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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca transmitida por protozoarios do género Leishmania.
Numerosas espécies sdo responsaveis pela infeccdo em humanos, resultando em trés fenotipos
clinicos. A OMS as classificam como doencas negligenciadas, e incentiva a busca de novos
farmacos ou formulagdes que sejam eficazes e que tenham baixa toxicidade ao homem. Todos
os farmacos atualmente em uso para o tratamento da leishmaniose apresentam restricdes,
como toxicidade, graves efeitos colaterais, custo elevado, administracdo parenteral ou
teratogenicidade. Desta forma, o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e seletivos é de
suma importancia, e a identificacdo de vias metabdlicas exclusivas do parasita que possam ser
usadas como alvo pode ser um ponto de partida interessante. As plantas medicinais tém sido
uma rica fonte para obtencdo de moléculas para serem exploradas terapeuticamente. A Bixa
orellana L. popularmente conhecido como ‘“urucum” apresenta diversas atividades
farmacoldgicas comprovadas. O objetivo do presente estudo foi verificar o potencial
antileishmania e a toxicidade dos fitoconstituintes da fracdo oleosa da semente de B. orellana
L. e da bixina, visando comprovar sua atividade biol6gica, segurancas e eficacia terapéutica.
A bixina foi caracterizada através de espectros de ressonancia magnética nuclear de H e 13C e
a fracdo oleosa por cromatdgrafo a gas acoplado a espectrdmetro de massas. Pode-se inferir
que a bixina e a fracdo oleosa apresentam-se como toxicos para Artemia salina por apresentar
valor de DLs, respectivamente, de 353,64+67,54 e 285,41+35,81ug/mL, baixa toxicidade
frente eritrocitos de camundongos sui¢os e baixa toxicidade apos administracdo aguda na dose
de 2000 mg/mL.A bixina e a frag&o oleosa inibiram o crescimento das formas promastigotas,
gerando uma ICso de 2,16 pg/mL e 1,26 pg/mL, respectivamente, para Leishmania major. O
teste de exclusdo do azul de Trypan demonstrou uma significativa citotoxicidade das
substancias em estudo sobre macréfagos murinos. A CCsy calculada para os macrofagos
murinos foi de 59,51 pug/mL e 111,41 pug/mL, para a bixina e fracdo oleosa, respectivamente,
portanto, sdo mais toxicas para 0s parasitos que para os macrofagos avaliados. A bixina e a
fracdo oleosa ndo apresentaram um efeito antileishmania in vivo em camundongos suicos
infectados com L. major. Pode-se concluir que a bixina e a fracdo oleosa apresentaram
atividade antileishmania (leishmaniostatica e leishmanicida) sobre formas promastigotas de

L.major.

PALAVRAS-CHAVE:Leishmania. Toxicidade. Urucum.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease transmitted by protozoans of the Leishmania gender. A
huge number of species are responsible for the infection in human beings, resulting in three
clinical phenotypes. The World Health Organization — WHO classify them as neglected
diseases, and encourages the search of new medical drugs or formulations that are effective
and that have low toxicity to humans. All the medical drugs actually used for the treatment of
the leishmaniasis present some kind of restriction such as high toxicity, severe side effects,
elevated cost, parenteral administration or teratogenicity. That being said, the development of
more effective and selective drugs is very important, and the identification of exclusive
metabolic pathways of the parasites that can be targeted might be an interesting starting point.
Medicinal plants have been a rich source to the obtaining of molecules to be therapeutically
explored. The Bixa Orellana L., popularly know as ‘“annatto”, presents different
pharmacological activities that are already proven. The objective of this work was to verify
the anti-leishmaniasis potential and the toxicity of the phytochemicals of the oily fraction of
Bixa Orellana and bixin extracted of its seeds, aiming to verify and prove its biological
activity, security and therapeutic effectiveness in order to develop a phytotherapic drug. The
bixin was characterized through a nuclear magnetic resonance spectrum of *H and *3C, and the
oily fraction by a gas chromatography within a mass spectrometer. It can be inferred that the
bixin and the oily fraction are presented as toxic because they have shown values of LDs, of
353,64+67,54 and 285,41+35,81ug/mL, respectively, and present low toxicity against swiss
mouse erythrocytes and low toxicity after acute administration of the 2000 mg/mL doses. The
bixin and the oily fraction inhibited the growth of promastigote forms, generating an ICsq of
2,16 pg/mL and 1,26 pg/mL, respectively, for the Leishmania major. The Trypan blue
exclusion test has shown a significant cytotoxicity of the studied substances over murine
macrophages. The calculated CCs, for the murine macrophages was 59,51 pg/mL and 111,41
pg/mL, for the bixin and oily fraction, respectively, so, they are more toxic for the parasites
than for the relieved macrophages. The bixin and the oily fraction did not present an in vivo
anti-Leishmaniasis effect in swiss mice infected with the L. major. It can be concluded that
both bixin and oily fraction presented anti-Leishmaniasis activity (leishmaniostatic and

leishmanicide) against promastigote forms of L. major.

KEY WORDS: Leishmaniasis. Toxicity.Anatto.
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1INTRODUCAO

Dentre as seis doencas tropicais de maior relevancia no mundo, a leishmaniose
caracteriza-se como sendo uma doenca de carater silvestre que se estende para o ambiente
rural, exibindo uma crescente expansdo para as areas urbanas 0 que a torna um grave
problema de saude publica que afeta principalmente os paises pouco desenvolvidos.

Esta enfermidade é causada por um protozoario heteroxeno do género Leishmania,
com distribuicdo em varias partes do mundo, acarretando um elevado indice de morbidade e
mortalidade, a transmissdo se d& pela picada de fémeas de flebotomineos da familia
Psychodidae e da subfamilia Phlebotaminae (SANTOS et al.,2008).

A leishmaniose é considerada endémica em 88 paises com estimativa que 12 milhdes
de pessoas estejam infectadas nos quatro continentes. A OMS afirma que a leishmaniose
cutdnea é mais prevalente em Bangladesh, Brasil, Nepal, india e Sudio; a leishmaniose
mucocutanea se expressa mais nos seguintes paises: Brasil, Bolivia e Peru e a leishmaniose
cutanea difusa ocorrem no Afeganistao, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria. No Brasil, a
leishmaniose visceral encontra-se disseminada em 17 estados das regides Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste (BRASIL, 2007).

A primeira linha de tratamento é predominantemente a base de antimoniais
pentavalentes (Sb*™), para as 4reas endémicas é um tratamento classico, a segunda linha de
tratamento inclui a anfotericina B e pentamidinas (isotionato e mesilato), contudo esses
quimioterapicos apresentam varias limitacGes como alto custo, usados por via parenteral,
requer longos periodos de administragdo e causam efeitos adversos, como: alteracoes
cardiacas, renais, pancredaticas e hepaticas (OLLIARO; BRYCESON, 1997; CROFT,;
YARDLEY, 2002).

Diante dos entraves com as terapias atuais o uso das plantas medicinais, as quais
apresentam diversos metabolitos secundarios com varias atividades farmacologicas, vem se
tornando uma nova vertente para as pesquisas que visam alternativas no tratamento das

leishmanioses buscando eliminar o parasita no hospedeiro vertebrado.
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20BJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o potencial antileishmania e a toxicidade dos fitoconstituintes da fracéo
oleosa da semente de Bixa orellana L. e da bixina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar as condi¢des de obtencdo da fracdo oleosa e da bixina extraidos da semente de
B. orellana L. como forma de assegurar a qualidade do insumo ativo a ser utilizado na
producdo do medicamento;

b) Identificar e quantificar os fitoconstituintes presentes na fragdo oleosa da semente de B.
orellana L. e na bixina;

c) Quantificar e avaliar a toxicidade da fracdo oleosa e bixina sobre modelos experimentais
in vitro e in vivo;

d) Calcular a DLsy (dose letal responsavel pela morte de 50% dos animais em
experimentacao), por via oral;

e) Investigar a atividade antileshmania da fragdo oleosa da semente de B. orellana L. e da

bixina em modelos experimentais in vitro e in vivo;
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 LEISHMANIOSES, PARASITOS E SUA CARACTERIZACAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas sdo um grupo diverso de doencas que se
desenvolvem principalmente entre as populagdes mais pobres do mundo, onde multiplas
infeccdes entre individuos isolados sdo comuns. Elas sdo endémicas em 149 paises e afetam
centenas de milhdes de pessoas no mundo. Neste grupo esta inclusa a Leishmaniose que é
classificada como uma das doencgas mais negligenciadas (WHO, 2013).

A depender da espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro as
Leishmanioses manifestam-se como um conjunto de enfermidades diferentes entre si,
podendo comprometer pele, mucosas e visceras. A doenca é causada por parasitos do género
Leishmania com ciclo de vida heteroxénico, abrangendo hospedeiros vertebrados (mamiferos)
e insetos vetores (flebotomineos) (BRASIL, 2009).

Os insetos vetores sdo dipteros pertentes ao Filo Protozoa da Ordem Kinetoplastidae a
familia Trypanosomatidae,da subfamilia Phlebotominae, pertencentes filogeneticamente aos
géneros Lutzomyia— no Novo Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo (Figura 1), divididas
nos subgéneros Leishmania e Viannia e transmitidas pela picada de fémeas infectadas
(FRAGA et al., 2010).

Figura 1 - Insetos vetores das leishmanioses.A: Lutzomia longipalpus; B: Phleboto muspapatasi.

Fonte: ROCHA, 2014.

A Leishmania é um protozoario intracelular obrigatério das células do sistema
fagocitico mononuclear, caracterizados por duas formas morfologicas que se alternam em
promastigotas e amastigotas. As formas promastigotas nos flebotomineos possuem flagelo e
vivem na luz do seu trato digestivo, ja as formas amastigotas sdo aflageladas e parasitam as
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células do sistema imune monocitico fagocitario em hospedeiros vertebrados (Figura
2)(BURCHMORE; BARRETT, 2001).

Figura 2- (A) Forma aflagelada ou amastigota; (B) Forma flagelada ou promastigota

Fonte: BRASIL, 2009.

Quanto a forma clinica, as leishmanioses podem se apresentar sob duas formas
tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar € uma afeccdo dermatolégica devido a
infeccdo estar confinada na pele, e pode ser subdividida em quatro subtipos: leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea
(LMC) e leishmaniose disseminada (LD)(GOTO; LINDOSO, 2012).

A leishmaniose cutanea localizada (Figura 3A), no Brasil é causada principalmente
pela espécie L. brasiliensis, e representa o acometimento priméario da pele onde a lesdo é
comumente do tipo Ulcera podendo evoluir para a cura espontanea e tem boa resposta ao
tratamento (BRASIL, 2010; REITHINGE et al., 2007).

A leishmaniose cutanea difusa (Figura 3B) é caracterizada por lesdes nodulares e ndo
ulcerativas carregadas de parasitos que se disseminam a partir do local inicial da infecgéo,
estabelece uma forma clinica rara, porém grave que pode se disseminar por todo o corpo. No
Brasil, a doenca é causada pela L. amazonenses (BRASIL, 2010; GOTO; LINDOSO, 2012).

A leishmaniose mucocutanea (Figura 3C) é caracterizada pelo desenvolvimento de
lesbes secundarias no complexo naso-faringeo, com evidente obstrucdo nasal, perfuracdo de
septo e destruicdo da cartilagem nasal. A principal espécie associada a este quadro clinico é a
L. braziliensis, contudo as espécies L. amazonensis e L. panamensis também podem estar
envolvidas (BRASIL, 2010; AMATO et al., 2007).

A leishmaniose disseminada (FIGURA 3D) é o subtipo mais raro caracterizada por

multiplas lesGes papulares com acometimento mucoso concomitante, podendo acometer
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varias partes do corpo com mais frequéncia a face e o tronco. A principal espécie associada a
este quadro clinico s&o as espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonenses (BRASIL, 2010).

Figura 3 — Formas clinicas das leishmanioses. A: cutanea localizada; B: cutanea difusa; C:mucocutanea; D:
cutanea disseminada.

A Leishmaniose Visceral (FIGURA 4) ou Calazar (Kala-azar= febre negra em hindu)
ocorre quando os parasitas invadem as células do sistema mononuclear fagocitario do homem

e animais, sendo assim considerada uma infecgdo cronica grave.

Figura 4 — Forma clinica da Leishmaniose Visceral.

FONTE: BRASIL, 2014.

Nas regides da India, Pasquistdo, Africa e China o agente etioldgico é a Leishmania
donovani e na regido do Mediterranéo é a Leishmania infantum. No Novo Mundo,
principalmente no Brasil, a leishmaniose visceral € causada por Leishmania chagasi (sinon. L.
infantum) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013).

3.2 CICLO BIOLOGICO

O protozoario causador das leishmanioses apresenta um ciclo de vida heteroxénico,
alternando sua forma evolutiva entre o hospedeiro vertebrado e invertebrado.
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O ciclo se inicia no hospedeiro invertebrado (FIGURA 5) quando durante o repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado, o inseto flebotomineo ingere células
sanguineas e outras células, especialmente mondcitos e macrofagos contendo formas
amastigotas, estes sdo conduzidos a regido anterior do trato digestdrio, neste novo ambiente as
amastigotas se aproximam formando aglomerados chamados de ninhos ou ilhas de
amastigotas que ficam protegidos no interior da matriz peritréfica, local este que se da inicio
ao processo de transformacédo das amastigotas em promastigotas prociclicas, tanto os parasitas
e 0 sangue ingeridos ficam retidos no interior da matriz peritrofica, esta comeca a se romper
na regido anterior do abdémen e as formas promastigotas migram para o epitélio do trato
digestdrio (BATES; ROGERS, 2004).

Figura 5 — Ciclo biol6gico do parasita do género Leishmania.
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Fonte: adaptado de Handman, 2001

(1) Macréfagos infectados sdo ingeridos por fémeas do vetor, durante seu repasto sanguineo; (2) no intestino do
vetor, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas ndo-infectivas e, posteriormente, (3)
em formas promastigotas metaciclicas, que migram para a por¢do anterior do intestino do vetor e (4) séo
transmitidas apés sua picada na derme do hospedeiro; (5) ocorre, entdo, a fagocitose das formas promastigotas
metaciclicas por macréfagos do hospedeiro mamifero; (6) no interior dessas células, as formas promastigotas
diferenciam-se em amastigotas e (7) iniciam os processos de reproducdo por divisdo binaria e desenvolvimento
celular. (8) Os macrofagos infectados sdo lisados, liberando formas amastigotas que podem infectar novas
células.
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As promastigotas quando alcancam o epitélio comecam a se multiplicar
sucessivamente por divisdo binéria e aderem ao epitélio pela regido do flagelo, alguns
parasitas sao eliminados junto com o conteddo estomacal. Apos a divisdo os parasitas migram
para a regido anterior do intestino até a valvula estomodeal onde se concentram e sofrem
diferenciacdo denominada metaciclogénese. Nesse periodo as promastigotas apresentam
reducdo de tamanho do corpo celular e aumento do flagelo tornando-se extremamente moveis
e altamente infectivos passando a serem denominados de promastigotas metaciclicos
(KAMHAWI, 2008).

As promastigotas metaciclicos se acumulam préximo a valvula estomodeal
danificando-a o que ocasiona a migracao dessas formas para a probocite (es6fago e faringe do
inseto), onde serdo regurgitadas sendo transmitidas a um novo hospedeiro vertebrado através
da picada, recomecando o ciclo (BRASIL, 2009).

A infeccdo de um hospedeiro vertebrado (Figura 5) ocorre quando a fémea do
flebotomineo que é hematt6faga pica o mamifero para se alimentar e assim durante a ingestao
de sangue o inseto infectado inocula a forma promastigota metaciclica, a qual penetra na pele
do hospedeiro invadindo vérias células como dendriticas, fibroblastos, neutréfilos e
principalmente macrofagos (NEVES, 2006).

A forma promastigota € internalizada via fagocitose por meio de pseudépodes ficando
assim o parasita internalizado num vactolo chamado de vactolo parasitoforo. E no interior
desse vacutolo que o parasita se diferencia para a forma amastigota, no entanto esses parasitas
ndo sofrem modificacBes devido a presenca das enzimas lisossomais no vacuolo (PETERS et
al., 2008).

O parasita na forma amastigota se multiplica no interior do vactolo parasitéforo por
divisbes binarias sucessivas, varias amastigotas ficam aderidas a membrana do vacutolo
preferencialmente pela sua regido posterior, muitas dessas formas amastigotas ocupa grande
parte do citoplasma o que gera o rompimento da membrana do macrofago, liberando os
parasitas no tecido. Essas formas amastigotas podem atingir a corrente circulatéria podendo
ficar livres no sangue ou permanecerem no interior dos mondcitos, desse modo podendo ser
sugados por uma nova fémea do flebotomineo durante o repasto sanguineo ou irdo invadir
novos macrofagos (KAMHAWI, 2006).
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3.3 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

Consideradas um grande problema de saude publica, as leishmanioses representam um
conjunto de doencas com importante quadro clinico o que gera uma ampla diversidade
epidemiologica. Cerca de 15 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo,
aproximadamente trezentos e cinquenta milhdes de pessoas podem estar expostas ao risco de
infeccdo e é provavel que ocorram 1,5 a 2 milhGes de novos casos das diferentes formas
clinicas ao ano, segundo dados da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (BRASIL, 20086,
2007).

Os continentes americanos, africano, asidtico e a regido sul da Europa sao
consideradas regides endémicas, sendo 88 paises considerados endémicos nos quais 72 sdo
paises em desenvolvimento (RATH et al., 2003, MISHRA et al., 2009). Aproximadamente
90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, Nepal, india e Sudao
(Figura 6A) e a maioria dos casos de leishmaniose cutanea sdo relatados no Afeganistéo,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e
Replblica Arabe da Siria (Figura 6B) (WHO, 2014). O Brasil estd entre os paises
considerados altamente endémicos, que concentram 90% dos casos de leishmaniose cutanea
no mundo (BRASIL, 2007).
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Figura 6- Mapa de distribui¢fo das leishmanioses no Mundo: 6A - casos de leishmaniose visceral; 6B- casos de
leishmaniose cuténea.
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Fonte: WHO, 2014.

Em 20 estados brasileiros foram registrados e confirmados 3852 casos de LV sé no
ano de 2008, dos quais 53,7% acometeram criancas menores de 5 anos (BRASIL, 2010). Este

fato pode estar relacionado com o contato frequente das criangas com animais reservatorios o
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que influencia o quadro, como também essa faixa etaria apresenta maiores taxas de caréncia
nutricional e sistema imunolégico em formacdo (QUEIROZ et al., 2004; BORGES et al.,
2008).

Em 2010, no Brasil foram registrados 3.526 casos de LV, a regido Nordeste
continuava com o maior nimero de casos (1.662 casos) e em segundo a regido Norte (636
casos) (BRASIL, 2011b).

A regido Norte, em 2008, contribuiu com 43,3% dos casos registrados no Brasil para
LTA, seguida pelas regides Norte (30,5%) e Centro-Oeste (14,9%). A regido Sudeste
registrou 8,2% dos casos e a regido Sul deteve 3,1% destes (IPEA, 2011).

No ano de 2009, no estado da Paraiba 109 casos de LTA foram registrados, sendo
73% oriundos dos municipios de Alagoa Nova, Areia, Alagoa Grande e Pildes. No tocante a
LV neste mesmo ano foram registrados 16 casos em 10 municipios, ficando 31,2% do total de

casos registrados em Jodo Pessoa (BRASIL, 2011c).
3.4 TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Devido a falta de vacinas como método de prevencdo para as leishmanioses, 0s
medicamentos se tornam as Unicas formas para o tratamento dessas patologias. A terapéutica
hoje praticada tem como drogas de primeira escolha os antimoniais pentavalentes (SbV), o
antimoniato N-metil glucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®),
este Ultimo ndo é comercializado no Brasil (RATH et al., 2003; BRASIL, 2007). Na auséncia
de resposta satisfatoria no tratamento com os SbV a Anfotericina B, as pentamidinas e a
miltefosina sdo as drogas de segunda escolha com administracdo por via parenteral (TIUMAN
etal.,2011).

Desde 1912 utiliza-se os SbV para o tratamento das leishmanioses, porém mesmo ap6s
décadas ainda ndo esta totalmente elucidado o seu mecanismo de agdo. Sugere-se que essa
droga facilitaria a distribuicdo da droga nos macréfagos do hospedeiro ou ainda que ela seja
uma pro-droga, convertida no interior do macréfago em antimonial trivalente (ROBERTS et
al., 2008 ; CROFT et al., 2006). A necessidade de tratamento prolongado, baixas dosagens e a
via de administracdo ser parenteral o tratamento com Glucantime® leva a ocorréncia de falhas
na terapia e consequente aumento das formas resistentes de parasitas, como agravante esse
medicamento apresenta efeitos adversos sobre o sistema cardiovascular, insuficiéncia renal,
ictericia, elevacdo das enzimas hepaticas, hepatotoxicidade, pancreatite e dor no local da
aplicacdo, entre outros (RATH et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2011).
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A Anfotericina B® é utilizada como droga de segunda escolha empregada nessa
terapéutica, caracteriza-se por ser um antifangico poliénico referéncia para o tratamento de
infeccdes fungicas sisttmicas (OULLETE et al., 2004), mas que apresenta atividade contra
algumas espécies de protozoarios, incluindo Leishmania spp (LEMKE et al., 2005). O seu
mecanismo de acdo baseia-se na ligacdo da droga ao ergosterol provocando uma
desorganizacdo estrutural na membrana plasméatica do parasita, nos mamiferos, essa droga
liga-se ao colesterol da membrana celular devido a semelhanca entre o ergosterol de
membrana da Leishmania o que limita seu uso clinico, uma vez que ele apresenta varios
efeitos adversos, como tremores, febre, nduseas, vomitos, anorexia, mialgias, artralgias, e
perda de peso, sendo a nefrotoxicidade a principal expressdo toxica (NIETO et al., 1995;
ORDONEZ-GUTIERREZ et al., 2007). Na tentativa de reduzir os efeitos adversos novas
associacOes desse farmaco a lipossomas tem sido realizadas pois esses agem especificamente
sobre as células-alvo (macrofagos), porém o fator limitante para seu uso é o alto custo dessas
formulagdes, em particular para os paises em desenvolvimento (PAULA et al., 2003; CROFT
et al., 2006).

A Pentamidina € uma diamina aromatica cujo mecanismo de acdo esta relacionado
com a sua ligacdo ao DNA e desintegracdo do mesmo, competindo com os acidos nucléicos
(JEAN-MORENO et al., 2006). Esse farmaco apresenta alta toxicidade o que limita seu uso,
dentre os efeitos imediatos incluem-se hipotensdo, dor de cabeca, nauseas, vOmitos,
hipoglicemia, alteracfes cardioldgicas e nefrotoxicidade (PAULA et al., 2003; OLIVEIRA et
al., 2011).

A miltefosina, uma hexadecilfosfocolina, foi desenvolvida inicialmente como um
agente antitumoral, porém mostrou-se eficaz na ativacdo de macrofagos de camundongos
infectados por Leishmania spp. e na inibicdo da sintese de lipideos destes protozoarios
(SINDERMANN et al., 2004; PEREZ-VICTORIA et al., 2006). Como vantagem de
tratamento apresenta via de administracdo oral, no entanto, seu mecanismo de acdo ainda €
controverso, € considerada menos severa que 0s outros farmacos, porém pode provocar
vomitos e diarréia, elevar a uremia e 0s niveis sanguineos de transaminases (FISHER et al.,
2001; OULETTE et al., 2004).

O alopurinol é um quimioterapico que é utilizado em associacdo com 0s antimoniais
por apresentar atividade apenas inibitoria do crescimento de Leishmania spp. Apresenta
administracdo oral e toxicidade reduzida, o que facilita a terapéutica (OLIVEIRA et al.,
2011).
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Diante desse contexto, onde os farmacos apresentam altas toxicidades e diversos
efeitos adversos observa-se a importancia da busca de novos farmacos para a terapéutica das

leishmanioses.
3.5 PRODUTOS NATURAIS E A BIXA orellana L.

O uso de plantas com fins terapéuticos tem sido constatado em todas as civilizacdes,
assim como praticas de cunho religioso. De forma empirica o0 homem comecou observando o
efeito que as plantas causavam no organismo e assim passou a utiliza-las como fonte de
alimentos. Desta forma, triando as plantas que tinham atividades toxicas, alimenticias,
medicinais (FIGUEREDO, 2011).

A riqueza da flora e o conhecimento popular transmitido através das geracdes permitiu
a identificacdo de inimeras plantas medicinais 0 que serviu para os tratamentos de vérias
doencas no Brasil.

No inicio do século XX, a fitoterapia brasileira se expandiu muito devido aos estudos
e utilizacdo de plantas ja conhecidas pelo uso popular por parte dos médicos, farmacéuticos e
até mesmo dos laboratorios nacionais (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE MEDICINA
BIOMOLECULAR, 2004). Por falta de estudos quimicos e toxicologicos ndo se tem a
comprovacao da acdo farmacoldgica de muitas espécies vegetais que sdo utilizadas pela
populacdo brasileira 0 que acarreta uma baixa qualidade nos medicamentos a base de plantas
medicinais (BACCHI, 1996). Aliado a isso o mercado brasileiro devido a falta de P&D
(pesquisa e desenvolvimento) e investimentos no setor de controle de qualidade encontra-se
seriamente comprometido com o desenvolvimento de novos fitoterdpicos (VILEGAS;
CARDOSO, 2007).

Em 2006, o Brasil atendendo as orientagdes da Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
e do Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF) cria a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, que estabelece diretrizes com a finalidade de garantir o
desenvolvimento, acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos visando
fortalecer o uso sustentavel da biodiversidade brasileira e melhorar o desenvolvimento do
Complexo produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

Tendo em vista que o Brasil conta com uma das maiores riquezas em biodiversidade
do planeta, trazendo nos vegetais uma fonte sustentavel para a busca de novas moléculas

bioativas, este € um campo de pesquisa bastante promissor a ser explorado.
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Compostos derivados de plantas tém sido empregados em diversas areas, tendo como
estimativa que de aproximadamente 250.000 espécies de plantas no mundo, apenas cerca de
25.000 foram avaliadas em busca de alguma atividade biologica (BALUNAS; KINGHORN,
2005).

A potencialidade antileishmania de algumas plantas ja foi demonstrada
HOCQUEMILLER et al.,1991; SCHMEDA-HIRCHMANN, 1996; JARAMILLO et al.,
2000; CAMACHO et al., 2003; VAN MIERT et al., 2005; TRUITI et al., 2005; MACHADO
et al., 2007; CALLA-MAGARINOS et al., 2009; NERIS et al., 2013; ROCHA 2014; DIAS
2014; diante disso, a busca de novas substancias bioativas com atividade antileishmania néo é
uma excegao.

A espécie Bixa orellana, vem sendo largamente empregada na medicina popular com
atividades farmacologicas comprovadas, tais como antipirético, cardiotdnica e antidiarréico
(BANDONI et al., 1972), antimalarico e para doencgas hepéaticas (MILLIKEN, 1997),
antiofidico (OTERO et al., 2000), hipoglicemiante (GIRON et al., 1991), repelente (ROJAS
DE ARIAS, 1992), antimicrobiana (FLEISCHER et al., 2003; ALONSO 2004) e
anticarcinogénico (AGNER et al., 2004).

Bixa orellana L, popularmente conhecido como urucum recebeu este nome cientifico
em homenagem ao primeiro botanico explorador que estudou esse arbusto, Francisco de
Orellana, planta esta, nativa do Brasil e existente ao logo da América Tropical, seu extrato era
usado para tingir tecidos e pintar o corpo, bem como utilizada em uma bebida a base de cacau
misturada a vanilina (SILVA e FRANCO et al., 2000; GIULIANO 2003).

Seu nome popular deriva da palavra em tupi “ru-ku” que siginifica “vermelho”, devido
0 seu cultivo ter atingido diversas regides do mundo a sua sinonimia vulgar é bastante vasta:
Urucu, urucum, acafrdo, acafrdo e acafroeira da terra (Brasil), atole, achiote e bija (Peru,
Colémbia e Cuba), onotto e onotillo (Venezuela), uruka (Paraguai), roucou e rocouyer
(Republica Dominicana e Guiana francesa), rocuyer (Franga), axiote (México), urucu
(Argentina), analto, attae kushub (Honduras Britanica), analto (Honduras), guajachote (El
Salvador),ditaque e kifasu (Angola), achiote, achote, anatto, bija (Porto Rico), roucou
ekoessewee (Surinam) (SILVA E FRANCO et al., 2000).

A familia Bixaceae € representada por um Unico género, Bixa L., onde a espécie Bixa
orellana é um arbusto (figura 7A) que pode atingir de 3 a 4 metros de altura sendo
considerada uma planta ornamental devido a exuberancia de suas flores brancas ou em varias
tonalidades (figura 7B) e seus frutos denominados de cachopas que sdo cobertos externamente

com apéndices flexiveis vermelhos, verdes ou pardos, que abrigam em seu interior cerca de
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40 a 60 sementes (figura 7C) de coloragdo avermelhada de onde se extraem 0s corantes de
valor comercial (FRANCO et al., 2008).

Figuras 7: 7A- arbusto; 7B — flores e 7C — fruto aberto contendo as sementes de Bixa orellana.

Foto: FRANCO et al., 2008.

A extracdo das sementes quando realizada com solventes pode ser por trés métodos
basicos, extracdo alcalina que utiliza solu¢cdo de NaOH ou KOH resultando na conversao da
bixina em norbixina, a extracdo feita com 6leo soja e milho e a extracdo através de solventes
organicos (hexano, cloroférmio, etanol, acetona, propilenoglicol) que resulta na forma mais
pura dos pigmentos. Essas técnicas de extracdo em sua maioria almejam a extragdo da bixina,
que é um corante o qual determina a coloracdo vermelha das sementes (YABIKU 1992;
ARAUJO 1995; ROBBINS, 1995).

S840 muitos 0os compostos quimicos extraidos da Bixa orellana, como exemplos temos
os flavonodides, &cido galico, acido alfitolico, Oleo essencial, diterpenos, vestigios de
alcaldides, os carotendides (REVILLA, 2001).

Na fracdo lipidica, extraida com hexano, foi identificada a presenca de tocotrienois
com destaque para o delta tocotrienol (FREGA et al., 1998).

A bixina é um carotendide pertencente a classe dos apocarotenoides naturais, este
pigmento encontra-se em maior concentracdo sendo o responsavel por fornecer a coloracéo
vermelha ao arilo da semente (GALINDO-CUSPINERA 2002). Este pigmento ocorre
naturalmente na forma 16-Z (cis) (figura 8A), no entanto durante o processo de extracdo é
isomerizada conduzindo a forma 16-E (trans), denominada isobixina (figura 8B) e a norbixina
(figura 8C) é o derivado desmetilado da bixina (EVANS, 1992).
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Figura 8 - Estrutura quimica: 8A - bixina; 8B — isobixina; 8C — norhixina.

8A 16

PN P N éOOH
COOMe
Bixina
(Z-Bixina ou cis-Bixina)
8B

16 1

Isobixina
(E-Bixina ou trans-Bixina)
8C
7NN 7NN CooH
Norbixina

Segundo Marmion (1991), a bixina é indexada no Color index como CI No 75120, e

pela Comunidade Econémica Européia como EEC n° E160b e CI Natural Color 4.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIA PRIMA
4.1.1 Obtencao da matéria prima

Foram utilizadas sementes de urucum (Bixa orellana L.) do cultivar Piaveis Verde

Limao doadas gentilmente pela empresa CHR HANSEN, apresentando teor de bixina de 6%.
4.1.2 Método de extracdo

O processo utilizado na extracdo de constituintes da B. orellana seguiu o método
descrito por Barbosa-Filho et al. (1998), onde 800 g de sementes ndo trituradas foram secadas
na estufa por 45°C, extraidas em soxhlet com hexano por um periodo de 8 horas, em seguida,
evaporado o solvente em rotavapor obtendo um produto oleoso vermelho escuro que foi
denominado de “fragdo oleosa”. Em seguida, as sementes foram extraidas com cloroférmio,
também por um periodo de 8 horas. ApOs evaporacdo do solvente obteve-se um residuo
solido, de coloracdo avermelhada, que foi denominado de “concentrado de bixina”. Esse
concentrado foi ressolubilizado numa mistura de cloroférmio-acetona (1:1) e deixado no
freezer por um periodo de 24 horas. Em seguida, o precipitado foi filtrado e recristalizado em
cloroférmio, fornecendo a bixina pura, na forma de cristais vermelho purpura de ponto de
fusdo 195-196 °C.

4.1.3 Caracterizagdo das substancias avaliadas
4.1.3.1 Caracterizacéo do concentrado de bixina

A bixina foi identificada através de ressonancia magnética nuclear (RMN) de’H e *C

e comparada com dados da literatura (KELLY et al.,1996).
4.1.3.2Caracterizacdo da fracéo oleosa

a) Esterificacdo do 6leo fixo de urucum
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Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram preparados pelo método Maia (1992),
que consistiu basicamente da saponificagdo de 0,030g de éleo com solucéo de hidréxido de
sodio (0,5N) em metanol, seguido da esterificacdo com solucdo de cloreto de amdnio, acido
sulfurico e metanol, na proporcao de 1:1 e 5:30, respectivamente.

A seguir, acrescentou-se ao tubo de ensaio, sob agitacio (30 segundos), solugéo
saturada de cloreto de sddio e posteriormente 5 mL de hexano sob agitagdo (30 segundos).
Apdbs a separacdo das fases, a fase superior (fase hexanica) foi transferida com auxilio de
pipeta de Pasteur para um frasco com tampa e mantido sob refrigeracdo até analise dos acidos

graxos.
b) Analise da fracdo oleosa por cromatografia gasosa

A separacdo e quantificacdo (método de normalizacdo de area) das substancias foram
realizadas em cromatdgrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu,
GC-2010), dotado com coluna capilar DB-5 (J&W Scientific; 30,0m x 0,25mm x 0,25um).

A identificacdo das substancias foi realizada em cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons
(70eV), dotado com coluna capilar OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0m X
0,25mm x 0,25um). As condig¢des de analise no CG-DIC e CG-EM foram: injetor a 240 °C,
detector a 230 °C; gas de arraste: hélio, vazdo: 1,0mL/min.; modo de injecdo split: 1/30,
volume de inje¢ao: 1pL de solucdo.

A comprovagéo das substancias foi efetuada por meio da comparacéo dos tempos de
retencdo, dos espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e
comparacdo destes com os ésteres metilicos dos seguintes acido graxos: oleico (Sigma, L —
37H846), palmitico (Sigma, L — 80H8431), linolénico (Sigma, L- 67H1673), miristico
(Sigma, L — 126H3446), estearico (Sigma, L — 26H8491), behénico (Sigma, L — 96H8467),
araquidico (Sigma, L — 56H0479).

4.2 AVALIACAO TOXICOLOGICA
4.2.1Ensaio da toxicidade aguda com Artemia salina

Para a determinacdo preliminar da toxicidade aguda foi utilizado o método por

Artemia (A.) salina (MEYER et al., 1982). Os ensaios foram realizados no Laboratorio de



VILAR. D.A.

Ensaios Farmacolégicos localizado no Complexo Integrado de Pesquisa Trés Marias no
Campus | da Universidade Estadual da Paraiba-UEPB.

Uma quantidade de 0,3 g de cistos de A. salina foram mantidos em agua marinha
sintética e incubados por 24-36 horas sob iluminacéo artificial e temperatura de 22°C. Apos a
eclosdo, 10 nduplios foram coletados e tratados em tubos de ensaio contendo a solugdo de
bixina e da fracdo oleosa 125 e 250 g/l em concentragdes entre 50 e 1000 ug/mL e um
controle. As culturas de foram incubadas a 22°C, sendo realizada a leitura do nimero de
sobreviventes e mortos ap0s 24 horas para a determinacdo da dose letal média (DLsp). O
ensaio foi realizado em triplicata.

Para andlise do ensaio da toxicidade com A. salina, a DLspxdesvio padrdo foi
determinada pelo método Probitos utilizando software STATPLUS® 2009, com 95% de

intervalo de confianca.
4.2.2 Avaliagéo da toxicidade animal
4.2.2.1 Avaliacéo da citotoxicidade frente eritrécitos de camundongos

Os ensaios para avaliacdo da citotoxicidade em eritrocitos foram realizados segundo
Kang et al. (2009), com algumas modifica¢des. Os eritrocitos foram obtidos de sangue fresco
de camundongos suicos coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada (heparina sddica
- Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulacdo. Para obter a suspenséo de eritrocitos, 1 mL
de sangue total foi solubilizado em 10 mL de solucdo tampdo fosfato (PBS) e entéo
centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e esse
processo repetido mais duas vezes. Os eritrocitos foram finalmente ressuspenssos em PBS,
obtendo-se entdo a suspensdo de eritrocitos a 0,5% (v/v) que foi utilizada para o ensaio de
hemolise. A fracdo oleosa e a bixina foram solubilizadas em DMSO (5%) e preparada em
PBS, no dobro das concentracdes desejadas. A cada 100 pL dessas solucdes foi adicionado
100 uL da suspensdo de eritrocitos, em quadruplicata. Os controles positivo e negativo foram
também utilizados, pela incubacdo de eritrécitos em uma solugdo de 0,1% de Triton X-100
(SigmaAldrich®) em PBS (2 mL) e DMSO (5%) em PBS (2 mL), respectivamente. A placa
de 96 pocos foi mantida sob agitacdo suave por 60 minutos. Apos esse periodo, a placa foi
centrifugada por 5 minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente removido.Apds
remocdo, foi adicionado a cada po¢o 200 pL de solugdo de Triton X-100 (0,1%) e a placa

cuidadosamente agitada. A quantidade de hemolise causada pela solugdo do Triton X-100
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(0,1%) foi determinada espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como prova inversa para
determinacdo da CHs, da fracdo oleosa e bixina (concentracdo do que produz 50% de

hemolise), utilizando a seguinte formula:

%Hemodlise = AB— A(FO eB) x 100
ATX

Onde:
Aty = Absorbancia do pog¢o contendo controle positivo com Triton-X

A (roes) = Absorbancia do pogo contendo a concentracao da fragao oleosa e bixina

4.2.2.2 Avaliacdo da toxicidade aguda in vivo

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de acordo com o
OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423.

Camundongos suicos, trés fémeas por grupo, incluindo o controle, foram submetidos a
doses Unicas de 2000 mg/kg da fracdo oleosa ebixina por via oral (v.0.), e ao grupo controle
foi administrado apenas o veiculo (6leo de milho). O nivel de dose para ser usada como a
dose de partida é selecionado a partir de um dos quatro niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000 mg/Kkg.
Uma vez existindo informacdes toxicoldgicas sobre a substancia a ser testada, recomenda-se
iniciar com a dose de 2000 mg/kg. Em principio, 0 método ndo se destina a permitir o calculo
preciso da DLsp (apesar de fornecer uma estimativa do seu valor), entretanto permite uma
classificacdo da substdncia em categorias de acordo com o “Globally Harmonized
Classification System” - GHS (Anexo 1).

Com o objetivo de mapear possiveis alteragdes comportamentais, sugestivas de
atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Auténomo (SNA),
apos administracdo da fracdo oleosa e bixina por via oral (v.0.), foi realizada observacéo
cuidadosa para se detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos: 0, 15, 30 e 60
minutos; apos 4 horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo experimental
elaborado pelo Laboratorio de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB e descrito por
Almeida et al. (1999). Desde a 242 hora e até 14 dias apos a administracdo da dose, foram
observadas a variacao do peso e 0 consumo de agua e alimentos pelos animais experimentais.

Ao fim do periodo de observacdo todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e

autopsiados. Os orgdos, figado, rins, coracdo, timo e baco foram removidos e pesados para



VILAR. D.A.

determinagdo do indice dos 6rgdos e calculado seguindo a férmula: indice = peso do 6rgéo
(mg)/peso do animal (g).

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA EM ENSAIOS IN VITRO E IN VIVO
4.3.1Parasitas e sua manutencao in vitro e in vivo

Para a avaliacdo da atividade leishmanicida do concentrado de bixina e da fracdo
oleosa, foram utilizadas formas promastigotas de L. major (MHOM/IL/1980/FN) cedida pela
Prof®. Dra. Maria Norma Melo (Universidade Federal de Minas Gerais).Os parasitas foram
cultivados em meio de cultura NNN/SCHNEIDER suplementado com 20% de soro fetal
bovino (SFB) e antibidticos (100 U.l. de penicilina, e 100 pg/mL de estreptomicina),
incubados a 26+ 1°C e repicados semanalmente. Concomitantemente, a cepa de L. major foi
mantida em camundongos suicos inoculando-se 1x10” células/mL no coxim plantar da pata
posterior esquerda dos animais, provenientes do Biotério Thomas George, localizado no
CBiotec/UFPB.

As espécies de L. major também foram criopreservadas para futuras utilizacdes. Para
isto, adicionou-se 10% de glicerol estéril nas culturas de promastigotas no inicio da fase
estacionaria de crescimento, cultivadas apenas em meio Schneider completo. O glicerol foi
adicionado lentamente a cultura sob agitacdo constante, e ap6s 15 minutos, aliquotas de 1 mL
foram distribuidas em tubos apropriados para criopreservacdo, e mantidas em freezer a -80 °C
e em nitrogénio liquido. Conforme necessidade, essas culturas eram descongeladas a
temperatura ambiente, observadas no microscépio comum, e uma aliquota de cerca de 200 pl
era inoculada em 1 mL de meio Schneider completo e incubadas em estufa a 26 + 1°C para o

crescimento das culturas.
4.3.2 Animais

Foram utilizados camundongos sui¢os fémeas (8 -10 semanas) provenientes do
Biotério Thomas George, localizado no CBiotec/UFPB e do Biotério, localizado na
FCM/Campina Grande. Todos os animais foram mantidos num ambiente com temperatura
controlada a 21 ciclos + 2 °C, claras e escuras de 12/12 horas e tiveram livre acesso a comida

e agua. Todos os protocolos experimentais foram previamente aprovados pela Comissao de
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Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, com o registro n°
0806/11 (ANEXO 2).

4.3.3 Avaliacdo da atividade antileishmania da bixina e da fracéo oleosa

Para avaliacdo da atividade antipromastigota, experimentos foram realizados em tubos
de ensaio contendo meio Schneider completo, onde adicionou-se 1x10° células/mL de
promastigotas das espécies de Leishmania sp. estudadas, em fase logaritmica de crescimento,
na auséncia (controle) e presenca de diferentes concentragcdes do concentrado de bixina e da
fracdo oleosa. Apds 72 horas de incubagéo a 26°C + 1, aliquotas das culturas foram retiradas,
diluidas em solucéo de Isoton (10,5 g de &cido citrico, 7 g de NaCl, 15 mL de formol em 1 L
de agua destilada), analisadas sob microscopia éptica comum e quantificadas diretamente em
camara de Neubauer (Figura 9). A estimativa do nimero de parasitos/ mL de cultura foi feita
utilizando a férmula: N° de parasitos = média dos 4 quadrantes X o inverso da dilui¢cdo da

amostra x 10,

Figura 9 — Esquema do experimento da atividade antileishmania sobre formas promastigotas de Leishmania

major.
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Fonte: Néris, 2012. Formas promastigotas de L. major em fase log de crescimento (1x10°cel/mL) foram
incubadas na presenca da bixina, fragio oleosa, Glucantime® e Anfotericina B® em diferentes concentracdes.
Apos 72h de incubacédo a 26°C, aliquotas foram diluidas em solugdo de ISOTON e quantificadas em camara de
Neubauer, através de microscopia Optica comum.
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Paralelamente, as culturas de L. major foram avaliadas quanto a sensibilidade ao
Glucantime® [300mg/mL (Aventis Pharma, Brasil)] e a Anfotericina B® [1mg/mL (Cristélia],
como medicamentos de referéncia. Ambas as substancias foram diluidas em meio Schneider
completo, de acordo com as concentracdes testadas. Esses medicamentos foram cedidos
gentilmente pelo Hospital Universitario Lauro Wanderley-UFPB.

As culturas mantidas na auséncia dos compostos foram denominadas controles, onde
seu crescimento foi considerado 100% e os calculos da porcentagem de inibicdo dos
compostos foram realizados em relagdo a esta cultura controle. Cada experimento foi
realizado em duplicata e foi repetido pelo menos em trés experiéncias independentes. A
concentracdo inibitoria de 50% (1Csp) foi calculada por analise Probit (SPSS para Windows
8.0).

4.3.4 Ensaio de citotoxicidade e determinacéo do indice terapéutico in vitro

Para a obtencdo dos M@s peritoneais murinos, utilizaram-se fémeas de camundongos
suicos, com 8 a 10 semanas de idade, provenientes do biotério do CBiotec da UFPB.
Administrou-se 1 mL de tioglicolato na cavidade peritoneal dos camundongos e apds 5 dias
0s mesmos foram sacrificados para obtencdo de M{@s peritoniais. Para tanto, 10 mL da
solucdo PBS, suplementada com 3%, de SBF foram injetados na cavidade peritoneal, e a
solucdo foi recuperada em seguida. As células foram sedimentadas por centrifugacéo,
ressuspensas em 1 mL de meio RPMI completo (RPMI + 10% SBF e 100 U.I. de penicilina, e
100 pg/mL de estreptomicina) (Figura 10). As células viaveis foram ajustadas para uma
densidade de 1x10° células/mL, e entdo distribuidos 1 mL dessa suspensdo em tubos de
polipropileno, seguindo pela adicdo dos compostos a serem testados em diferentes
concentragdes, exceto nos controles. As células foram entdo incubadas em estufa 5% de CO,
a 37 °C, e ap6s 24 horas, quantificadas em camara de Neubauer na presenca de Azul de
Trypan a 0,4%.
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Figura 10 — Ensaio de exclusdo do azul de Trypan.
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Fonte: Caldas, 2010.

A viabilidade das células expostas as substancias avaliadas foi determinada por
comparacdo com a cultura controle (sem farmaco), sendo cada experimento realizado em
duplicata, com pelo menos trés experimentos independentes.A concentragcdo que causou uma
reducdo de 50% da viabilidade celular (CCsp) foi calculada por andlise Probit (SPSS para
Windows 8.0). O indice terapéutico foi calculado dividindo o CCsy para macrofagos

peritoneais pelo 1Cs das formas promastigotas (AMORIM et al., 2013).

4.3.5 Avaliacdo da atividade in vivo da bixina e da fracao oleosa em camundongos Suicos

infectados com L. major

Para os estudos in vivo foram utilizados camundongos sui¢os. Todos os animais foram
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Meédicas de Campina Grande/ FCM.
Camundongos, fémeas, de 8 a 10 semanas, foram infectados com 1x10’ promastigotas em
fase estacionaria de crescimento (cinco dias de cultivo) pela via subcutanea, na pata posterior
esquerda. O desenvolvimento das lesdes foi monitorado semanalmente, por meio de medidas
da espessura da pata infectada e ndo infectada com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo,
Japdo). A diferenca entre as medidas representou o tamanho da leséo. Os aspectos analisados
foram, portanto, tamanho e caracteristicas do desenvolvimento da lesdo, carga parasitaria e

peso do animal.
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4.3.5.1 Tratamento dos animais

O tratamento dos camundongos foi por administracao via oral das substancias testadas
e via intraperitoneal das medicacdes de referéncia Glucantime® e Anfotericina®, todos os dias
a partir do segundo dia de infecgédo, durante quatro semanas consecutivas. Os camundongos
foram observados por mais quatro semanas, totalizando dois meses de experimentagao.

Os animais utilizados neste experimento foram divididos em cinco grupos (n=10),
sendo: (I) grupo controle, tratado com o veiculo 6leo de milho (Marca, Liza), via oral; (1)
grupo com o concentrado de bixina 80 mg/kg, tratado com dose de 80 mg/kg, via oral; (111)
grupo com a fracdo oleosa 80 mg/kg, tratado com dose de 80 mg/kg, via oral; (IV) grupo
Glucantime®, tratado com medicamento de referéncia na dose de 100 mg/kg, via
intraperitoneal e (V) grupo Anfotericina®, tratado com medicamento de referéncia na dose de
100 mg/kg, via intraperitoneal. Os medicamentos de referéncia foram diluidas no veiculo PBS
e as substdncias avaliadas foram diluidas no 6leo de milho (Marca, Liza), e o volume
administrado em cada dose foi de 100 pL.

O desenvolvimento das lesdes dos animais foi monitorado semanalmente durante dois
meses, por meio de medidas da espessura da pata infectada e ndo infectada com o auxilio de
um paquimetro, onde a diferenca entre as medidas representou o tamanho da lesdo. Foram
também analisados durante o tratamento parametros qualitativos que poderiam indicar uma
possivel toxicidade do composto testado, dentre eles alteracbes de peso corporal, onde a

pesagem serda realizada semanalmente, além da queda de pelo e presenca de metastase.
4.3.5.2 Quantificacdo da carga parasitaria

Ao fim do tratamento, todos os animais foram eutanasiados e a parasitemia da pata,
linfonodo popliteo esquerdo, baco foram avaliados através do método de dilui¢Bes sucessivas
(OLIVEIRA et al., 2005). Um fragmento da lesdo da pata e baco de cada animal foi
removido, pesado e macerado em meio Schneider completo (2 mL) com um macerador de
tecido, até formar uma suspensdo homogénea. Processo semelhante foi realizado com
linfonodo popliteo que drenou a lesdo, contudo, a solugdo do linfonodo foi obtida com a
utilizacao do 6rgao completo. As suspensoes celulares (200 uL) foram entdo transferidas para
placas de 96 pogos, e em seguida, realizou-se diluicbes sucessivas em meio Schneider
completo até 107, A andlise das culturas ocorreu depois de 10 dias de incubacio em estufa a
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26+1°C sob microscopia 6ptica comum, para verificar a presenca de promastigotas de

L.major. Cada amostra foi analisada em triplicata.
4.3.5.3 Analise estatistica

Os dados obtidos dos experimentos foram comparados utilizando o teste ANOVA
oneway, seguido de pds teste de Dunnet. Para realizacdo da analise estatistica e geracdo de
graficos, foi utilizado o programa GraphPadPrism 5.0. Apenas os valores de P < 0,05 foram
considerados significativos. Para o célculo de 1Csp e CCsp (concentracdo capaz de inibir 50%
do crescimento dos parasitos) foi utilizado o modelo Probit de anélise de regressdo, no

programa SPSS 8.0 for Windows.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS SEMENTES DE BIXA ORELLANA

Um fator que pdde ser visto durante as extragdes foi a descoloragdo das sementes
durante o processo. Apds a extracdo com hexano, as sementes ainda permaneciam bastante
vermelhas, e a fracdo hexanica apresentava coloracdo vermelho-alaranjada. Ja a fracéo
cloroférmica era de cor vermelho intensa e as sementes apds a extracdo estavam praticamente

desprovidas de cor.
5.2CARACTERIZACAO DA BIXINA E DA FRACAO OLEOSA

O espectro de RMN de H da bixina apresentou sinais de deslocamento quimico entre
1,89-1,93 ppm que correspondem a préton das metilas ligadas aos carbonos vinilicos, um
singlete em 3,73 ppm correspondente a metoxila do grupamento éster e também a dois pares
de dupletos em 5,79 / 7,26 ¢ 5,83 / 7,35 ppm atribuidos respectivamente a Ho. / HB aos grupos
carboxilicos do &cido livre e do éster. Também apresentou multipletos entre 5,86 a 6,84 ppm.

O espectro de RMN de 13C da bixina apresentou sinais de deslocamento quimico em
169,7 e 168,17 ppm referentes aos carbonos das carbonilas de acido e éster, respectivamente.
Também apresentou sinal de deslocamento em 51,5 ppm referente ao carbono da metoxila do
éster. Na regido de 123,1 a 149,7 ppm observou-se multiplicidade de sinais correspondentes
aos carbonos sp’ da cadeia vinilica e na regido entre 12-20 ppm os sinais de deslocamento de
carbonos das metilas ligadas aos carbonos vinilicos.

Dessa forma, a analise dos dados de RMN de *H e 3C e os dados de literatura
(KELLY et al.,1996) permitiram caracterizar o cristal obtido como sendo o corante bixina,

conforme Tabela 1 e Figura 11.
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Tabela 1 - Deslocamentos quimicos de RMN de H e de 13C do cristal de bixina.

Carbono  °C? B¢ "H2 Jpn THP Jy

1 168,07 169,79

2 117,64 115,84 5,870; 15,5 578;155
3 147,35 149,79 7,446 ;15,4 7,31;155
4 133,63 133,32

5 139,93 140,38 6,53 ;9,8 6,25 ;10,0
6 124,87 124,18 6,62 ;16,3 6,59 ;17,5
4 141,11 141,78 6,53 ; 16,2 6,54 ;14,0
8 136,60 136,52

9 134,56 134,79 6,35; 10,8 6,43 ;115
10 131,34 131,37 6,66 ; 14,2 6,61; 14,5
11 131,14 130,68 6,70 ; 14,2 6,78 ; 14,0
12 134,56 134,18 6,31;10,3 6,30 ;11,0
13 136,74 136,88

14 140,62 140,55 6,39 ; 14,7 6,44 ;14,5
15 123,11 123,15 6,85 ; 14,7 6,80 ;14,5
16 138,07 138,01 6,35;11.2 6,34 ;15,0
17 131,33 131,15

18 138,47 139,60 7,95;15.6 7,89 ;155
19 118,44 117,19 590; 15.6 5,83; 15,0
20 166,86 168,18

21 12,52 12,46 1,95 1,87
22 12,58 12,60 1,98 1,91
23 12,68 12,77 2,00 1,93
24 19,94 20,05 1,95 1,88
25 51,40 51,52 3,78 3,71

 Kelly DR. et al., NMR, MS and X-Ray Crystal Structure Determination of the

Bixin Family of Apocarotenoids, J. Chem. Res.(S), 1996, 446-447.

® Medidas feitas observando-se o niicleo do H' e C** a 500 MHz, CDCI3, ppm.
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Figura 11 - Estrutura quimica do cristal de bixina.
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Em um estudo fitoquimico para aplicacdo do 6leo da B. orellana em uma formulagéo
cosmética, Costa (2007) constatou valores semelhantes ao analisar os espectros de RMN de
'H e 3C. Oliveira (2005) em seus estudos relata obtencdo de valores semelhantes aos
encontrados nesse estudo para os espectros de RMN de *H e **C extraidos de sementes de B.
orellana.

Conforme demonstrado no cromatograma (Figura 12), a amostra da fracdo oleosa da
semente de urucum esterificada apresentou uma mistura complexa de substancias, com maior

abundancia dos ésteres metilicos de acidos graxos saturados e insaturados (Tabela 2).

Figura 12 -Cromatograma de ions totais da amostra do dleo das sementes de urucum esterificada realizada em
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Tabela 2 - Composicio dos acidos graxos das sementes de urucum (Bixa orellanal..).

Pico Tempo de Retencdo Acido graxo %
(min)
6 7,896 Laurico 1,10
18 11,817 Miristico 0,84
21 18,086 Palmitico 4,33
32 26,847 Linoleico 7,34
33 27,149 Oléico 5,88
37 28,323 Esteérico 3,99
61 33,836 Araquidico 3,25
68 39,512 Behénico 0,34

Os é&cidos graxos listados correspondem aos de maior concentracdo no oleo.
Primeiramente estd o linoléico, com aproximadamente 7,34%, seguido do &cido oléico. Os
acidos palmitico e estearico também estdo em quantidades significativas. Essas concentracdes
se assemelham com os resultados encontrados por Matos et al.(1992), que utilizaram a mesma
forma de extragdo do 6leo de B. orellana e identificacdo dos &cidos graxos. Costa-Val (2007)
obteve concentracdes equivalentes aos resultados encontrados nesse estudo. Porem algumas
diferencas podem ser notadas, pois existem diversas variedades da espécie. Além disso, a
época em que os frutos foram colhidos pode néo ter sido a mesma, o que também interfere nas

quantidades de seus componentes.

5.3 AVALIACAO TOXICOLOGICA

5.3.1 Ensaio da toxicidade aguda com Artemia salina

Meyer et al. (1982) estabeleceram uma relacdo entre o grau de toxicidade e a dose
letal média (DLsp), apresentada por substancias bioativas e extratos de plantas em meio salino
com nauplios de A. salina. Desde entdo, considera-se que quando sdo verificados valores
abaixo de 500 ug/mL indica que o composto ¢é toxico, quando os valores de DLso variam entre
500 e 1000 pg/mL denota-se moderada toxicidade e quando sdo encontrados valores acima de
1000 pg/mL, estes, sdo considerados atoxicos. Baseada nessa relagdo, pode-se inferir que a
bixina e a fracdo oleosa apresentam-se como toxicos por apresentar valor de DLsy,
respectivamente, de 353,64+67,54 e 285,41+35,8lug/mL apds 24 horas nas condi¢Oes
experimentais, sendo o indice de mortalidade dos nauplios dose-dependente. Tais dados
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toxicologicos, segundo Parra et al. (2001), podem ser correlacionados com testes de
toxicidade aguda oral em animais.

Os testes de toxicidade como o bioensaio com A. salina, sdo validos, pois os efeitos
produzidos por um composto nos animais de laboratério sdo aplicaveis ao homem. Com base
na dose por unidade de superficie corporal, os efeitos toxicos no homem estdo
consideravelmente nos mesmos limites que os observados nos animais de laboratdrio, sendo
possivel descobrir possiveis riscos nos humanos (KLASSEN et al., 2001).

Num estudo realizado por Kumar et al., (2012) ao utilizar extratos das folhas de B.
orellana evidenciou um efeito ndo téxico contra a A. salina, demonstrando que extratos de
outras partes da mesma planta podem conter diferentes principios ativos, 0s quais podem

apresentar efeito toxico contra a mesma espécie testada.
5.3.2 Avaliacao da citotoxicidade frente eritrdcitos de camundongos

No ensaio de avaliacdo da citotoxicidade em eritrocitos de camundongos suicos
observou-se que a percentagem de hemdlise aumentou de maneira dependente de
concentracdo apos o tratamento com bixina, produzindo 100% de hemolise em concentracfes
a partir de 1500 ug/mL. O valor de CHs, obtido foi de 431,5 pg/mL (R* = 0,9805) (Figura
13). J& no caso da fracdo oleosa, ndo foi possivel calcular uma CHso, uma vez que hemolise
em baixo percentual foi observada apenas na maior dose testada (2000 pg/mL), sendo
considerada uma composicdo pouco hemolitica (CHso maior que 1250 pg/mL (SANTOS
JUNIOR et al., 2010).

Figural3 — Percentual de hemdlise em eritrocitos de camundongos suigos apds tratamento com bixina (ug/mL).
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Cada ponto representa média + erro padrdo da média de trés experimentos em quatro replicatas.
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Tal atividade corrobora com achados na literatura, uma vez que estudos indicam que
alguns compostos isolados de plantas, tais como terpenoides, assim como polifenois,
epicatequinas e saponinas podem causar mudancas na membrana de células vermelhas
sanguineas e subsequentemente produzir hemolise (GRINBERG et al., 1997; ZHANG et al.,
1997).

Agéncias regulatorias, a exemplo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) recomendam a realizacdo de ensaios desta natureza para a aprovacao de produtos
cosméticos. O ensaio permite quantificar e avaliar os efeitos adversos dos tensoativos
empregados em Xxampus, sabonetes liquidos e produtos de higiene sobre a membrana
plasmética das hemacias e a consequente liberacdo da hemoglobina (hemolise) e ainda, o
indice de desnaturacdo da hemoglobina, avaliado através de sua forma oxidada, ambos
quantificados por espectrofotometria. A relacdo entre a hemolise e oxidacdo da hemoglobina
fornece um pardmetro de caracterizacdo dos efeitos dessas substancias in vitro (BRASIL,
2003).

5.3.3Ensaios de toxicidade pré-clinica aguda em animais
5.3.3.1 Avaliagdo comportamental e estimativa da DLso

No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda que segue o protocolo estabelecido pela
OECD n°423 (Anexo 1), foi evidenciado que o tratamento com 2000 mg/kg da bixina
induziu morte de um animal apenas no segundo experimento. O valor de DLso obtido foi de
2500 mg/kg.

Ainda, foram observados alguns efeitos caracteristicos de alteracfes no SNC e SNA
(Tabela 3). No segundo experimento, os efeitos foram bem mais discretos, com ptose e
sedacdo de 0 a 60 min, e com variacdo nos efeitos observados no SNA, uma vez que no

segundo experimento foi observada defecacdo aumentada no tempo zero.

Tabela 3 - Alteragbes comportamentais observadas nos animais tratados com bixina com dose maxima, via
oral.

Dose Tempo de observacéo Efeitos comportamentais
(mg/kg; V.0O.) (min)
Bixina 0 (++) hiperatividade; (++) irritabilidade; (++)
2000 agressividade; (+) ataxia; (+) resposta ao toque
(3 animais) diminuido; (+) perda do reflexo corneal e (+)
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auricular; (+) ambulacéo; (+) levantar; (++)
escalar; (+) contor¢des abdominais; (++)
constipacédo; (-) mic¢do; (-) tdnus muscular; (-)

forca para agarrar

15 (++) hiperatividade; (+) irritabilidade; (++)
agressividade; (+) ataxia; (++) resposta ao toque
diminuido; (+) ambulacéo; (+) escalar; (+)
constipacdo; (-) miccéo; (-) forca para agarrar

30 (++) hiperatividade; (+) irritabilidade; (++)

agressividade; (+) ataxia; (+) analgesia; (+) resposta

ao toque diminuido; (+) ambulagéo; (+)
estereotipia; (+) constipacgéo; (-) miccao; (-) forca
para agarrar
60 (+) hiperatividade; (++) irritabilidade; (+)

agressividade; (+) ataxia; (+) analgesia; (+)

constipacédo; (-) miccdo; (-) forca para agarrar

240 (+) hiperatividade; (++) micg¢do; (-) forca para

agarrar

_[(—) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso] n = 3 (fémeas) — primeiro experimento.

No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda foi evidenciado que o tratamento com 2000
mg/kg da fracdo oleosa ndo induziu morte de animal experimental. O valor de DLso obtido foi
de 5000 mg/kg.

Foram observados alguns efeitos caracteristicos de alteracGes no SNC e SNA (Tabela
4). Observou-se também queap6s 4 horas, as fezes foram ficando diarréicas, e com muito
6leo, da cor da fracdo oleosa. Os efeitos observados podem ser correlacionados como sendo

resultantes do mal estar abdominal gerado pela ingestéo da fragéo oleosa.

Tabela 4 - Alteragdes comportamentais observadas nos animais tratados com fragdo oleosa com dose
maxima, via oral.

Dose Tempo de Efeitos comportamentais
(mg/kg; V.0.) observacéo (min)
O.E.U. 0 (-) ambulagéo; (+) escalar
2000 15 (+) irritabilidade; (+) ptose; (+) ataxia; (+)
(3 + 3 animais) constipacdo; (-) miccéo
30 (+) sedagdo; (+) ataxia; (+) analgesia; (+)
constipacao; (-) miccéo
60 (+) sedacdo; (+) ataxia; (+) levantar; (-) mic¢ao
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240 (+)diarréia; (-) micgéo

[(-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso] n = 6 (fémeas).

5.3.3.2 Avaliacédo da evolucéo ponderal e do consumo de 4gua e ragao

Na Tabela 5 estdo expressos os valores referentes ao consumo de agua e racdo e
evolugéo ponderal, avaliados durante os 14 dias de observagéo.

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que, apo6s tratamento com dose
Unica da bixina, percebe-se diminuicdo significativa no consumo de dgua nos experimentos
realizados com a dose de 2000 mg/kg quando, comparado ao grupo controle. No que se refere
a fracdo oleosa, percebe-se diminuicdo significativa na média do consumo diario da agua e da

racdo quando comparados ao grupo controle.

Tabela 5 - Efeitos do tratamento agudo com bixina e fragéo oleosa sobre o consumo de agua e racdo e
evolucao ponderal dos camundongos fémeas.

Dose Consumo de Consumo de Peso inicial ]
Grupos ) . Peso final (g)
(mg/kg)  agua (mL) racao (9) (9)
Controle 3 36,92+2,50 44,23+5,21 29,02+1,16 32,23+1,41
Bixina 2000 22,50+2,54° 17,21+1,38° 27,14+0,70 31,83+0,39
O.E.U. 2000 30,45+3,04 17,89+1,25° 28,23+1,52 33,25+1,21

Dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média; p<0,05 comparado com grupo controle por teste
ANOVA oneway, seguido de pos teste de Dunnet.

5.3.3.3 Avaliacdo dos indices dos 6rgaos

Nenhuma alteragdo significante no indice desses érgdos foi observada entre osgrupos
de animais controle e tratados nos dois experimentos realizados com a dose de 2000 mg/kg
(Tabela 6).

Tabela 6 -Efeitos do tratamento agudo (v.0.) com bixinae fracdo oleosa nos indices dos 6rgdos de
camundongos fémeas.

Dose indice de indice de indice indice de indice de
Grupos (ma/ka) coracao figado de rins timo baco (Mg/g)
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Controle ———- 4,07+0,21 60,33+2,07 11,76+0,78 4,05+0,42 5,86%0,67

Bixina 2000 4,48+0,14 58,50+1,62  12,28+0,65 4,75%0,20 7,11+0,99
O.E.U. 2000 3,97+0,41 54,38+2,46  10,19+0,77 4,13+0,25 6,03+0,96

Dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média; *p<0,05 comparado com grupo controle por teste
ANOVA oneway, seguido de pés teste de Dunnet.
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Na tentativa de defender o organismo contra o ataque de patégenos o sistema imune e
0s 6rgdos sdo os principais defensores do corpo. O sistema imuno pode estar afetado caso
ocorra degeneracdo ou atrofia de 6rgdos imune. Como exemplo disso, temos 0 bago que serve
como reservatério de sangue e tem a funcéo de purifica-lo juntamente com a linfa, no entanto
se 0 baco sofre algum dano ou é removido, o individuo ficara mais susceptivel a infec¢des
(YU et al., 2007). A funcdo imunoldgica pode também ser diminuida quando realizada a
timectomia (retirada do timo), uma vez que o timo € o responsavel pelo desenvolvimento de
tecidos linfoides e no estabelecimento das func@es imune (MILLER et al., 1962; MILLER et
al., 1962a;MILLER et al., 1962b; MILLER, 1964).

Entretanto, o tratamento com a bixina e a fracdo oleosa, ndo provocaram alteracdes

nesses indices, sugerindo que estas substancias ndo possuem atividade imunodepressora.
5.3.3.4 Avaliagdo de parametros bioquimicos e hematol6gicos

A investigacdo dos efeitos toxicoldgicos da bixina e fracdo oleosa prosseguiram-se
também com aavaliacdo de parametros bioquimicos e hematologicos. Nenhuma alteracdo
significativa foi observada nos pardmetros bioquimicos em ambos 0s grupos, quando

comparados com o controle (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeitos do tratamento agudo com bixina ou fragdo oleosa nos parametros bioquimicos de
sangue periférico de camundongos fémeas.

Dose Uréia Creatinina
Grupos AST (U/L) ALT (U/L)
(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL)
Controle - 183,6 + 7,88 46,40 + 9,81 45,00 + 2,75 0,30 + 0,03
Bixina 2000 160,7 + 13,08 50,63 + 8,83 48,71 + 2,58 0,29 + 0,04
O.E.U. 2000 164,0 + 9,86 52,50 + 6,04 48,50 + 3,52 0,25 + 0,02

Dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média; *p<0,05 comparado com grupo controle por teste
ANOVA oneway, seguido de pos teste de Dunnet.

Uma grande quantidade de enzimas esta concentrada nos hepatocitos que sao celular
metabolicamente complexas. Para avaliacdo da funcdo hepética sdo avaliadas a funcdo de
duas enzimas: a aspartato aminotransferase (AST) e aalanina aminotransferase (ALT). Na
lesdo hepatica ocorrre extravasamento dessas enzimas para o plasma sendo Uteis para o
diagnostico e monitoramento desse tipo de lesdo, tornando-se os principais marcadores de
lesdo celular, especialmente hepatopatias (HENRY/, 2008).
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A avaliacdo da funcédo renal pode ser realizada por meio da determinacdo das
concentragfes sanguineas de uréia e creatinina. A uréia é um produto da degradacdo do
metabolismo dos aminoacidos, produzida a partir da aménia no ciclo da uréia hepética. E
filtrada pelos glomérulos e reabsorvida nos dutos coletores juntamente com a agua (GROSS;
WEHRLE; BUSSEMAKER, 1996). E recomendado que a aplicabilidade das determinagdes
da uréia no soro é significativamente potencializada quando os resultados da uréia séo
considerados juntamente com os resultados das determinagdes da creatinina.

Os dados desse estudo sugerem que a bixina e a fracdo oleosa possuem baixa
toxicidade hepatica e renal, nas doses avaliadas.

Com relacdo a avaliacdo hematoldgica, ndo houve nenhuma alteracdo significativa na
série vermelha para nenhum dos grupos, quando comparados com o controle (Tabela 8 e 9).
Esses dados inferem que os tratamentos com bixina e fracdo oleosa ndo induzem toxicidade

em nivel de células sanguineas, bem como na hematopoiese.

Tabela 8 - Efeitos do tratamento agudo com bixina e fracdo oleosa nos parédmetros hematoldgicos de
sangue periférico de camundongos fémeas.

Hemacias Hemoglobina o
Grupos Dose (mg/kg) 6 s Hematdcrito (%6)
(10°/mm?) (g/dL)
Controle - 9,32+0,10 13,95+0,71 50,45+2,24
Bixina 2000 9,71+0,49 13,7840,52 53,21+2,74
O.E.U. 2000 9,89+0,44 14,7540,52 53,48+4,92

Dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média; *p<0,05 comparado com grupo controle por teste
ANOVA oneway, seguido de pés teste de Dunnet.

Tabela 9 - Efeitos do tratamento agudo com bixinae fracdo oloesa nos parémetros hematoldgicos de
sangue periférico de camundongos fémeas. (continuacéo).

Grupos Dose (mg/kg) VCM (fm’) HCM (pg) CHCM (g/dL)

Controle - 53,83+1,81 14,68+0,968 28,07+2,36
Bixina 2000 55,19+2,54 14,48+1,03 26,34+1,63
O.E.U. 2000 53,47+2,61 15,03+0,82 28,8242 97

Dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média; *p<0,05 comparado com grupo controle por teste
ANOVA oneway, seguido de pos teste de Dunnet.

Na contagem diferencial de leucdcitos o tratamento com a bixina ndo houve nenhuma
alteracdo significativa na contagem dos linfocitos e dos neutréfilos em comparacdo com 0s

grupos controle, Tabela 10.
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Tabela 10 - Efeitos do tratamento agudo com bixina e fragdo oleosa nos parametros hematolégicos de
sangue periférico de camundongos fémeas (continuacao).

b Leucocitos Contagem diferencial de leucdcitos (%)
ose
Grupos totais L . . o
(mg/kg) s 5 Linfécitos Neutrofilos Mondcitos Eosindfilos
(20°/mm?)
Controle 59+0,19 76,7+0,49 19,7+0,76 2,7+0,49 1,0 £ 0,52

Bixina 2000 5,7+0,87 85,3+2,99 11,0+ 2,77 3,11+0,56 0,44 £ 0,34
O.E.U. 2000 6,8+ 1,27 83,6 £2,97 17,17 + 4,35 2,2+0,31 0,50 £ 0,22

Dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média; *p<0,05 comparado com grupo controle por teste
ANOVA oneway, seguido de pos teste de Dunnet.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO
5.4.1Avaliacéo da atividade antipromastigota de bixina e fragdo oleosa in vitro

A atividade leishmanicida da bixina, fracdo oleosa, Glucantime® e Anfotericina B
sobre as formas promastigotas de L. major estdo representadas nas figuras 14.

Analisando os dados de inibicdo de crescimento, observou-se que a bixina inibiu o
crescimento das culturas de L. major em todas as concentracdes analisadas, de maneira dose
dependente, apresentando para as concentragdes de 1; 2; 5 e 10 ug/mL os valores de inibigdo
de crescimento de 23,71 (x6,111); 52,69 (+ 5,890); 71,98 (+6,218) e 85,13 (+10,04%),
respectivamente. Igualmente observou-se que a fragcdo oleosa inibiu o crescimento das
culturas de L. major em todas as concentracGes analisadas, também de maneira dose
dependente, apresentando para as concentragdes de 1; 2; 5 e 10 ug/mL os valores de inibigcdo
de crescimento de 46,87 (+7,800); 56,47 (8,263); 82,77 (+11,93); 89,74 (+ 6,902%),
respectivamente.

Com relago ao tratamento com a Anfotericina B®, observou-se inibic&o significativa
no crescimento das culturas quando comparadas ao controle em todas as concentragdes
avaliadas. A avaliagdo do tratamento com o Glucantime® demonstrou que, a partir da
concentragdo de 2000 pg/mL, comegou a existir inibicdo no crescimento da cultura
(14,98+4,66%). Para maiores concentragdes, as taxas de inibicdo de crescimento também
aumentaram, sendo de 24,15 (+11,58) e 27,65 (£9,73%) para as concentragdes de 4000 e 8000
pg/mL.
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Figura 14 — Inibicdo do crescimento das formas promastigotas de Leishmania major na presenca de diferentes
concentraces do concentrado de bixina, fracdo oleosa,Anfotericina B e Glucantime®.
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As formas promastigotas de L. major (1x10° células/mL) foram cultivadas em meio Schneider completo por 72
horas a 26+1°C, na presenca das substancias avaliadas. O grafico representa a média + erro padrdo da média de
trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 ** P < 0,01; *** P < 0,001 (Significancia
em relacdo ao controle usado).

A partir dos dados de inibicdo de crescimento apresentados por todas as espécies
estudadas frente & bixina, fracdo oleosa, Anfotericina B® e Glucantime®, foram calculadas as
concentragdes que inibe o crescimento dos parasitas em 50% (ICsp). Estes dados de 1Cs estéo
expostos na Tabela 11.

Tabela 11 — Concentragdo inibitéria de 50% do crescimento (ICsy) de promastigotas de Leishmania major
na presenca da bixina, fracio oleosa, Anfotericina B e Glucantime®.

L. major Bixina Fracdo Oleosa  AnfotericinaB  Glucantime®
' (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
ICs0 (M £ e.p.m) 2,16 £ 1,67 1,26 £ 0,75 0,13+0,008 12,57 +6,82

Os valores representam a média + erro padrdo da média (M + e.p.m) de trés experimentos independentes.

As primeiras analises da atividade biolégica da bixina e da fracdo oleosa
demonstraram expressiva atividade sobre as formas promastigotas da L. major em todas as
concentracdes analisadas, com perfil dose dependente. A fracdo oleosa superou o efeito da
droga de referéncia (Anfotericina B®) em algumas concentracdes testadas. Mediante estes

resultados afirma-se que a atividade antipromastigota encontrada caracteriza-se tanto como
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atividade leishmaniostatica quanto leishmanicida, pois além de inibir o crescimento das
culturas, observou-se morte dos parasitas nas maiores concentragdes avaliadas.

Resultado semelhante foi anteriormente relatado quando testado um extrato hidroalcodlico
das sementes desta planta apresentando um valor de ICso de 9,1 pg/mL contra amastigotas
(GARCIA et al., 2011). Corroborando com nossos dados, um estudo conduzido por Monzote et
al. (2013), testaram o Oleo essencial das sementes de B.orellana que causou inibicdo do
crescimento de amastigotas com valores de ICsy de 8,1 pug /mL e um indice de seletividade, de 7
pg/mL. Pelo calculo de 1Cs, Almeida e colaboradores (2012), verificaram que o extrato da folha
do urucum (0,14 mg/mL) foi o que apresentou melhor atividade, seguido pelo extrato de caule do
urucum (0,21 mg/mL) e raiz do mesmo (0,44 mg/mL).

Em 2007, Cruz e seus colaboradores testaram a fracdo oleosa extraida do urucum nas
concentracbes de 10, 50, 75 e 100ug/mL, e verificou a inibicdo do crescimento das formas
promastigotas de L. Amazonenses em 22, 88,9, 98,1 e 100%, respectivamente, gerando uma 1Csy
de 29,02 pg/mL. Também observou um efeito antileishmania da fracdo oleosa sobre as formas
promastigotas de L. chagasi evidenciando uma inibicdo de 36,8 e 100% do crescimento nas
concentracOes de 10 e 50 pg/mL, respectivamente, gerando uma ICsq de 8,5 pg/mL.

A atividade antileishmania do farmaco de referéncia Glucantime® foi avaliada contra
formas promastigotas de L. major. Verificou-se que em concentracBes de até 2000 mg/mL essa
droga ndo exerceu atividade antileishmania significativa contra essas formas promastigotas.
Portanto, a bixina e a fracdo oleosa sdo expressivamente mais toxicas para as formas
promastigotas de L. major do que o Glucantime®. Contudo, é relatado que o Glucantime® é pouco
toxico para as formas promastigotas de Leishmania, tendo uma acéo mais significativa sobre as
formas amastigotas (CROFT et al., 2006).

Ja a Anfotericina B® exibiu uma expressiva atividade antipromastigota sobre todas as
espécies analisadas, superando a atividade das substancias sob estudo, corroborando com a
literatura, onde j& foi relatado que a AnfotericinaB®apresenta citotoxicidade expressiva sobre
promastigotas de Leishmania sp. (SAHA et al., 1986; ESCOBAR et al., 2002; KUMAR et al.,
2012).

5.4.2Indice de citotoxicidade e Indice terapéutico para bixina e fragio oleosa

Em virtude da bixina e da fracdo oleosa apresentarem atividade antileishmania

significante, expressa em baixos valores de ICsy, e visando 0 uso terapéutico dessas
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substancias em estudo, a avaliacdo da atividade citotoxica delas contra células de mamiferos
se fez indispensavel para comprovagédo de sua seguranca terapéutica. Cinco concentracfes de
cada substancia em estudo foram avaliadas (10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 60 pg/mL e 120
pg/mL) pelo método de exclusao do azul de Trypan.

A bixina apresentou uma citotoxicidade significativa em todas as doses testadas sobre
os macrofagos murinos, conforme Figura 15A. A CCsy na presenca de diferentes
concentragdes da bixina foi estimada em 59,51 pg/mL. No entanto, a fracdo oleosa apresentou
citotoxicidade para os M@s apenas na maior concentracdo avaliada (120 pug/mL) (Figura 15B)

gerando uma CCsg estimada em 111,41 pg/mL (Tabela 12).

Figura 15 — Citotoxicidade da bixina (A) e da fracdo oleosa (B) para macréfagos peritoneais de camundongos
suigos.
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Elaborac&o prépria.*** P < 0,0001.0s macréfagos (1x10° células/mL) foram incubados por 24h em estufa de
CO, a 37°C na presenca de diferentes concentracBes da bixina e da fracdo oleosa e posteriormente quantificados
sob microscopia 6ptica na presenca de azul de Trypan. O grafico representa a média * erro padrdo da média de
quatro experimentos independentes realizados em duplicata.

Na tabela 12, esta demonstrado o indice terapéutico in vitro da bixina e fragdo oleosa
em relacdo a L. major. Os valores de CCs utilizados para gerar esse indice foram obtidos nos

ensaios de exclusédo do azul de Trypan.

Tabela 12 - Indice terapéutico in vitro da bixina e da fragéo oleosa para L. major.

Indice terapéutico
(CCso /1Cs0)

Tratamento L. major Macroéfagos L. major
Bixina 2,16 59,51 27,55
Fracdo Oleosa 1,26 111,41 88,42

ICsopg/mL CCso ng/mL
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Particularmente, a avaliacdo da citotoxicidade de moléculas candidatas ao tratamento
das leishmanioses em M@s é importante, uma vez que sdo essas as principais células
parasitadas por parasitos do género Leishmania em seu hospedeiro vertebrado (KAMHAWI,
2006).

Os resultados mostram que as substancias apresentam uma toxicidade
expressivamente maior para os parasitas do que para 0os macroéfagos murinos. Destacando-se
principalmente a fracdo oleosa, que foi 88,42 vezes mais tdxica para L. major do que para
macrofagos murinos. Resultados semelhantes também foram observados quando testada a
fragdo oleosa do urucum para L.chagasi e L. amazonensis, sendo 8,73 e 2,57 vezes mais
citotoxicas para o parasita do que para o macr6fago murino (CRUZ et al., 2007).

Dada a importancia da sintese dos esterdis para a viabilidade celular do parasito e que
hd indicios na literatura de que o receptor para LDL é conservado em toda ordem
Kinetoplastida (BASTIN et al., 1996), pretensiosamente sugere-se que a a¢ao da fracdo oleosa
deve-se a sua composicdo rica em acidos graxos, unidades formadoras de esterois, uma vez na
corrente sanguinea do hospedeiro a mesma sera utilizada como fonte exdgena de colesterol
pelo parasito exercendo sua acao leishmanicida e leishmaniostatica j& comprovadas nesses

estudos in vitro.
55 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VIVO

Apds observacdo da significativa atividade da bixina e em especial da fracdo oleosa in
vitro, tanto sobre formas promastigotas quanto sobre macréfagos infectados com L.major, foi
realizada a analise de sua atividade in vivo, em modelo experimental de leishmaniose cutanea.
Utilizou-se nesses testes camundongos suigos infectados com L. major, sendo o tratamento
com as substancias em estudo realizado por via oral. As drogas de referéncia Glucantime®e
Anfotericina B® foram administradas por via intraperitoneal, visto que em modelo murino,
elas ndo apresentam-se eficazes por via oral (DEMICHELI et al., 2004).

A analise comparativa entre os tratamentos realizados mostrou que, as substancias em
estudo nédo reduziram o tamanho das lesfes dos animais em relagdo ao controle (tratado com

veiculo), ndo tendo significancia estatistica, figura 16.
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Figura 16— Efeito do tratamento com a bixina e fragdo oleosa no tamanho de lesdo de camundongos suigos
infectados com L. major.
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Os camundongos suigos foram infectados com L. major e tratados durante oito semanas. A espessura da pata foi
medida semanalmente, e a diferenca entre a espessura das patas correspondeu ao tamanho da lesdo. O gréfico
representa a média * erro padrdo da média de cada grupo.

5.5.1 Avaliacao da carga parasitaria

As substancias sob estudo e as drogas de referéncias utilizadas ndo conseguiram
reduzir significativamente a carga parasitaria nem do linfonodo popliteo nem do baco, isso
quando comparados ao perfil obtido no grupo controle do experimento (Figuras 17A e B).

Figuras 17— Carga parasitaria do linfonodo popliteo (A) e do bago (B) dos camundongos suigos infectados L.
major.
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Apos o tratamento, os camundongos infectados com L. major foram eutanasiados e a carga parasitaria do
linfonodo (A) e do bago (B) foram analisadas através de diluigao sucessiva. Dados sdo representativos da média
de cinco animais por grupo.
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Foi possivel inferir que, os resultados obtidos in vivo podem estar relacionados com
dois fatores, o primeiro deles seria o tipo da linhagem utilizada, tendo em vista que os
camundongos suicos sdo uma linhagem heterogénea e resistente a inoculagdes quando
comparadas com as linhagens de BALB/c que sdo linhagens homogéneas. Estudos com
camundongos BALBI/c realizados por Monzote e colaboradores (2013), evidenciaram eficacia
terapéutica significativa do 06leo essencial das sementes de urucum contra a leishmaniose
cutanea. Croft e colaboradores (2006), afirmam que os modelos utilizando camundongos
BALB/c sdo extensivamente utilizados devido a susceptibilidade desse camundongo a
diversas espécies de Leishmania causadora de Leishmania tegumentar, e por ser uma
linhagem cuja cura é excepcionalmente dificil, mesmo utilizando as drogas padrao.

O segundo fator que possa ter influenciado as respostas dos experimentos in vivo, seria
a solubilidade da fracdo oleosa tendo em vista que, farmacos muito hidrofilicos sdo incapazes
de atravessar a membrana celular e farmacos muito hidrofébicos séo insoltveis nos liquidos
aquosos, portanto para que ocorra a absorcdo de um farmaco é preciso que ele seja

hidrofobico, entretanto deve ter certa solubilidade em solucdes aquosas (STOLF et al., 2001).
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6 PESPECTIVAS

Um caminho possivel para ultrapassar estes problemas consiste em desenvolver novas
formulacbes que possam direcionar a droga para 0os macrofagos, uma vez que, durante a
infeccdo por Leishmania, os parasitas sdo fagocitados por macréfagos e dentro destas células
se tornam amastigostas, que iludem os varios mecanismos de defesa do hospedeiro e
facilmente multiplicam-se no compartimento acido de fagolisossomas (OLIVIER et al.,
2005).

Nesse contexto os lipossomas (estruturas vesiculares que devido as suas propriedades
anfifilicas, podem incorporar tanto substancias hidrofilicas como lipofilicas), assim como a
Leishmania, tem a tendéncia natural de serem capturados pelas células do sistema fagocitario
mononuclear direcionando o farmaco para os 6rgdos alvo da infeccdo: figado, baco e medula
Ossea, melhorando o aproveitamento das substancias encapsuladas, podendo assim, a
substancia liberada agir diretamente sobre o parasito (FREZARD et al., 2005).
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7 CONCLUSOES

Na extracdo hexanica obteve-se um produto oleoso vermelho escuro que foi
denominado de “fra¢do oleosa” e seus acidos graxos foram quantificados e identificados por
CG-DIC e CG-EM, sendo o &cido linoleico o majoritario nesse composto. A bixina um
résiduo sélido de coloragdo avermelhada foi obtida pela extracdo cloroférmica e identificada
por RMN de *H e *C.

Nos experimentos de toxicologia com A. salina a bixina e a fracdo oleosa extraidos
das sementes da B.orellana L. foram considerados toxicos contra esse molusco. J& nos
experimentos de toxicologia aguda para a bixina e fragdo oleosa infere-se baixa toxicidade
frente eritrocitos de camundongos suicos e baixa toxicidade apos administracdo aguda na dose
de 2000 mg/mL.

Verificou-se que a bixina e a fracdo oleosa apresentaram atividade antileishmania
(leishmaniostética e leishmanicida) sobre formas promastigotas de Leishmania major. As
substancias testadas possuem uma expressiva atividade sobre as formas promastigotas da L.
major, evidenciando uma maior a¢do quando testada com a fracdo oleosa, chegando a superar
o efeito do farmaco de referéncia, a Anfotericina B® em algumas concentracdes testadas.

Constatou-se que a bixina e a fracdo oleosa apresentaram uma toxicidade
expressivamente maior para 0s parasitos do que para os macr6fagos murinos, destacando-se
principalmente que a fracdo oleosa é mais tdxica para L. major do que para macréfagos
murinos.

A bixina e a fracdo oleosa ndo apresentaram um efeito antileishmania in vivo, em
camundongos suicos infectados com L.major, uma vez que ndo foi observada diminui¢do da

carga parasitaria nos animais tratados via oral com estas substancias.
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ANEXO 1 - OECD “Guidelines for testing of chemicals”
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ANEXO 2— Certiddo do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB (CEUA)

PgPNSB

Pas Graduagao em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioatvos

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO

Jodo Pessoa, 31 de agosto de 2011
CEPA N°. 0806/11

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a): Prof(a): Dr(a): José Maria Barbosa
Orientando(a) : Daniela de Aradjo Vilar
Departamento/Setor: LTF/CCS

Ref :DESENVOLVIMENTO DE UM FITOTETAPICO ATRAVES DO ESTUDO
FITOQUIMICO DA FRACAO OLEOSA DAS SEMENTES DE URUCUM (Bixa
orellana L.) BIOMONITORADO PELA ATIVIDADE LEISHMANICIDA.

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, em reunido, ANALISOU e

APROVOU a execucéo do projeto acima.

Ndmero de animais: 384 animais ratos wistar e camundongos suisos
Periodo: Agosto 2011 a Julho 2012.

enciosamente,

o T /}/ymmwu/%

rofa. Dra. Sandra Retrigues Mascarenhas
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB.

LABORATORIO DE TECNOLOGIA FAR'MAC!'EUTICA « UFPB « CAIXA POSTAL 5009 « CEP 58051-970
JOAO PESSOA « PARAIBA « BRASIL » FAX: (083) 216-7502 - 216-7511
FONE: (083) 216-7173 - 216-7125 « Home Page: http://www.Itf.ufpb.br




