies (205-500 mil) de plantas existentes na flora mundial, muitas com importantes
propriedades terapéuticas (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991). O Brasi| é detentor
de grande biodiversidade, possui cerca de 120.000 espécies vegetals, das quais somente cerca
de 10% foram estudadas segundo aspectos quimicos e farmacoldgicos (KOROLKOVAS,
1988).

O estudo das drogas vegetais constitui um campo inesgotavel de novos conhecimentos
cientificos podendo contribuir para o aprimoramento da medicina tradicional (SI XEL, 1998).

As vantagens no desenvolvimento das pesquisas farmacologias com plantas séo de
grande alcance social, permitindo que as informacbes sgam retornadas a populacéo
(CARLINI, 1983). Nesse contexto, a biodiversidade brasileira € de grande interesse pelas
indlstrias farmacéuticas, na tentativa de descoberta de novos medicamentos para uso
terapéutico de varias enfermidades que assolam a populagdo (HOEHNE, 1978).

Dentro dessa biodiversidade esta a familia Ochnaceae que sdo plantas angiospérmicas
e compreende cerca de 600 espécies distribuidas em 40 géneros encontrados nas regides
pantropicais do mundo, sendo que sua maior diversidade encontra-se na América do Sul
(HEYWOOD, 1978). Sdo plantas essencialmente arbdreas e arbustivas, com folhas
geramente inteiras, de distribuicdo alternada, com estipulas, raramente ervas. Flores
geramente vistosas, freqUentemente amarelas de simetria radial (raramente zigomorfa),
diclamideas e hermafroditas. Sépalas e pétalas geralmente em cinco e livres entre si (JOLY,
1998). A familia pode ser dividida em duas subfamilias (Ochnoideae e Sauvagesioideae)
supostamente monofiléticas, caracterizadas por sinapomorfias AMARAL, 1991). Estudos
filogenéticos utilizando dados de seglienciamento do gene rbcL suportam a hipétese de que
essas duas subfamilias sdo proximamente relacionadas, formando um grupo monofilético
(FAY et al., 1997).

As espécies que constituem a familia Ochnacea sdo pouco conhecidas, tanto do ponto
de vista quimico como biolégico. Esta familia estd quimicamente caracterizada
principalmente por produzir flavondides, destancando-se os bioflavonéides (FELICIO et al.,
1995; MOREIRA et al., 1994; VELANDIA et al., 1998; MOREIRA et al., 1999). Estudos
quimicos e farmacol ogicos de espécies desta familia chamam a atencéo por conta da presenca
de diversos congtituintes biologicamente ativos, com grande potencial para aplicacéo
medicinal.

O género mais rico em espécies € Ouratea (Figura 3 que compreende cerca de 300
espécies distribuidas principalmente na América do Sul. Estudos quimicos e farmacol 6gicos
foram redizados com vérias espécies do género Ouratea (MOREIRA et al, 1994,
VELANDIA, 1997). Nesses estudos, foram detectados vérias atividades bioldgicas entre as
guais, estdo ainibicdo do crescimento de tumores em murinos, efeitos antiproliferativos e
ativagdo de apoptose em células tumorais por bioflavondides isolados de duas espécies
pertencente a esse género (GRYNBERG et al., 1994; GRYNBERG et al., 1998), atividade
antiviral ROMING et al. (1992), antimicrobiana PAULO et al. (1986), também usado com
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atividade analgésica VASILEVA (1969). Espécies de O. spectabilis do Brasil sdo usadas na
medicina popular para o tratamento de sofrimentos géstricos e reumaticos. Recentemente
FELICIO et al. (1995) demonstrou que um hiflavonéide isolados da folhas de O. spectabilis
inibia a aldalose redutase que é uma enzima de poliol, a qua esta envolvida na reducdo da
glicose a sorbitol na presenca de NADPH. O aumento da atividade desta enzima esta
relacionado com patogéneses de muitas complicacbes de diabetes, tais como catarata,
retinopatia e neuropatia.

Estudos quimicos com diferentes espécies de Ouratea levaram ao isolamento de varias
substancias com poténcial biologico, entre elas estdo isoflavondides, bi-isoflavondide,
triterpenos (MOREIRA et al., 1994), biflavonas (FELICIO et al., 1995) e recentemente,
flavondides glicosideos, cloro-isoflavondides, nor-isoprendides, ligninas, diterpenos,
tritepernos e esteréides (VELANDIA, 1997; VELANDIA et al., 1998) e dois biflavonoides
(FELICIO et al., 2001; MBING et al., 2003).

Figura 3. Ouratea cuspidata depositada no Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

Ouratea cuspidata (St. Hil.) Engl. conhecida popularmente de vassoura-de-feiticeira
pertence ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Malpighiales,
familia Ochnaceae e género: Ouratea possui ramos cilindricos, peciolo de 3-4 mm de
comprimento, caniculado, lamina de 10-15 cm de comprimento, ramos de 10 cm, angulosos e
lisos, pedicelos 35 mm de comprimentos, botdo de 6 7mm de comprimento e 3 mm de
largura, sépala de 7-8mm de comprimento, as internas de 2,5 mm de largura com a margem
de 1 mm, pétalas de 89 mm de comprimento e 6 mm de largura, ungliculadas, anteras
subuladas de 6-7 mm de comprimento, transversalmente rugosa, estiletes filiformes de 8 mm
de comprimento (CORREIA, 1975).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Parasitas

Foi utilizada a cepa 566 de Leishmania (Viannia) brazliensis cedida pelo
Departamento de Microimunoparasitologiada da Instituicdo de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas da Fundagdo Oswaldo Cruz (IPRC/FIOCRUZ).

3.2 Cultivo in vitro de Leishmania (Viannia) braziliensis

Para o cultivo in vitro, os protozoarios foram mantidos em meio bifésico (NNN), onde
0 4gar sangue congtituiu a fase sdlida e o melo BHI (Brain Heart Infusion), acrescido de 10%
de soro feta bovino (SFB — GIBCO), a fase liquida. Os cultivos foram redlizados a
temperatura a 26-28°C em estufa biolégica com multiplas repeticdes, as quais visaram a
manutencdo desta cepa em nosso laboratorio. Os indculos (formas promastigotas) foram
estabelecidos pela contagem em camara hemocitométrica (Neubauer), seguida de diluicdes
proporcionais, de modo que o indculo inicial fosse de 10* parasitas para cada mL de meio
liquido. O crescimento parasité&rio foi acompanhado pela contagem de aiquotas didrias, as
guais foram submetidas a quantificagdo em camara hemocitométrica. O nimero de parasitas
vidveis foi estimado através da metodologia classica, como descrito por LENNETTE &
SCHIMIDT (1979). Para cada cultivo iniciado, foi elaborada uma curva de crescimento, onde
as suspensoes celulares obtidas foram adicionadas de 10% de uma solucédo de azul de Trypan
- Cl 23850 (J.T. Baker Chemical Co. , USA) e mantidas em repouso durante dez minutos “a
temperatura ambiente. Em fguida, as células foram sedimentadas sob baixa rotacéo (100
rpm) durante dez minutos em centrifuga clinica convencional Ecelsa 2, mod. 205 (FANEM,
Brasil). O sobrenadante foi descartado e, a0 sedimento, foi adicionado solucdo salina
tamponada em volume equivaente ao da aliquota inicial. As células coradas e ndo coradas
foram quantificadas hemocitometricamente sob aumento de 400x em microscépio Optico
comum BX-41 (Olympus, Japdo). As células mortas se tornam coradas, enquanto que as
células viaveis excluem o corante, permanecendo incolores. O percentua de viabilidade foi
estimado de acordo com a seguinte formula :

V% =NCV —NCM x 100
TCC

Onde, V% = Percentual de Viabilidade; NCV = NUmero de células vivas;
NCM = NUmero de células mortas, TCC = Tota de células contadas.

3.3 Cultivo de M acr 6fagos Peritoniais de Hamster s Saudaves

No ensaio com macréfagos do hospedeiro vertebrado foram utilizados lavados
peritoneais de acordo com a metodologia descrita na literatura (HERSCOWITZ et al., 1981),
adaptada para nossas condi¢cbes experimentais, de acordo com (HERZOG-SOARES &
FREIRE, 2004).

Hamsters Cricetus cricetus pesando, aproximadamente 24g, foram inoculados
intraperitonealmente com 0,2 ml  de suspensdo de Sephadex G50 a 3% em solugdo salina
tamponada com fosfatos (8,0 g NaCl, 0,2g KCl, 1,449 NaHPQ,, 0,24g KH,PO,4, HO g.s.p
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1000mL, pH 7,2). Dois dias apds a inoculacéo, as cavidades peritoneais dos animais foram
lavadas com 5 mL de uma solucéo de citrato de sodio a 3% e acondicionadas em banho de
gelo. As células obtidas foram centrifugadas a 600rpm /10°C por 15 minutos (trés vezes), para
a retirada do anticoagulante e demais interferentes presentes nos lavados peritoneais. O
sedimento fina (pellet) foi ressuspendido em 1 mL de meio Mit-Glutami Ohne-NaHCO3
(RPMI 1640- Difco-Inglatera) e submetido a ensaios de viabilidade e & contagem do nimero
de células em camara hemocitométrica (Neubauer). Foram realizadas suspensfes em meio
RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino, 100 UI/mL de penicilina G potéssica
e 50 mg/mL de estreptomicina, de modo a obter-se 10° células por mL. Aliquotas de 2 mL
foram adicionadas em placas de poli-estireno, de fundo chato (TPP Zellkultur Testplatte 6,
Switzerland), previamente esterilizadas. As suspensdes foram incubadas durante 48 horas a
37°C, 90% umidade e 5% de C0,. Apds esse periodo as células ndo aderentes foram retiradas
e 0 meio substituido, de modo a manterem-se cultivos puificados de macréfagos peritoniais
vidvels que foram utilizados nas etapas subsegientes envolvendo dosamentos funcionais e
processos inflamatorios decorrentes de infecgdes por L. (V.) braziliensis.

3.4 Ensaios de Bioprotecdo Contra a Geracdo de Radicais Livres

Diferentes concentracbes do extrato metandlico de Ouratea cuspidata, do extrato
hexanico e do extrato de acetato de etila de Ouratea cuspidata foram adicionadas a sistema
biol6gico gerador de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), constituida de 0,2
mL de uma suspensdo contendo 16 mg/mL de eritrocitos de carneiro, 2 mM de deoxirribose,
100 mM de FeCk. Cada frasco foi incubado a 45°C durante 60 minutos e adicionado de 0,65
mL de solucdo de acido Tiobarbitirico (TBA) previamente dissolvido em acetonitrila numa
concentragcdo de 10,3mM. ApoGs incubagdo a 95-100 °C por 10 minutos e em seguidas 0s
tubos foram lidos a 540 nm e a concentragdo de TBARS determinada contra uma curva
padréo malonildialdeido em nnoMoles por mL.

3.5 Curva de Crescimento:

Foi empregada a metodologia classica da avaliagdo numeérica de formas parasitarias
desenvolvidas em meio acelular, conforme descrito na literatura (JENSEN, 1983). Para cada
cultivo iniciado, foi elaborada uma curva de crescimento, onde as absorbancias das
suspensdes celulares, tratadas com as diferentes concentrages de extrato metandlico, foram
colorimétricamente medidas no comprimento de onda de 540nm. Os valores turbidimétricos
obtidos foram associados a quantificacdo hemocitométrica (cdmara de Neubauer) das
aliquotas dos tratamentos nos diferentes intervalos de tempo, gerando curvas de crescimento
guantitativo das formas promastigotas em meio axénico.

3.6 Avaliacdo da Viabilidade Celular

O efeito do extrato metandlico de O. cuspidata sobre as promastigotas de L.(V.)
brazliensis e células hospedeiras (macrofago) conforme CAMACHO et al. (2002). O ensaio
realizado em microplaca de 96 orificio contendo 10° formas promastigotas por mL em meio
de cultura contendo 5 diferentes concentracdes do extrato metandlico (2 mg/mL, 4 mg/mL, 8
mg/mL, 16mg/mL e 32mg/mL). A placa foi incubada a26 °C em estufa biologica por 24 h,
para cada concentracéo foram feitas 4 repeticdes. Os quais foram avaliados pelo teste do
Azul de Trypan e submetidas as avaliacGes microscopicas para a caracterizacdo da viabilidade
e de alteracOes morfoldgicas relacionadas ao processo de morte celular programada (morte
natural), ou apoptose. A avaliagdo da apoptose foi realizada de acordo com as metodologias
descritas por SCHWARTZ & OSBORN (1995). As células coradas e ndo coradas foram
guantificadas hemaocitometricamente sob aumento de 400x em microscopio Optico comum
BX-41 (Olympus, Japao).
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3.7 Andlise da Atividade M itocondrial

O efeito dos tratamentos sobre a atividade mitocondrial foi medida através da taxa de
atividade das desidrogenases mitocondriais, medido através da metodologia descrita na
literatura (BERG et al., 1994; HAYES, 2001; DUTTA et al., 2005), onde a taxa de atividade
das desidrogenases mitocondriais, foi aferida através do desdobramento do azul de Tetrazdlio
(MTT), assimilado pelas células viaveis, com a geracdo de cristais de formazanas
intracelulares.

As células foram previamente cultivadas em meio BHI em microplacas de fundo chato
com 96 orificios, contendo 10° formas promastigotas por mL e tratadas com vérias
concentragfes do extrato metandlico de O. cuspidata, durante 24 horas. Posteriormente, as
células foram centrifugas o meio de cultura foi aspirado e as células foram ressuspendidas
com 100 pL de uma solucdo de MTT em solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS), na
concentracdo de 2 mg/mL e encubadas durante quatro horas a 37 °C na auséncia de luz. Os
cristais de formazana oriundos da reducdo enzimédtica do corante pelas células viaveis, foram
dissolvidos em dimetil-sulfoxido (DM SO) na concentragdo de 5%. A atividade mitocondrial
foi estimada através de leitura espectofotométrica a492nm.

A intensidade da cor azulada desenvolvida nas células controle, foi considerada como
representando 100 % de viabilidade em todas as medidas realizadas. Todas as comparacoes
posteriores foram baseadas nesse critério de referéncia. Comparativamente foram realizados
testes de controle negativo, onde a absorbancia do MTT e do veiculo, nas diluigdes de 1:2
foram avaliadas, na auséncia de células.

3.8 Indice Terapéutico

Foram realizados testes |laboratoriais visando determinar a citotoxidez relativa do
extrato testado e de se estabelecer o provavel indice terapéutico, ou possiveis efeitos adversos,
para 0 uso medicina de O. cuspidata. Foram realizados ensaios, em células hospedeiras,
guanto em células parasitérias, envolvendo bioprotecdo contra substancias oxigénio-reativas
(radicais livres), atividade anti-inflamatéria (fagocitose de particulas inertes apos tratamento
com diferentes concentragGes do extrato metandlico), viabilidade celular (ensaio de exclusdo
do azul de Trypan — controle da permeabilidade das membranas celulares) e fungdes
bioquimicas (ensaios de atividade mitocondrial).

Os resultados obtidos permitiram a avaliacdo da especificidade antiparasitéaria do
extrato metandlico, a sua citotoxidez presumida e, consequentemente, a estimativa do indice
terapéutico (I T), seguindo o preconizado na literatura (KLAASSEN & WATKINS I11, 2003).
Assim, procurouse definir a razéo entre a dose necessaria a producdo de um efeito toxico e
aquela necessaria para originar o efeito anti-parasitério desejado. Buscou-se determinar a dose
efetiva necess&ria para causar 50% de acdo anti-parasitéria (EDsoe), € a dose leta, ou
minimamente toxica, capaz de afetar 50% dos individuos (células hospedeiras) expostos aos
dos constituintes do extrato metandlico (LDsoy). O provavel | T dos constituintes quimicos
dos extratos vegetais foi determinado através da formula abaixo, onde I T (Indice Terapéutico)
€ 0 resultante da razéo entre a dose média de extratos de O. cuspidata capazes de causar
algum tipo de toxidez, em pelo menos, 50% dos individuos que compreendem o sistema
hospedeiro (LDsoy) €, a dose capaz de causar a morte de, pelo menos, 50% das formas
promastigotas de L. (Viannia) braziliensis (EDsgo).

LDso9
IT=

EDso9
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Com base nos resultados obtidos, procurouse, também, estabelecer a margem de
seguranca a exposicoes ao extrato metandlico de O. cuspidata e a relacéo entre a eficaciae a
potencia das preparacoes.

3.9 Avaliacédo da Capacidade de Fagocitose dos M acr 6fagos

A capacidade de fagocitose dos macréfagos peritoniais dos hamsters foi avaliada pelo
método previamente descrito por (TORRES-SANTOS et al., 1999). Os macréfagos foram
cultivados em quatro repeticdes na presenca de 5 concentragdes de extrato metandlico
(2mg/mL, 4mg/mL, 8 mg/mL, 16mg/mL e 32 mg/mL) por 2 horas. As céulas foram
centrifugadas a 600rpm /10°C por 15 minutos (trés vezes), para a retirada do sobrenadante e
novamente acrescidas de meio RPMI-1640 adicionado de uma suspensdo de Zymozan
equivalente a uma concentracao de 5-10mg/mL de particulas inertes para cada 10° macréfagos
peritoneais. Apds 1 hora de incubacdio a 37°C (5% CO,) as células foram novamente
centrifugadas por trés vezes consecutivas, para a retirada das particulas de Zymosan que réo
foram fagocitadas. As células foram fixadas e coradas pelo Panético (hematoxilina-Eosing), e
avaliadas quanto a capacidade fagocitica, de acordo com a seguinte férmula:

IF = NuUmero de Mf que fagocitaram 3 ou mais particulas X 100
Numero total de Mf contados

Onde IF corresponde ao indice fagocitico (%) e Mf corresponde aos macréfagos.

3.10 Selecdo da Espécie Vegetal

Entre os constituintes freqlientemente encontrados nas diferentes espécies de Ouratea
destacam-se os triterpendides, tais como a friedelina, com atividade anti-Ulcerativa, anti-
inflamatoria, anticonvulsivante, fitogénica e antitumoral (CHATUVERDI et al., 1974,
QUEIROGA et al., 2000; MONTEIRO et al., 2004).

A acdo antifagocitaria destes triterpendides, com inibicdo das funcbes de captura e
digestdo através da inibicdo de enzimas fagocitarias, em detrimento da geracéo de derivados
do oxido nitrico, sdo considerados como fundamentais para a expressao de sua atividade
antiparasitaria, levando-os a eliminar tanto formas promastigotas, quanto amastigotas
intrateciduais (TORRES-SANTOS et al.,, 2004). A inibicdo metabdlica causada pelos
triterpendides também se relaciona a inibicdo de topoisomerases e estdo vinculadas a agéo
antitumoral claramente evidenciada para espécies vegetais do género Ouratea (GRYNBERG
et al., 1994, GRYNBERG et al., 1998) e podem ser um atributo de qualidade na selegcdo de
futuras drogas inibidoras de fosfatases no controle da leishmaniose (BARRET et al., 1999).

Outro congtituinte freqiientemente encontrado no género Ouratea é a antranorina que,
a despeito de sua adtividade alergénica e fotossensbilizantes, apresenta atividades
antimicrobiana e antitumoral acentuadas (TURK et al., 2006). A amentoflavona que € uma
bis-apigenina, ou biflavondide, também é freglentemente encontrada no género Ouratea e
atua nos canais de ccio aumentando sua liberagdo. A este biflavondide, atribui-se, ainda,
atividade mutagenica, antiulcerogenica, antiinflamatéria (inibidor  especifico da
ciclooxigenase COX2), inibidor da fosfolipase A2, efeito neutralizador de veneno de
serpentes, antidiazepinica (camante), inibidora das moroxigenases relacionadas a
xenobi 6ticos arométicos cancerigenos (anticancerigena).

A evidéncia obtida de estudos anteriores sobre a atividade antinflamatéria, antitumoral
e antimicrobiana presente nos constituintes quimicos de algumas espécies do género Ouratea,
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nos estimulou a investigar o poténcial do extrato vegetal de O. cuspidata para o controle da
| el shmaniose tegumentar.

3.11 Obtencéo do Material Vegetal

As amostras de Ouratea cuspidata empregadas no presente trabalho, foram coletadas
na orla maritima do municipio Barra de Marica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foi feita
uma excicata da planta coletada que foi identificada pela botéanica Dr?. Luci Dicenna Vale.
Espécimes representativos da planta foram depositadas no Herbarium do Museu Naciona do
Rio de Janeiro-RJ. Brasil (N° 206313).

3.12 Obtencéo e Preparo dos Extratos Vegetais

Folhas secas de O. cuspidata (580g) foram pulverizadas e extraidas com hexano,
acetato de etila e metandlico por maceracdo em temperatura ambiente. O extrato foi
concentrado a vécuo para produzir os residuos A (29,69g), B (36,27g) e C (117,08g) hexano,
acetato de etila e metanol respectivamente. As fragOes secas da planta foram previamente
solubilizadas em PBS e esterilizadas por filtracdo através de membranas com 0,22mde
didametro de porosidade (Nalgene, USA). O materid solubilizado e esterilizado foi
identificado e acondicionado a temperatura de -20°C para 0 uso posterior nas diferentes
etapas dos ensaios biol 6gicos.

3.13 Andlise Estatistica dos Resultados

Todos os resultados apresentaram quatro repeticdo e foram apresentados como a
média + o erro padréo (MEP). Os valores médios foram avaliados quanto a significancia
estatistica através de ANOVA. As comparagdes multiplas dos dados pareados foram
realizadas através do teste T de Student, considerando como significativas diferencas entre os
valores com p<0,05.
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4 RESULTADOS

No presente trabalho foi possivel evidenciar os efeitos bioldgicos relativos aos
constituintes quimicos presentes em extratos de Ouratea cuspidata, com polaridade e ac&o
diferenciadas. Os resultados obtidos permitiram avaliar o potencial medicinal, sugerir um
provavel mecanismo de acdo para 0s congtituintes presentes nos extratos vegetais e
demonstrar que: @) 0 extrato metandlico apresentou maior potencia terapéutico, quando
comparado @m os demais extratos (acetato de etila e hexanico); b) o extrato metandlico
apresentou acéo anti-inflamatoria caracterizada pela perda da capacidade fagocitica de
macréfagos peritoneais de hamsters adultos (Cricetus cricetus); c)a viabilidade das células
hospedeiras foram mais afetadas pelas concentracbes mais elevadas do extrato metandlico que
as formas promastigotas de L. (V.) brazliensis, d) as concentracfes do extrato metandlico
mostraram-se atoxicas para as células hospedeiras e determinaram alteracdes morfol 6gicas em
promastigotas de L. brazliensis; e) as dteragdes morfoldgicas observadas foram
proporcionais a0 aumento da atividade do metabolismo enzimatico- mitocondrial parasitario;
f) as concentracbes mais baixas do extrato vegetal apresentaram maior atividade
antiparasitéria e agdo bioprotetora contra radicais livres que as doses mais elevadas do extrato
(hormese), permitindo uma estimativa do potencial terapéutico no tratamento das
manifestacOes cutaneas por Leishmania braziliensis

Os efeitos hiologicos de bioprotecdo, relativos aos extratos hexanico (OCH),
metandlico (OCMeOH) e acetato de etila (AcEt), foram comparativamente avaliados em
funcéo dos seus potenciais de eliminacdo de radicais livres. A determinacdo quantitativa dos
TBARS foi realizada de acordo com uma curva de gjuste, previamente estabelecida com um
padrédo comercial, de malonildialdeido (MDA) e foi expressa em nanoMoles (nM) de
MDAmML (Figura 4). A curva padrdo obtida apresentou grande reprodutibilidade, com R?
superior a 0,9 e tendéncia exponencial, com correlacéo direta entre a concentracdo de MDA
(TBARS) e a absorbancia observada a 532 nm.
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Figura 4. Curva padréo de malonildialdeido (MDA) gerada através da inducdo de radicais livres,
medidos espectrofotométricamente a 532nm frente a um padrdo de malonildialdeido
adquirido comercialmente (Fisher, USA, AC14861-1000). Os resultados representam a
média de quatro repeticdes adicionadas do erro padréo (p=0,01).

Nos ensaios de bioprotecdo, pela eliminacdo de radicais livres (Figura 5), ficou
evidente que o extrato OCMeOH, de polaridade intermediéria, apresentou atividade protetora,
com eliminagcdo de TBARS. Na concentragéo de 0,2 mg/mL houve a diminuigéo de 98% das
substéncias oxigénio-reativas. Nas concentracbes de 25 e de 60 mg/mL, entretanto, esta
atividade bioprotetora mostrou-se progressivamente diminuida, com a deteccdo respectiva de
71% e 24,4%. Os demais extratos avaliados ndo apresentaram acdo inibitéria da geracdo de
radicais livres nessas concentragbes. De outro modo, ficou evidente que todos os extratos
apresentaram potencial toxico, uma vez que induziram a formacéo de concentracOes elevadas
de radicais livres, quando adicionamos na concentracdo de 100mg/mL. A producéo de
TBARS foi entre duas a quatro vezes maior que a concentracéo de radicais livres produzidos
produzidos pelo sistema controle.
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Figura 5 Ensaio de reducdo de radicais livres com extratos de Ouratea cuspidata. Concentrages
diferentes do extrato metandlico (barras negras), do extrato hexanico (barras cinzas) e do
extrato acetato de etila (barras listradas) foram adicionadas a sistema biol 6gico gerador de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Os tubos foram lidos a 540 nm e a
concentracéo de TBARS determinada contra uma curva padrdo malonildialdeido (barra
branca) em nnoMoles por mL. Os resultados sGo a média de quatro repeticdes acrescidas

do erro padrdo (p=0,5). O circulo evidéncia a maior €ficiéncia bioprotetora da fracéo
metandlica em relacdo as demais.

A atividade antiinflamatéria da fragdo OCMeOH foi evidenciada pela inibicdo
crescente da capacidade de ingestéo de particulas de Zymozan por macréfagos peritoneais de
hamsters (Mf ) quando adicionados de diferentes doses de OCMeOH (Figura6). A atividade
macroféagica consistiu da contagem microscépica do nimero de células que havia fagocitado
trés ou mais particulas apds incubacdo por duas horas a 37°C, 5% CO, na presenca das
concentragdes de 2, 4, 8, 16 e 32 mg de OCMeOH por 10° Mf em 1 mL de meio RPMI-1640
(Difco, Inglaterra), na auséncia de aditivos, ou soro.

Os resultados foram comparados aos controles constituidos de M ndo tratados e
expressos em percentuais de atividade fagocitica.

A capacidade fagocitica, assm determinada, diminuiu drasticamente a partir da
exposicao & concentracdo de OCMeOH equivalente a 16 mg/10° Mf /mL, onde observouse
uma capacidade de ingestdo equivalente a 8% da capacidade fagocitica observada nos
controles (Mf néo tratados).
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Figura 6. Percentual de endocitose de pariculas inertes (Zymozan) em macréfagos peritoneais de
hamsters (Cricetus cricetus) tratados com diferentes doses do extrato metandlico de Ouratea
cuspidata (OCMeOH) durante duas horas a 37°C, 5% CO,, em comparagdo ao controle
constituido por células ndo tratadas. Os resultados estéo expressos como sendo a média de
quatro repeticdes por concentragdo analizada adicionados do erro padréo (p=0,01).

A exposicdo & concentragdo de 32 mg de OCMeOH/10° Mf /mL causou uma inibigdo
de 98% da capacidade fagocitica em relacdo ao controle. A perda da funcdo fagocitéria foi
irreversivel, uma vez que os macréfagos tratados com as doses limitantes do extrato vegetal,
guando lavados por centrifugacdes seqlienciais e adicionados em meio de cultivo livre de
aditivos, na presenca de soro fetal bovino inativado, n&o recuperaram suas fungdes
metabolicas.

A presenca de alteracdes morfolégicas e a viabilidade relativa das células
hospedeiras (Mf ) foi comparativamente avaliada em relagcdo as formas promastigotas de L.
brazliensis (L566) frente a diferentes concentragdes de OCMeOH (Figura 7).
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Figura 7. Viabilidade (A) e alteragbes morfoldgicas (B) de promastigotas de Leishmania brazliensis
(L566) e de macrofagos peritoneais (Mf) de hamsters (Cricetus cricetus) frente a
diferentes concentragdes do extrato metandlico de Ouratea cuspidata. Os pontos
assinaados representam a média de quatro observaces adicionadas do erro padréo. As
diferencas foram andisadas através de ANOVA, sendo considerados significativas
quando p=0,05.

A viabilidade e alteracGes morfol 6gicas foram avaliadas através do ensaio de excluséo
do azul de Trypan Cl 23850 (J.T. Baker Chemical Co. , USA). As células coradas foram
guantificadas hemocimetricamente sob aumento de 400x em microscépio éptico comum BX-
41 (Olympus, Japao). Nesse ensaio foi observado que as formas promastigotas permaneceram
viaveis em todas as concentracdes de OCMeOH, as alteracdes morfoldgicas apareceram a
partir da exposicdo a concentracdo equivalente a 2 mg/10° L566/mL. A exposicdo as
concentragdes de 8, 16 e 32 mg de OCMeOH/10° L566/mL, respectivamente causou a
deformacdo de 62%, 78% e 98% das células que perderam suas caracteristicas de forma,
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tornando-se totalmente redondas, mas ainda com flagelos, sugerindo trataremse de células
defectivas e ndo de formas amastigotas (Figura 8).

Figura 8. Fotomicrografia de promastigotas de L. brazliensis (A), e a correspondente representacéo
gréfica (B), em ensaio de viabilidade celular pela exclusdo do Azul de Trypan. As células
apresentaram-se arredondadas, evidenciando o pleilomorfismo induzido pelo tratamento
por 4 horas com 8mg/mL de extrato metandlico de O. cuspidata para cada 10°
promastigotas. Microscopia convenciona: aumento de 1000 x. As células do controle (C)
sem ateracOes morfol 6gicas. Microscopia convenciona: aumento de 400X. A notagéo F
na representacdo gréfica corresponde ao flagelo parasitario.

A viabilidade das células hospedeiras (Mf ) foi mais afetada quando comparadas com
as promastigotas (L566). Nas concentragdes de 2 e 4 OCMeOH/10° Mf /mL somente 1% das
células ndo se apresentavam viaveis. A viabilidade dos Mf , diminuiu gradativamente a partir
da exposicdo & concentragdo de OCMeOH equivalente a 8, 16, 32 mg/10° Mf /mL, onde
observouse viabilidade de 87%, 78% e 70%, respectivamente. Em relagdo a alteracOes as
morfolégicas os Mf foram menos afetados que as L566. As ateracdes foram visualizadas
somente em Mf tratados com as doses iguais ou superiores a 4 mg de OCMeOH/10° Mf /mL
nesta concentragdo 7% das células apresentaram alguma ateracdo morfolégica. Nas
concentragdes de 16 e 32 mg de OCMeOH/10° Mf /mL as alteracdes morfoldgicas foram
compativeis com as ocorrentes em processos apoptoticos, com fragmentacdo nuclear,
aparecimento de bolhas citoplasmaticas e fragmentacdo celular (Figura 9). Nas concentragdes
de 16 e 32 mg de OCMeOH/10° Mf /mL foram observadas alteracbes em 40% e 62%, dos
Mf tratados, respectivamente.
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Figura 9. Macréfagos corados pela Hematoxilina-Eosina.. As células apresentaram-se com alterages
morfolGgicas compativeis com processos apoptéticos induzido pelo tratamento por 2
horas com 32mg/mL de extrato metandlico de O. cuspidata para cada 10° macr6fagos (A).
Células controle sem ateraces morfol 6gicas (B). Microscopia convenciona: aumento de
1000 x.

A atividade enzimética mitocondrial das formas L566 e dos Mf , foi aferida através do
ensaio de desdobramento do azul de Tetrazélio (MTT), onde esse substrato foi convertido em
cristais de formazana pelas desidrogenases mitocondriais celulares, apds exposicdo, por 24
horas, a diferentes ancentragdes de OCMeOH (Figura 10). Os resultados indicaram haver
ateracdo das funcdes mitocondriais nos Mf tratados, que apresentaram diminuicdo da
capacidade de desdobrar o metiltetrazdlio em cristais de formazanas pelos (Mf) tratados,
guando comparados com o controle (Mf n&o tratados) (Figura 10B). Nesse caso, a atividade
mitocondrial foi gradativamente afetada, sendo diretamente relacionada a0 aumento das
concetragcbes de OCMeOH. Foi observada uma diminuicdo da atividade enzimatica
intracelular em 13,51%, 33,7% e 51,35%, nos tratamentos com 8, 16 e 32 mg de
OCMeOH/10° Mf /mL .

Embora as L566 também tenham sido afetadas pelo tratamento, tal efeito ndo
apresentou correlacdo direta entre a dose de OCMeOH e a diminuicdo da atividade enzimatica
(Figura10A).
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Figura 10. Medidas de Absorbancia da atividade enzimética mitocondrial em promastigotas de
Leishmania (Viannia) brazliensis (L566) (A) e de macréfagos peritoneais (Mf) de
hamsters (Cricetus cricetus) (B), através da dosagem de cristais deformazanas, geradas
pelo desdobramento fisiolégico do brometo de metiltetrazlico (MTT), apOs exposi¢éo
por 24 horas a diferentes concentracbes do extrato metandlico de Ouratea cuspidata
(OCMeOH). N= 5 (p=0,05).

Embora tenha havido uma diminuicdo de 26% da atividade mitocondrial parasitéria
em L566 tratadas com 4mg/10° L566/mL, em relacdo ao tratamento com 2 mg/10° L566/mL,
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a atividade mitocondrial das promastigotas foi sempre superior a atividade detectada nas L 566
ndo tratadas (controle), sugerindo terem sido a uma aceleracd metabdlica induzida pelo
tratamento com OCMeOH (Figura 10A). Nas concentragdes 8, 16, 32 mg de OCMeOH/10°
L566/mL houve um aumento de 220%, 389% e 480%, respectivamente, na atividade
enzimética parasitéria. O aumento na atividade metabdlica mitocondrial evidenciado nas
formas L566 apresentou correlacéo direta com o aumento das taxas de proliferacdo celular
observado nas avaliages do crescimento de promastigotas frente as mesmas concentracdes de
OCMeOH (Figurall), sugerindo que constituintes do extrato possam afetar mitose parasitéria.
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Figura 11. Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania (Viannia) brazliensis
(L566+OCMeOH) em meio axénico bifasico (NNN) adicionado de 16 mg/mL de
extrato metandlico de Ouratea cuspidata (OCMeOH), em relagdo ao sistema controle
(L566) congtituido de promastigotas ndo expostas a0 extrato. Os resultados expressam a
média de quatro observactes turbidimétricas, adicionadas do erro padréo ( p=0,01).

A avaliacdo das ateracOes morfofisiologicas presentemente detectadas sugeriu que
OCMeOH exerca efeitos distintos para ambos, células hospedeiras e promastigotas. Tal
possibilidade foi corroborada através de ensaios de bioprotecdo in vitro, nos quais
comprovouse que as doses atoxicas para as células hospedeiras corresponderam aquelas que
melhor eliminaram substancias oxigénio-reativas ocorrentes pela inducdo artificial de TBARS
em membranas eritrocitarias, através de mecanismos ndo enzimaticos (Figuras 5 e 12).
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Figura 12. Percentual de bioprotecdo contra a geracdo de radicais livres por diferentes concentragGes
da frac&o metandlica de Ouratea cuspidata (OCMeOH). Os resultados representam a média
de quatro repeticbes de ensaios realizados “in vitro” onde as diferentes concentragdes do
extrato vegetal foram adicionadas sobre sistema gerador de substéncias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS).

Neste experimento, foi confirmada a agdo bioprotetora em doses decrescentes de OCMeOH,
onde a concentracdo de 0,2 mg/mL foi capaz de proteger 98% das membranas quanto a
formacao de peroxidos de lipideos e formacdo de TBARS. A concentracdo de 100 mg/mL
(500 vezes maior) induziu a formagdo de TBARS adicionais no sistema, que apresentou
concentracdo de radicais livres 1,3 vezes maior que o sistema de experimental utilizado. As
concentragbes de 25 mg/mL (125 vezes maior) e de 60 mg/mL (300 vezes maior),
apresentaram percentual de bioprotecdo de 71% e 24%, respectivamente. Sugerindo ter
ocorrido o efeito farmacol 6gico, comum em plantas com atividade medicinal, denominado de
hormese, onde as doses mais baixas de um extrato exercem efeito bioldgico terapéutico mais
pronunciado que as concentragcBes mais elevadas, que tendem a gerar efeitos toxicos (Figura
13). O efeito antiparasitario mais expressivo ndo foi associado a morte celular, mas a
ateracbes morfolégicas e desacoplamento das funcbes enziméticas- mitocondriais
(energéticas), que ocorreram em doses nas quais ndo foram observadas alteracOes
significativas nas células hospedeira (Figuras 7 e 10). Assim foi possivel calcular um indice
terapéutico provavel para os flavondides de O. cuspidata, que sdo as estruturas quimicas
encontradas em maior concentracdo nos extratos que apresentaram acdo antiparasitéria para
promastigotas de L. brazliensis. Para tanto, foram utilizados dois cdculos. o primeiro,
levando em consideracdo que a paralisacdo metabdlica observada nos macrofagos tratados
seria um efeito toxico e o segundo, tomando as ateragdes morfoldgicas nos parasitos como
par@metro comparativo. A dose do extrato capaz de paralisar metabolicamente as células
hospedeiras foi inferior aguela necessaria a0 desacoplamento efetivo do metabolismo
mitocondrial parasitario (figura 10). De outro modo, a ocorréncia de alteracbes morfol 6gicas
originou um indice terapéutico (IT) igua ou superior a 4 (IT=4), tendo-se em conta as
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concentraces de extrato capazes de exercer uma acdo antiparasitaria efetiva para 62% das

promastigotas (ED62%) e aquelas capazes de causar alguma alteracdo morfol dgica detectével
(sinais de apoptose) em 62% (L D62%) dos macréfagos.
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Figura 13. Curva de regressdo linear evidenciando a hormese bioprotetora obtida pela adicdo da
fracdo metandlica de Ouratea cuspidata (OCMeOH) sobre sistema biolégico sujeito a
inducdo de radicais livres reativos ao acido tiobarbitlrico (TBARS). Os resultados estdo
representados como a média de quatro repeticdes acrescidos do erro padrdo (p=0,01).
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5DISCUSSAO

A leishmaniose € atualmente, considerada uma das sete endemias mundiais de
prioridade absoluta para a Organizagdo Mundia de Salde (OMS). Esta parasitose afeta cerca
de 12 milhdes de pessoas no mundo. Estima-se, portanto, que entre 1 e 2 milhdes pessoas
venham a ser infectadas anualmente, no Brasil e nos paises da América Latina (PEARSON &
SOUZA, 1996; AZULAY & AZULAY, 1997). Ha uma preocupacdo crescente com O
aumento da incidéncia de casos de leishmaniose clinicamente diagnosticada, por conta de que
as diferentes manifestacOes clinicas da doenca deixaram de estar tipicamente restritas a
florestas e areas desmatadas, ocorrendo, também, nas cidades do perimetro urbano
(CAMARGO et al., 2003).

O tratamento contra a leishmaniose baseia-se no uso de antimoniais e de anfotericina
B. Os principais problemas encontrados no uso destas quimioterapias sdo os efeitos adversos
severos (mialgia, pancresatite, insuficiéncia renal, neuropatias periféricas, hepatotoxicidade e
cardiotoxicidade) (SABROZA et al., 1992). Além disso, existe um nimero crescente de
pacientes que ndo respondem mais as drogas devido a problemas de imunossupressao, tais
como aquela devida a infecgBes pelo virus da imunodeficiéncia adquirida em humanos (HIV)
KARP et al.(1996) ou pela resisténcia decorrente de subdosagens, ou respostas do parasito ao
ambiente, em funcdo do desenvolvimento coevolutivo, que ocorre nas especies parasitarias
preval entes nos ambientes sob constante modificacdo. Por conta disso, pode-se afirmar que ha
uma necessidade urgente de se descobrir novos compostos, de menor toxidade e de custo
reduzido em relacdo aos medicamentos atual mente utilizados.

Atualmente, existem poucos compostos leishmanicidas oriundos de plantas.
Infelizmente, nenhum destes se encontra em fase de desenvolvimento, tornando
imprescindivel que se amplie o nimero de principios ativos “candidatos’, que poderdo entrar
em fase de desenvolvimento de novos farmacos e imunomoduladores, Uteis no tratamerto e
no controle da lel shmaniose nos Varios nivels em que a doenca se manifesta.

Baseados no conhecimento tradicional sobre as propriedades terapéuticas de algumas
plantas, desenvolveramse alguns dos mais valiosos medicamentos utilizados na medicina,
entre os quais destacam-se os digitdlicos, a quinina, a morfina, a atropina, a aspirina, entre
outros (AMORIM et al., 2003; SIMOES, et al., 2003).

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que déo origem a diversos
grupos de substancias, tais como acaldides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos e poliacetilenos, cujas atividades biologicas tém sido estudadas, por
conta da sua aplicagdo popular sob a forma de emplastos, infusos e acolaturas. Assim, muitas
das atividades medicinais atribuidas a extratos brutos vegetais podem ser determinados por
compostos que, em funcdo da ocorréncia das substancias com atividade biolégica definida,
através de interacOes sinérgicas, aditivas, ou mesmo antagonistas, podem definir atividades
que, até pouco tempo, eram desconhecidas (COWAN, 1999; CLARKE et al., 2001; SIMOES
et al., 2003; SOUZA et al., 2003). Tais substancias sdo produzidas pelas plantas como
mecanismo de defesa contra predadores tais como fungos bactérias, parasitos, insetos,
moluscos ou mesmo animais superiores (LIMA, 2001; NERO et al., 2003). As plantas
produzem e estocam os produtos do metabolismo secundario em segmentos anatbmicos,
tornando, assim, a distribuicdo de substancias bioativas concentrada nas folhas, caules, raizes,
flores ou sementes (MALHEIROS & PERES, 2001).

Recentemente, muitos produtos do metabolismo secundario das plantas tem sido
estudados por apresentarem atividades leishmanicida (KAY SER et al., 2000; SAUVAIN et
al. 1996, BARATA et al., 2000; DELORENZI et al., 2001; TORRES-SANTOS et al., 1999;
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CAMACHO et al., 2000). Dentre estas, destacam se as nafitoquinonas, ligninas, neoligninas,
alcaldides, chalconas e triterpendides. No presente trabalho, procuramos estudar a atividade
farmacol 6gica e antiparasitaria de uma Ochnaceae, cuja aplicacdo etnofarmacol 0gica reporta-
se a atividade antiinflamat6ria, antirreumaética, hepatoprotetora, antitumoral e, até mesmo,
antimaéarica (PAULO et al., 1986; ROMING et al.,1992; GRYNBERG et al., 1994,
GRYNBERG et al., 1998). Selecionamos espécimes de Ouratea cuspidata, naturalmente
ocorrentes na regido costeira da Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro (Maricd), dos
guais ndo se tem, até o presente, nenhum estudo biolégico realizado. Foram preparados
extratos particionados de folhas secas e granuladas de O. cuspidata, contendo substancias de
diferentes polaridades em sua composicdo. Assim, foram obtidas as fragGes hexanica (OCH),
a metandlica (OCMeOH) e de acetato-de-etila (AcEt) que foram utilizadas no presente
estudo.

Os extratos e as identificacOes fitoquimicas dos espécimes de Ouratea cuspidata
foram feitos pelo doutorando do Curso de Pos Graduacdo em Quimica Organica , Luciano
Ramos Suzart sob a orientacéo do Professor Mario Geraldo de Carvalho, no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais, Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas da
UFRRJ, que indicou, em sua composicdo, a ocorréncia abundante de flavondides,
bioflavondides, isoflavondides, flavondides glicosideos, cloro-isoflavondides, ligninas,
ditertenos, triterpenos e esteréides também presentes em outras espécies do género Ouratea
(MOREIRA et al., 1994; FELICIO et al., 1995; VELANDIA,1997; VELANDIA et al., 1998;
MBING et al., 2003) (Tabela. 1).
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Tabela 1. Grupos quimicos de substancias biologicamente ativas presentes em extratos de
diferentes espécies do género Ouratea

Grupos quimicos Espécie Referéncia

Bi-isoflavondide O. hexasperma MOREIRA et al, 1994.
Isoflavonoide
Triterpenos

Biflavonas O. spectabilis FELICIOet al, 1995.

Triterpenos O. semiserrata VELANDIA, 1997, 1998.
Esterdides

Biflavondides

Flavondides glicosideos

Cloro-isoflavondide

Nor-isoprendides

Ligninas

Diterpenos

Triterpenos O. floribunda CARVALHO et al, 2000.
Biflavondides O. multiflora FELICIO et al, 2001.
Biflavonoides O. flava MBING et al, 2003.

Os flavonoides séo capazes de inibir in vitro a peroxidagéo de lipideos, a agregacéo de
plaquetas, a permeabilidade capilar e a atividade de enzimas, incluindo ciclo-oxigenases e
lipoxigenases. Esses efeitos sGo devido a sua capacidade de remover radicais livres e de
guelar cétions divalentes (BRODY, 1994). Nos Ultimos anos, o interesse pelas propriedades
farmacol égicas e bioquimicas destes compostos aumentaram, principalmente pela sua acéo
antioxidante e antiflamatéria (RIOS, et al., 1974, FORMICA & REGELSON, 1995
HARBONE & WILLIAMS, 2000).

Recentemente, um estudo da atividade antiinflamatoéria dos flavondides, atribuiu a

acdo antioxidante destes, a diminui¢do da capacidade fagocitéria evidenciada em neutréfilos
circulantes (KANASHIRO et al., 2004). Nesse caso, os radicais de oxigénio, normal mente
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gerados durante o catabolismo respiratério (explosdo respiratéria), teriam sua producdo
aumentada nas células fagociticas normais, que passariam a gerar uma quantidade muito
superior de derivados do dxido nitrico ampliando as concentracbes normalmente induzidas
pel os processos inflamatérios gerais, ou por infecgdes virais e bacterianas.

Na literatura, sdo inimeras as publicacbes que atribuem aos flavondides e terpendides
a atividade de bioprotecdo contra radicais livres. Os terpendides e compostos esterdides séo
largamente distribuidos no reino vegetal que exibem, também, efeitos anticonceptivo,
antiflamatdrio, antimicrobiano e tripanocida (RIOS, et a., 1988; BLOCK et al., 1998 a b;
BRESCIANI, 2003; SARTORI et al., 2003; BRESCIANI et al., 2004). Por conta disso,
iniciamos nossas observages pela avaliagdo do potencia bioprotetor dos extratos de folhas
de O. cuspidata. Nos ensaios de bioprotecdo, os diferentes extratos, nas concentragoes
crescentes de 0, 0,2, 25, 60 e 100mg/mL, foram adicionados sobre um sistema gerador de
radicais livres A atividade bioprotetora foi avaliada de acordo com a eliminacdo de radicais
livres nos sistemas de produgdo quimica de substancias reativas ao acido-tiobarbiturico.

Os resultados obtidos indicaram existir uma clara diferenca na atividade bioprotetora
das preparacOes testadas. Ficou evidente que a fragdo OCMeOH, em concentragoes
relativamente baixas (0,2 mg/mL) mntinha entre seus componentes, substancias capazes de
proteger o sistema bioldgico, através da diminuicdo significativa da producéo de substancias
oxigénio-reativas, chegando a proteger em 98% as membranas eritrocitarias expostas a
geradores de peroxidagdo lipidica e formagdo de malonildialdeido (MDA) (Figura 5). Nas
concentracfes de 25 e de 60 mg/mL, entretanto, esta atividade bioprotetora se mostrou
progressivamente diminuida, com a deteccdo respectiva de 71% e 24,4%, sugerindo a
existéncia de antagonistas capazes de diminuir a intensidade do efeito bioprotetor. Na
concentracdo de 100 mg/mL, provavelmente em funcdo do aumento da concentracdo dessas
substancias, observouse 0 aumento da quantidade de radicais livres nos sistemas tratados,
indicando ter havido a gerac8o de novos radicais toxicos em funcdo da adi¢do do extrato ao
sistema. Do mesmo modo, os demais extratos avaliados (OCH e OCEtAC) ndo apresentaram
acdo inibitoria da geracdo de radicais livres. Ao contrario, foram geradores de radicais toxicos
quando aplicados ao sistema biologico. Tais resultados foram sugestivos de que a fragcéo
OCMeOH concentra flavonddes e terpendides que, provavelmente, ndo se encontrem nas
outras fracoes.

Observourse, também, que macréfagos peritoneais (Mf), quando tratados com a
fraggo OCMeOH, apresentaram uma forte diminuicdo na sua capacidade de ingestéo de
particulas inertes (Zymozan). A drastica diminuicdo (92%) observada a partir da exposi¢éo a
concentracd de OCMeOH equivalente a 16 mg/10° Mf /mL, e 98% quando os fagécitos
foram expostos & concentracdo de 32 mg de OCMeOH/10° Mf /mL (Figura 6). Esses dados
corroboram com agueles encontrados por Kanashiro et al. (2004), no que tange a supresséo do
potencia fagocitico induzida por flavondides, gerando resultados diretamente relacionados a
diminuicdo de radicais livres (acdo antioxidante), uma vez que nas concentracfes testadas o
extrato apresentou atividade bioprotetora, inibindo a geragéo de radicais livres. A inibigdo do
potencial fagocitico em células hospedeiras pode, também, estar relacionada a inibicdo de
monoxigenases independentemente da concentracdo de radicais livres (LANDOLFIR et al.,
1984).

Resultados semelhantes foram obtidos por Torre-Santos et al., (2004) que, estudando
extratos de Pourouma guianensis (Moraceae) para avaliacdo da atividade leishmanicida,
observaram que 0s terpendides presentes causaram inibicdo da capacidade fagocitica,
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dependentemente da concentracdo de radicais derivados do Oxido nitrico. Assim, o efeito
imunomodulador, provavelmente também associado a presenca de terpendides, em
concentracOes capazes de causar a diminuicdo de derivados oxigénio-reativos (RECIO et
al.,1989). Sugere que os flavondides e terpendides de Ouratea presentes na fragdo OCMeOH,
possam ter atividade anti-fagocitaria inversamente relacionada a0 aumento na geracéo de
radicais livres.

De maneira similar ao que presentemente foi observado, Torres Santos et al. (2004)
avaliaram a atividade leishmanicida de triterpendides isolados de Pourouma guianensis e
verificaram que o extrato hexano nd demonstrou nenhuma atividade na inibicdo de formas
promastigotas de L. amazonensis. Ambos, 0s nossos resultados e os resultados obtidos por
Torres-Santos et al.(2004) apontam para provaveis diferencas na composicdo dos extratos
com atividade anti-parasitéria, relacionada com grupos distintos de substéncias bioativas.
Assm, as substéncias presentes nas fracGes hexénicas de plantas com potencia
antiparasitario, ndo exerceriam qualquer efeito sobre a modulacdo da fagocitose, bioprotecéo
contra radicais livres e acdo leishmanicida, mas teriam grande relevancia em tratamentos de
parasitoses intra-eritrociticas, tais como na malaria onde, aparentemente, seriam mais
eficazes. Este indicativo corrobora com os achados de Estevam et al. (2005) que verificaram
gue somente as fragdes hexanicas de Ouratea nitida apresentaram atividade antimalarica,
sugerindo que os Plasmodium sdo afetados de maneira distinta dos protozoérios do género
Leishmania.

Entre as substéncias os flavondides e terpendides presentes no género Ouratea,
destacam-se a friedelina, a antranorina e a amentoflavona (Figura 14) por serem as estruturas
mais frequentemente encontradas no género. A fridelina (Figura 14-A), quando testada sobre
formas promastigotas de Leishmania amazonensis (TORRES-SANTOS et al., 2004), ndo
demonstrou atividade inibitoria sobre o crescimento parasitario. Camacho et al. (2000),
similarmente, ndo detectaram atividade significativamente leishmanicida quando expuseram
promastigotas de L. donovani a friedelina. No presente estudo, as substancias presentes na
fracdo metandlica de O. cuspidata ndo apresentaram atividade inibitoria sobre o crescimento
de formas promastigotas de L566 (Figura 11). As promastigotas expostas a0 extrato
permanecerem vidvels em todas as concentragdes, o que foi aferido pela técnica do azul de
Trypan (Figura 7A). A viabilidade dos Mf , por sua vez, diminuiu gradativamente a partir da
exposicio a concentragio de OCMeOH equivalente a 8, 16 e 32 mg/10° Mf /mL, onde se
observou viabilidade de 87%, 78% e 70%, respectivamente, sugerindo existirem substancias
toxicas ndo seletivas, nao permitindo, assim, uma estimativa do possivel indice terapéutico
com base na acdo parasiticida do extrato OCMeOH. De outro modo, a agdo antiparasitaria
pode ser exercida por ateracdes metabdlicas passiveis de gerar modificagdes morfol gicas
importantes, causando proliferacdo abortiva e interrupcéo do ciclo bioldgico parasitario. Os
resultados relacionados com as alteracbes metabdlicas foram divergentes, indicando que o
extrato possa interferir distintamente no parasito e nas células hospedeiras. Entretanto, o
indice terapéutico negativo (inferior a 1) observado, sugere que 0 extrato possa exercer um
efeito imunotéxico em fagécitos. A paralisacdo metabdlica dos macrofagos interrompe a
mediacdo das respostas inflamatorias iniciais, 0 processamento antigénico, a apresentacdo de
antigenos parasitarios e afeta a quimiotaxia necessaria para a manutencéo da homeostasia
celular no sangue circulante dos animais. Além disso, como a paralisacdo metabdlica parece
ser exclusiva para fagocitos, é possivel que a distribuicdo dos constituintes presentes no
extrato bruto testado possa exercer outros efeitos leucopénicos indesgéaveis, com
comprometimento dos processos inflamatérios gerais. Uma vez que o parasito pode
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compartilhar diversas vias metabdlicas com outras células eucaridticas, este efeito citotoxico
criticamente importante, sugerindo cuidados em uma futura aplicagéo terapéutica ou clinica.

Foram detectadas alteracGes morfolégicas nas promastigotas L566 em todas as
concentragcoes testadas do extrato metandlico, sugerindo que as substéncias presentes no
extrato possa interferir na geracdo de formas parasité&rias abortivas (Figura 7B). As
promastigotas perderam suas caracteristicas de forma, tornando-se totalmente redondas, mas
ainda com flagelos, o que sugere tratar-se de células defectivas e ndo de formas amastigotas.
Em relagdo as alteracbes morfoldgicas os Mf foram menos afetados que as L566. As
ateragbes foram visuaizadas somente em Mf tratados com as doses iguais ou superiores a
4mg/10° Mf/mL, onde foram observadas lesdes celulares tipicas de apoptose, com
fragmentacdo nuclear, aparecimento de bolhas citoplasméticas e fragmentacdo celular, no
processo de morte celular natura ou programada, corroborando com as alterages na
permeabilidade celular observadas nos ensaios de viabilidade celular.

A apoptose é um processo natural de morte celular que obedece a um programa pré
determinado de eventos que culminam com a formagdo de corpos apoptéticos, os quais
posteriormente seréo fagocitados (SCHWARTZ & OSBORNE, 1995). Tais efeitos sdo, via de
regra associados a ateractes do metabolismo mitocondrial da célula afetada.

A mitocondria é uma organela alvo nas diversas espécies b género Leishmania de
varias substancias parasiticidas de diversas origens, tais como a pertamidina (CROFT &
BRAZIL, 1982; LANGRETH et al., 1983), paramomicina (MAAROUF et al., 1997),
licochacona A (CHEN et al., 1993) e dihidroximetilchalcona (TORRES-SANTOS et al.,
1999).

Varios trabalhos sugerem que diversos produtos de origem vegetal atuam na
mitocdndria das formas promastigotas de Leishmania, tal como ocorre em tratamentos do
parasito com chalconas oxigenadas (ZHAI et al., 1995). Delorenzi et al. (2001), também
verificaram ateragcOes mitocondriais apos a exposi¢ao das formas promastigotas e amastigotas
de L. amazonensis a alcal 6ides inddlicos purificados, obtidos a partir de extratos de Peschiera
australis (Apocinaceae). AlteracOes nessa organela foram detectadas em promastigotas de L.
amazonensis submetidas ao tratamento com chalconas purificadas de Piper anduncum
(TORRES-SANTOS et al., 1999). O presente estudo, sugere ndo ter ocorrido ateracdes da
membrana mitocondrial produzidas por inibi¢&o do metabolismo enzimético, mas, de maneira
contréria, ocorreu uma aceleracdo metabdlica induzida pelo tratamento com OCMeOH
(Figura6A). A capacidade de desdobrar o metiltetrazolio (MTT) em cristais de formasana foi
aumentada nas concentrages 8mg/10°L566/mL, 16mg/10°L566/mL e 32mg/10°L566/mL,
respectivamente.

32



H,C OH

i

CH,

oH

3B

Figura 14. Formula estrutural de alguns dos constituintes mais frequentemente identificados em
plantas do Género Ouratea: 3A — Friedelina, 3B- Antranorinae 3C - Amentoflavona. Os
grupamentos quimicos reacionais estéo destacados em vermel ho.

O aumento na atividade metabdlica mitocondrial evidenciado nas promastigotas que
foi aumentada nas concentracdes 8, 16, 32 mg de OCMeOH/10° L566/mL em 220%, 389% e
480%, respectivamente, quando comparadas ao controle L566 apresentou correlacéo direta
com 0 aumento das taxas de proliferacéo celular observado nas avaliages do crescimento de
promastigotas frente as mesmas concentractes de OCMeOH (Figura 11).

Embora a presenca corstante de antranorina (Figura 14B) nos extratos de plantas do
género Ouratea, também segja sugestiva, pode-se afirmar que ndo houve participacdo desta
substancia nos efeitos observados. A antranorina  (3-Hidroxi-4-(metoxicarbonil)-2,5-
dimetilfenil-3-formil-2,4-dihidroxi-6- metilbenzoato) € o principal constituinte do género que,
a despeito de seu potencial aergénico (toxico), apresenta atividades antimicrobiares, atua na
sintese macromolecular, interfere na cadeira respiratoria, desacoplando a transferéncia de
elétrons e interferindo na fosforilagdo oxidativa celular (SANDBERG & THUNE, 1990). Esta
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substéncia expressa sua atividade imunorregulatéria através de sua intensa atividade
alergénica, provocando aergia respiratoria, fotossensibilizacdo e dermatite de contato que,
ocorre em minutos apos a exposicao ao extrato. Ocorre, nesse caso, a liberagdo de histamina
com consequente contracdo da musculatura lisa e aumento da permeabilidade vascular
(edema). Os sintomas mais comuns de reagcBes toxicas induzidas pela antranorina séo
vermelhid&o, inchago, calor e dor no local de aplicagdo. De outro modo, uma vez que sua
atuacdo sobre a fosforilagdo oxidativa decorre de sua intensa lipossolubilidade, que a
predispde para a passagem através da membrana mitocondrial interna, onde sequestra prétons,
geraradicais livres e inibe a ATPase. Sua presenca na fragcdo metandlica, portanto, deve ser
descartada. Sua auséncia na fragdo OCMeOH foi confirmada através de andlises fitoquimicas
dos extratos testados, 0 que também justifica a ndo interferércia dessas preparagdes vegetais
sobre a inibicéo da atividade mitocondrial parasitéria

As alteracdes morfoldgicas observadas nas promastigotas de L566 tratadas com
OCMeOH caracterizaramse pela presenca de diversas células com mitose incompleta,
decorrente da ndo separacdo entre promastigotas durante a fase de multiplicacéo por fisséo
binéria, e pela presenca de formas promastigotas com dois flagelos, sugerindo uma possivel
interferéncia sobre as topoisomerases parasitarias. Tais efeitos podem decorrer da
interferércia de bi- flavondides (Figura 14C) que apresentam potencial acdo antiinflamatoria,
antitumoral e antiparasitaria (SUZUKI et al, 1999; GRYNBERG et al., 2002). Estas
substancias séo bis-apigeninas que atuam nos canais de Calcio, aumentando sua liberacéo,
inibindo as caspases (inibem a apoptose e a necrose), sendo, portanto, bioprotetoras,
mitogénicas, antiulcerogénicas, antiinflamatorias (inibidoras especificas da ciclooxigenase
COX2), inibidoras da fosfolipase A2, antiofidicas, antidiazepinicas (camantes) e inibidoras
das monooxigenases rel acionadas a xenobi6ticos aromaticos cancerigenos (anticancerigenas).

Embora uma planta possa conter uma variedade de metabdlitos secundario, genas
compostos em maiores concentragtes sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica. A
analise de substancias ativas € muito complexa e longa, jA que compostos presentes em
menores quantidades na planta sGo o0s que apresentam melhores efeitos bioldgicos
(CECHINEL FILHO & YUNES, 2001; MALHEIROS & PERES, 2001).

No presente ensaio se pdde notar uma intensa atividade biol 6gica associada aos efeitos
atribuidos a bis-apigeninas (flavondides), com marcante efeito sobre a proliferacdo parasitéria
e concomitante efeito antiinflamatério decorrente da paralisagdo metabdlica nas células
hospedeiras. Nesse contexto, a atividade antiparasitaria exercida pelos constituintes presentes
no extrato OCMeOH estariam relacionados a inibicdo da fagocitose dos parasitas que, por
ndo penetrarem ativamente nas células do hospedeiro, estariam mais expostos aos efeitos
locais da droga sobre as topoisomerases parasitarias, levando a formagcdo de formas
defectivas, ndo infectantes que teriam sua proliferacdo no local de infeccdo comprometida.

O céculo do potencia terapéutico, tendo como base o aparecimento de alteracbes
morfol 6gicas importantes evidenciou um indice terapéutico positivo (IT=4). Este resultado €
indicativo do potencial antiparasitério dos flavondides presentes em O. cuspidata e carece de
estudos mais aprofundados afim de que sgiam identificados futuros f&rmacos a serem
empregados na terapéutica e(ou) controle da LTA.

Do mesmo modo, a agdo imunotoxica, observada em Mf expostos as doses mais

elevadas, pode estar relacionada aos efeitos decorrentes da agdo de bis- flavondides sobre as
ciclo-oxigenases dos fagécitos do hospedeiro. Esta possibilidade parece ser a mais plausivel,
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uma vez que o fendmeno de hormese (Figura 13), evidenciado pela bioprotegdo ocorrida nas
células hospedeiras expostas as menores doses do extrato vegetal (Figura 12), sdo
caracteristica deste grupo de substancias com atividades medicinais (KLAASEN &
WATKINS I, 2003).

A acdo inibitéria especifica para as ciclooxigenases COX2 é bastante comum am
plantas medicinais que apresentam atividade anti-inflamatéria (HAYES, 2001). Os
medicamentos conhecidos como anti-inflamatérios, 0s quais sdo, na maioria das vezes
antipiréticos e analgésicos, sdo divididos em dois grandes grupos: os derivados da cortizona
(corticoides, ou esteroides) e anti-inflamatorios ndo hormonais.

O principal mecanismo de a¢8o dos anti-inflamatorios ndo esteroidais ocorre pela
inibicdo de um sistema enzimatico denominado de ciclo-oxigenase (COX), responsavel pela
sintese dos diferentes tipos de prostaglandinas (PG). Existem duas isoformas de COX,
denominadas COX1 e COX2, respectivamente. A inibicdo da COX1 seria responsével por
efeitos colaterais relacionados a hemorragia géstrica e irritagdo das mucosas. Este problema
tornou necess&ria a busca de novas substancias capazes de regular a COX2, que seria a
isoforma responsdvel pela geracdo de PG que combateria especificamente a inflamag&o.
Assim, os inibidores seletivos de COX2 seriam capazes de evitar os efeitos toxicos
decorrentes da acdo de inibidores ndo seletivos, ou especificos para COX1. Nosrinsa COX 2
regula a excregéo de sais pela renina, o volume circulante e a homeostasia da presséo arterial,
mas inibem significativamente a formagao de prostaciclina, afetando a producdo de plaquetas
circulantes, podendo predispor ao individuo susceptivel (idosos e cardiacos) a eventos
tromboaticos, ou definindo quadros de hipertensdo arterial. Em fémeas, a inibicdo da COX2
pode afetar a ciclagem hormonal, causando amenorréias secundérias e afetando a fertilidade.
A OMS, considerando os riscos de acidente vascular cerebral, trombose e enfarte obstrutivo
do miocérdio pelo uso indiscriminado de preparacfes vegetais brutas contendo inibidores
seletivos da COX2, sugeriu que se evitasse sua utilizacdo sob a forma de produtos
terapéuticos para uso interno (HAYES, 2001, KLAASSEN & WATKINS 111, 2003).

Assim, é dada a preferéncia para 0 uso terapéutico de inibidores ndo sdletivos, de
baixa toxicidade, tais como a Aspirina, o Ibuprofen, o Naproxen, o Paracetamol, o Diclofenac,
a Indometacina e o Piroxican. Uma vez que os bi- flavondides presentes no extrato metandlico
de O. cuspidata estéo entre os inibidores seletivos de COX2, sua utilizagdo sob a forma de
preparagdo topica em tratamentos da Leishmaniose Tegumentar Americana seria a mais
recomendada.

Desta forma, os resultados presentemente obtidos sdo indicativos de que os
flavonoides de O. cuspidata apresentam atividade anti-L. brazliensis e anti-fagocitaria que,
combinadas, os torna a base para o desenvolvimento de novos farmacos candidatos a
aplicagdo medicina nas formas clinicas de LTA.
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6 CONCLUSDES

Com base nainterpretacéo dos resultados presentemente obtidos, conclui- se que:

1. A fracdo metandlica oriunda de folhas de Ouratea cuspidata apresenta propriedades
biolégicas que a indicam como potenciadmente ativa para tratamento topico das
manifestacOes cutaneas por Leishmania (Viannia) brazliensis.

2. Foi possivel determinar que a fracdo metandlica de folhas de O. cuspidata possui
atividade boldgica atribuida as substancias bioprotetoras do grupo dos flavondides
(bis-apigeninas), presentes em grandes concentracoes, capaz de eliminar radicais livres
guando utilizada em baixa concentracéo.

3. A atividade antiparasitaria dos extratos de O. cuspidata é aumentada pela supressdo da

fagocitose por fagécitos do hospedeiro que, juntamente com a inducéo de formas
parasitarias defectivas, interrompe o ciclo biolégico parasitario no local de infecgéo.
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