Efeito dos extratos aquosos de folhas e mesocarpo externo de caryocar brasileinsis camb.

sobre o progresso de lesoes incitadas por Leishmania amazonensis

Effect of aqueous extracts of leaves and outer mesocarp of caryocar brasiliensis camb. on

the progress of lesions incited by Leishmania amazonensis.
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Resumo: Objetivo: A Leishmaniose cutanea ¢ uma doenga causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitida ao homem pela picada de mosquitos flebotomineos. O presente estudo objetivou avaliar a
influéncia de extratos aquosos do mesocarpo externo e folha do Caryocar brasiliensis no progresso da
infeccao por Leishmania amazonensis. Metodologia: Trata-se de estudo experimental, com seis grupos de
camundongos, dos quais trés foram infectados na pata e os restantes na orelha. Dois grupos de cada sitio
de infecgdo receberam intraperitonealmente, doses de 100 ul de extratos aquosos, do mesocarpo externo e
folhas, respectivamente, sendo os restantes grupos controles. As lesdes foram monitoradas a partir do seu
surgimento. Resultados: Os resultados revelaram atividade dos extratos no progresso da infec¢do, com
lesdes menores observadas nos camundongos infectados na pata e retardo no aparecimento das lesdes nos
camundongos infectados na orelha. Conclusao: Os resultados apontam a importancia dessa planta, mas,

ainda, nao esta claro o papel desses extratos no progresso da infecgao.
Palavras-chave: Leishmaniose. Caryocar brasiliensis. Extratos vegetais. Terapia alternativa.

Abstract: Objective: Cutaneous leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania,
transmitted to humans by sting of sandflies. The present study evaluated the influence of aqueous extracts
of the outer mesocarp and leaf Caryocar brasiliensis in the progress of the infection with Leishmania
amazonensis. Methods: This is an experimental study with six groups of mice, three of whom were infected
in the foot and the other in the ear. Two groups of each infection site were injected intraperitoneally at doses
of 100 p I of aqueous extracts of the epicarp and leaves, respectively, the remaining control groups. Lesions
were monitored from its inception. Results: The results showed activity of the extracts in the progress of
infection, with lesions observed in mice infected paw and delayed appearance of lesions in mice infected
ear. Conclusion: The results indicate the importance of this plant but is not yet clear what role these extracts

in the progress of infection.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
¢ uma doenga ndo contagiosa, de curso lento
e evolucdo cronica, causada por protozoarios
do género Leishmania, espécies Leishmania
amazonensis, Leishmania chagasi e Leishmania
donovani, que afeta principalmente a pele,
cartilagens nasofaringeas, podendo, eventualmente,
afetar mucosas, de forma localizada ou difusa'?.
E uma infecgdo zoondtica, que atinge o homem,
de forma secundéria, pela picada da fémea
infectada de diferentes espécies de mosquitos
da familia Phlebotominae, do género Lutzomia
ou Psychodopygus**. Caracteriza-se por uma
diversidade de manifestagcdes clinicas, devido a
interagdo parasito-hospedeiro'?. A manifestacio da
infec¢cdo no homem é muito variavel. Ha ocorréncia
de lesdes ulcerativas no ponto de inoculacdo, que
podem ou ndo ser doloridas, exibindo crescimento
excéntrico, exudato mucopurulento, bordos
elevados a emoldurando, com fundo intensamente
avermelhado e granulomatoso'*>.

As lesdes podem ser unicas ou difusas, podendo
cicatrizar-se espontaneamente, em curto periodo, ou
evoluirem para estado cronico. Algumas espécies
de Leishmania, especialmente no Novo Mundo,
induzem a formagdo de lesdes mucocutineas
tardias, mesmo ap0s anos de cura da lesao primaria,
atingindo tecidos nasofaringeos, caracterizando-se
por destruicao tissular progressiva, ainda que com
poucos parasitos presentes, podendo ser fatais.
Embora a causa dessa variagdo ndo tenha sido
totalmente elucidada, ¢ reconhecida a importancia
de fatores como espécie do parasito, caracteristicas
genéticas e resposta imune do hospedeiro®.

A doenga ¢ considerada um grave problema

de saude publica, com ampla distribui¢do mundial,
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e, no Continente Americano, ndo ¢ registrado
casos apenas no Chile e Uruguai. Sdo estimados
350 milhdes de pessoas expostas e registrados um
numero aproximado de dois milhdes de novos casos
a cada ano”.

No Brasil, a transmissdo da doenga vem
sendo descrita em varios municipios das unidades
federais (UF) e andlises epidemiologicas sugerem
padrdes distintos de transmissdo, resultantes da
diversidade de agentes etiologicos, hospedeiros,
reservatorios e vetores, o que dificulta o seu
controle®*.

Em funcdo de sua magnitude e do risco de
deformidades que pode produzir no ser humano,
bem como pelo envolvimento psicoldgico, com
reflexos no campo social e econdmico, ¢ uma das
afecgdes dermatoldgicas que mais merece atengao®.

O tratamento da LTA ¢ feito com uso
antimoniais

de medicamentos especificos, os

pentavalentes, sendo utilizado no Brasil o
antimoniato de N-metil glucamina (GlucantimeX®),
num esquema de 15 mg/Sb+5/Kg/dia, por um
periodo de 20 dias. Em caso de ineficacia ou contra
indicacdo ao medicamento, podem ser usados a
Anfotericina B e o isocianato de pentamidina. Em
todos os casos, ¢ recomendado, ainda, repouso e boa
alimentagao*®. Estes medicamentos podem suscitar
varios efeitos colaterais, como atralgia, mialgia,
cefaléias, distirbios gastrointestinais, alteragdes
eletrocardiograficas, renais, hepaticas, pancreaticas,
erup¢do cutanea, disturbios sanguineos, entre
outros®.

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande
avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e
farmacoldgicos de plantas medicinais, visando obter
novos compostos com propriedades terapéuticas. O
planeta possui cerca de 250-500 mil espécies de
plantas, sendo que apenas 5% tém sido estudada

fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor
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tem sido avaliada sob os aspectos biologicos.
Camb.

espécie amplamente distribuida no cerrado e

Caryocar  brasiliensis ¢ uma
provavelmente, exclusiva deste tipo de vegetagao’.
A planta possui muitas aplica¢des, inclusive na
medicina. Recentemente, foi observada atividade
lectinica nos extratos de varias partes do fruto do
Caryocar brasiliensis Camb, a qual apresentou
toxicidade para formas taquizoitas de Toxoplasma
gondii, alterando sua morfologia estrutural e ultra-
estrutural, interferindo nos processos de adesdo e
invasao do protozoario na célula hospedeira®.

A avaliagdo fitoquimica das folhas do C.
brasiliensis, realizada por Lopes et al” demonstrou
a presenca de saponinas, taninos, esterdides,
flavonoides, cumarinas ¢ resinas. Neste trabalho,
foi ainda, comprovada atividade bioldgica contra
a espécie Biomphalaria glabrata, evidenciando a
presenga de metabolitos secundarios importantes e
potencial para que a planta seja empregada como
agente moluscicida.

O extrato bruto etanolico das folhas de C.
brasiliensis mostrou-se com atividade antifingica
sobre Cryptococcus neoformans Var. neoformans,
inibindo 89,5% dos isolados numa concentra¢ao
menor ouigual a 1000 ug/ml. A cera epicuticular das
folhas do pequizeiro também apresentou atividade
bioldgica, com diferencas sazonais, sendo a cera
obtida das folhas no periodo seco, mais eficientes.
Todos os isolados foram inibidos com os 6leos
essenciais, os quais apresentaram elevada agdo
antifungica, devido a sua frag@o acetato de etila'.

O extrato etandlico da casca de C. brasiliensis
foi testado sobre a parasitemia do Trypanosoma
cruzi, demonstrando significativa interferéncia
sobre a curva de parasitemia, reduzindo o numero
de parasitos no sangue''.

Assim, o presente estudo objetivou verificar

a influéncia dos extratos aquosos de folhas e
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mesocarpo externo do Caryocar brasiliensis
Camb. no progresso da lesdo causada pela infec¢ao
de Leishmania amazonensis em camundongos
albinos da linhagem EPM-1. Além disso, fornecer
embasamento cientifico e colaborar para novas
investigagdes que possam subsidiar um tratamento
alternativo para as populacdes com dificuldades de

acesso ao tratamento alopatico.

MATERIAIS E METODOS

Animais
Foram utilizados camundongos fémeas
da linhagem EPM-I

convencionais, com idade entre 6 ¢ 8 semanas,

albinos  heterogénicos
pesando entre 170 a 200 gramas. Os animais foram
mantidos em ambiente com iluminacdo natural e
temperatura ambiente. A dieta foi constituida por
racdo propria para a espécie e agua a vontade.
Geralmente, os valores fisiologicos dos animais de
experimentacdo sdo constantes para uma mesma
linhagem e podem sofrer variagdes influenciadas
pela dieta, ambiente, manuseio, entre outros
fatores'?. Portanto, procurou-se manter as condi¢des
normais do ambiente, para que ndo fossem alteradas

as condicdes fisioldgicas dos animais.

Parasitas e Antigenos

Os camundongos foram infectados com
cepas PHS8 de Leishmania amazonensis, fornecidas
pelo laboratorio da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMQG), obtidas em fase estacionaria de
formas promastigotas em meio Grace, pH 6,3,
por 5 dias a 27 °C, enriquecido com 20% SBF, 1
ml de L-Glutamina 200 mM, 0,5ml of penicilina/
estreptomicina (solu¢do contendo 2000U/ml/2mg/
ml). Os antigenos leishmaniais foram obtidos de
promastigotas em fase estaciondria lavados 4 vezes

com PBS (Tampao Salino de Fosfato), a solucao
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ajustada para uma concentragdo de 10°organismos/

ml de meio.

Extratos

Apos a coleta dos frutos e folhas, estas foram
secas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
folhas foram trituradas e armazenadas em frascos de
vidro. Foi utilizada quantidade de material vegetal
para 100 ml de extrato aquoso. Os extratos foram
preparados, periodicamente, seguindo metodologia
descrita por Borges et al (1994)", adaptada de
Coutinho e Hashimoto (1971)'.

Infeccao
Infeccao na Orelha

A fim de avaliar o curso da infec¢ao, foram
inoculados 10° promastigotas/10ul de meio, na
orelha direita, subcutinea, de cada camundongo do
grupo experimental e controle (5 animais/grupo).Os
grupos foram distribuidos com base no tratamento:
Grupo I — Administragdo de extrato aquoso do
mesocarpo externo de Caryocar brasiliensis Camb.
Grupo II — Administracdo de extrato aquoso da
folha de Caryocar brasiliensis Camb.
Grupo III — Administracdo de dieta padrao, sem
extratos (controle)

Apos o aparecimento das lesdes, o volume
das mesmas foram medidos, periodicamente,

durante 5 semanas.

Infecgcao na pata

O curso da infec¢do na pata, também, foi
avaliado. Trés grupos, cadaum com 5 camundongos,
foram infectados na pata direita, com uma dose de
10° promastigotas/20 ul de meio. A distribuicao

de cada grupo foi dada, de acordo com o tipo de
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tratamento:
Grupo I — Administragdo de extrato aquoso do
mesocarpo externo de Caryocar brasiliensis Camb.
Grupo II — Administracdo de extrato aquoso da
folha de Caryocar brasiliensis Camb.
Grupo III — Administracdo de dieta padrdo, sem
extratos (controle).

O

periodicamente,

da

durante

lesaio foi medido,
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administrados 100 pl/animal de extratos de cada

tamanho
semanas. Foram
grupo, em dias alternados, pela via intraperitoneal,
em ambas as formas de infec¢do, durante todo o

tempo do estudo.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados por meio
de um programa de planilha eletronica, Microsoft
Excel (versdao 2003). Através do Software estatistico
R (versao2.10.3), foram feitas regressoes, utilizando
modelos  lineares  generalizados  assumindo
distribuicao normal para os dados de tamanho da

lesdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando os resultados entre os
camundongos infectados na pata, o tratamento
com extratos aquosos do mesocarpo externo e da
folha do c. brasiliensis, nao foi observada diferenca
significativa no tamanho da lesdo, sendo similares
para os grupos teste e controle (Fig. 1).

Em contraste, quando comparados os
grupos infectados na orelha, verificou-se retardo
no aparecimento da lesd@o nos grupos tratados em
relag@o ao grupo controle. O tratamento com extrato

aquoso da folha apresentou diferenca significativa
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Figura 1 Influéncia dos extratos aquosos do mesocarpo externo e folhas de Caryocar brasiliense Camb. no progresso da in-
fecgdo por L. amazonensis em camundongos EPM-1, infectados na pata.

Figura 2 Influéncia dos extratos aquosos do mesocarpo externo e folhas de Caryocar brasiliense Camb. no progresso da in-
fecgdo por L. amazonensis em camundongos EPM-1, infectados na orelha.

34



Efeito dos extratos aquosos de folhas e mesocarpo externo de caryocar brasileinsis camb. sobre o pro-

(p=0,026) no progresso da lesdo (Fig. 2).

O sitio de infec¢do pode ter influenciado
o desenvolvimento da lesdo e as diferencas no
progresso das lesdes podem estar relacionadas a
disponibilidade celular nos diferentes 6rgdos. As
leishmanias, independente da espécie, vivem e
proliferam em macréfagos e monocitos, no chamado
(SFM)".

Considerando que na orelha predomina tecido

Sistema  Fagocitario = Mononuclear
cartilaginoso, os macréfagos e monocitos estdo
presentes apenas no tecido conjuntivo periférico a
este, o que poderia explicar a diferenga no tempo
de desenvolvimento e progresso da lesao. Ademais,
espécies distintas de leishmania tém preferéncia
por diferentes 6rgaos, determinando lesdes maiores
ou menores'®. Os dois fatores mencionados podem
ser os responsaveis pelas diferengas observadas,
constituindo formas clinicas distintas da doenga no
mesmo organismo.

de

metabolitos encontrados nos extratos de uma planta

Alteragdes qualitativas/quantitativas
podem estar relacionadas aos fatores extrinsecos que
influenciam o seu crescimento e desenvolvimento’,
bem como o solvente utilizado, que pode extrair
determinados compostos em maior ou menor
quantidade. Assim, as diferengas encontradas
em nosso estudo, podem estar relacionadas aos
constituintes secundarios, presentes nas diversas
partes da planta uma vez que foram obtidos com o
mesmo solvente.

Os extratos das partesdopequizeiro,
utilizadas neste estudo, apresentam importantes
de

flavonoides, dleos essenciais, saponinas e taninos

classes metabolitos  secundarios como
condensados ¢ hidrolisaveis'’, cumarinas e resinas’
que podem estar relacionados a sua maior eficiéncia
no controle da infec¢do. A acdo de terpenodides
e saponinas sobre formas promastigotas de L.

amazonensis'®"? ¢ sobre formas amastigotas de
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L. donovani® foi relatada e ¢ possivel que essas
substancias, presentes nas folhas e no mesocarpo
externo dessa planta, possam contribuir para o
controle da infeccdo por esses parasitas e carecem
de estudos mais detalhados neste sentido.

Atividade do extrato etanolico das folhas
do pequizeiro sobre o desenvolvimento in vitro de
formas promastigotas de L. amazonensis foiavaliada
por Paula Junior'” e os seus resultados indicaram
intensa atividade contra esse parasita, interferindo
na viabilidade e/ou morfologia das leishmanias, na
concentragdo de Smg/ml, sugerindo que o efeito ¢
dependente da dose e do tempo de exposic¢ao.

As formas infectantes das leishmanias,
como mencionado, atuam dentro de células, o
que pode ter dificultado a agdo dos metabolitos da
planta no progresso da infec¢ao.

Entretanto, proteinas de diferentes partes do
fruto e de sementes foram isoladas e foi descrita
atividade hemaglutinante, sugerindo que parte da
fragdo protéica constitui-se de lecitinas®, as quais
fazem parte do sistema imunologico e atuam com o
objetivo de impedir a instala¢ao da infecgao®'. Além
disso, o preparo de folhas demonstrou tendéncia
dose-dependente em interferir positivamente na
proliferagdo de linfocitos*>. Contudo, maiores
estudos sdo necessarios para mostrar a acdo desses
extratos e seus componentes no progresso da
infeccao.

Outros extratos do C. brasiliense, extraidos
com diferentes solventes, demonstraram atividades
antifiingicas, antiparasitdrias e moluscicida, o que
indica a sua importancia no controle de doengas.

Importante ressaltar que, por tal estudo
ter sido realizado in vivo, véarios fatores podem
interferir na a¢do do composto, além de nao ter sido
controlada a dosagem dos metabdlitos presentes
nos extratos utilizados. Constitui este, portanto, um

estudo preliminar em que muitas questdes surgem
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como a dose minima ideal e/ou o principio ativo no
controle desta parasitemia e exigem estudos mais
detalhados para determinar a importancia dessa
planta no controle ou progresso da infeccdo por
leishmanias.

A resisténcia ou suscetibilidade da linhagem
de camundongos utilizada neste estudo ndo ¢
reconhecida por outros autores.

O papel dessa planta no controle de infecgao
por Leishmania, ainda, ndo esta claro. E, uma vez
demonstrada a relacdo entre C. brasiliensis e o
controle da enfermidade, sdo necessarios mais
estudos na tentativa de elucidar qual metabolito,
dentre os varios existentes na espécie, € determinante

para tal efeito.
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