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Resumo: A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa causada por protozodrios do género Leishmania e representa sério problema
de saude puiblica em paises da Africa, Asia e América Latina. Chenopodium ambrosioides L., popularmente conhecido como
mastruz, tem sido utilizado no Maranhdo para o tratamento topico de ulceras leishmanidticas. O trabalho avaliou a eficacia
das fragdes do extrato hidroalcodlico das folhas de C. ambrosioides contra formas promastigotas da espécie Leishmania
amazonensis. O fracionamento foi realizado pela parti¢do sequencial do extrato hidroalcodlico de folhas de C. ambrosioides
com solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila). As formas promastigotas foram cultivadas
em meio RPMI 1640 com e sem as fragdes. Apos 24h de incubagdo a 26°C, o numero de promastigotas viaveis foi contado
pelo método direto em cdmara de Neubauer. As concentragdes que inibem o crescimento de 50% (CI ) das promastigotas
de L. amazonensis foram calculadas a partir da avaliagdo da mortalidade das promastigotas in vitro. De acordo com escores
padrdes nas fragdes de acetato de etila ¢ hidroalcoolica remanescente nao foi observada atividade leishmanicida significativa,
mas as fragdes hexanica e cloroférmica apresentaram-se ativas. Os resultados obtidos demonstram uma agao leishmanicida
promissora das fragdes. Estudos futuros sdo necessarios para investigar a eficacia destas fragdes no tratamento da leishmaniose
em modelos experimentais in vivo.

Descritores: Chenopodium ambrosioides L.; Mastruz; Leishmaniose; in vitro.

Abstract: In vitro leishmanicidal activity of fractions obtained from hydroalcoholic extracts of Chenopodium
ambrosioides’ leaves. Leishmaniasis is an infectious disease caused by protozoa of the genus Leishmania and represents
serious public health problem in Africa, Asia and Latin America. Chenopodium ambrosioides, popularly known as “mastruz”,
has been used in Maranhao for the topical treatment of leishmanial ulcers. The study evaluated the effectiveness of the fractions
from hydroalcoholic extract of C. ambrosioides’ leaves against the promastigotes of Leishmania amazonensis. Fractionation
was accomplished by partition sequential extract of leaves of C. ambrosioides with solvents of increasing polarity (hexane,
chloroform and ethyl acetate). The promastigotes forms were cultured in supplemented RPMI 1640 with or without fractions.
After 24h incubation at 26°C, the number of viable promastigotes was counted by the direct method in a Neubauer chamber.
The concentrations that inhibit growth of 50% (IC,) of L. amazonensis " promastigotes were calculated from the assessment
of the mortality of promastigotes in vitro. According to standard scores, in the ethyl acetate and hydroalcoholic remaining
fractions there was no leishmanicidal activity, while the hexane and chloroform fractions were actives. The results showed a
promissor leishmanicidal activity of fraction. Future studies are necessary to investigate the effectiveness of these fractions
in the treatment of these fractions in experimental models in vivo.

Descriptors: Chenopodium ambrosioides L.; Mastruz; Leishmaniasis; in vitro.
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INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa
causada por protozoarios do género Leishmania.
Nas Américas a transmissdo do parasito ocorre,
naturalmente, pela picada de fémeas infecta-
das dos flebotomineos pertencentes ao género
Lutzomyia, dependente de um contexto multifato-
rial que envolve o hospedeiro, o vetor e o reser-
vatorio doméstico ou silvestre®®

No homem, a infec¢ao pode se apresentar so-
bre diversas formas clinicas, estando relacionada
a espécie de Leishmania, a infeccdo e a condi¢ao
imunologica do hospedeiro'>2.

Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), as leishmanioses estdo entre as
seis doengas tropicais de maior relevancia no
mundo, apresentando alta endemicidade, mor-
bidade e mortalidade em populagdes da Africa,
Asia e América Latina'***, Dois milhdes de
individuos sdo infectados por ano no mundo,
sendo que cerca de 350 milhdes estdo sob risco
de desenvolver infec¢do®.

No Brasil, tanto a Leishmaniose Visceral
(LV) como a Leishmaniose Tegumentar Ameri-
cana (LTA) ocorrem em todo o territério, sendo
endémicas nas regides Norte e Nordeste devido,
principalmente, as caracteristicas econdmicas
e culturais dessas populacdes, predominando
principalmente nos estados da Bahia, Cear3,
Piaui e Maranhao?’.

No Maranhao essa alta prevaléncia ¢ ob-
servada para todos os tipos de leishmaniose. Em
2004 e 2005, o Estado apresentou o maior nime-
ro de notificagdes de LTA da regido Nordeste re-
gistrando 3.123 e 3.326 casos, respectivamente.
Dentre os municipios maranhenses um dos mais
afetados ¢ Buriticupu, situado na Amazonia do
Maranhao, distante 450 km de Sao Luis, capital
do Estado. Buriticupu, em 2004 e 2005, apresen-
tou o maior nimero de registros com percentual
de 5,68 ¢ 6,13% do total de casos de LTA do Es-
tado, respectivamente?’3433,

O tratamento das leishmanioses ¢ feito a
base de antimoniais pentavalentes, anfotericina
B e pentamidinas, as quais sdo toxicas, de custo

elevado, dificil administragdo ¢ podem causar
resisténcia ao parasito®*!°. A internag¢do pro-
longada e os efeitos adversos como alteracdes
cardiacas, renais, pancreaticas e hepaticas difi-
cultam a adesdo ao tratamento’!°. O monitora-
mento do tratamento do paciente também ¢ di-
ficil, visto que este deve ser submetido sema-
nalmente a avaliacdo das fungdes cardiaca, renal
e hepatica®'’. Considerando as dificuldades de
tratamento e a auséncia de vacinas, ha urgéncia
na busca de novas drogas terapéuticas dentre as
quais se incluem os fitoterapicos'.

Em regides de alta endemicidade, como areas
do Norte e Nordeste brasileiro, ¢ comum o uso de
plantas no tratamento alternativo de ulceras cau-
sadas por Leishmania spp., a exemplo da espécie
Chenopodium ambrosioides'®*>*.

Essa espécie possui ampla distribui¢do
pelo mundo, utilizada em muitos lugares como
antiespasmoddico, tonico, pro-cinético, antirreu-
matico e antipirético, sendo considerada pela
Organizagdao Mundial da Satide como uma das
espécies mais utilizadas entre os remédios tradi-
cionais no mundo®. No Brasil, é popularmente
conhecida como erva de Santa Maria, mastruz
ou mastruco, entre outros, sendo seu uso larga-
mente difundido em todo o pais®.

Recentemente foi demonstrado pelo nos-
so Grupo de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Maranhdo, que o extrato hidroalco-
olico de C. ambrosioides, quando utilizado por
via intralesional, induz significativa redugao
da disseminagdo da infeccdo por Leishmania
amazonensis em camundongos, sugerindo que
a agao pro-inflamatoéria local do extrato estaria
controlando a infec¢do®®. De fato, em estudos
anteriores demonstramos que C. ambrosioides
induz ativagdo de macréfagos!! o que, por si
s0, seria um bom indicador do potencial anti-
Leishmania in vivo dessa espécie.

Tendo em vista a grande utilizag¢do de plan-
tas para fins terapéuticos por grande parte da
populagdo, o alto potencial leishmanicida de C.
ambrosioides evidenciado em estudos prévios do
nosso grupo, além do baixo indice terapéutico
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dos tratamentos convencionais, a busca da fragao
ativa dessa planta ¢ de fundamental importancia
visando a obtencdo de fitoterapico eficaz e segu-
ro; bem como a identificacdo e/ou elucidacao de
principio ativo que venham contribuir para o tra-
tamento dessa infecc¢ao.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do extrato hidroalcoolico e fracgoes
das folhas de C. ambrosioides

As folhas de C. ambrosioides foram cole-
tadas no Herbario Paz e Harmonia, localizada
no municipio de Sdo José de Ribamar, estado
do Maranhao, Brasil; ¢ identificadas no Herba-
rio Atico SEABRA da Universidade Federal do
Maranhao (exsicata n® 1148/SLS017213). Elas
foram secas a 37°C, moidas (p6 moderadamen-
te grosso) e maceradas em solugdo hidro alcéo-
lica a 70% em uma relagdo droga/solvente de
1:5 por 7 dias, com agitagdo constante. O ma-
cerado foi concentrado em evaporador rotativo
para obtencdo do extrato seco, como descrito
por Patricio®® et al. (2008). O rendimento obti-
do foi de 10,4 %.

O fracionamento foi realizado pela par-
ticdo sequencial com solventes de polaridade
crescente [hexano (FHx), cloroféormio (FCl) e
acetato de etila (FAEt)] em baldao de separa-
¢do, a partir de uma solucdo hidroalcodlica do
extrato seco de C. ambrosioides, até o liquido
extrator ndo apresentar mais coloracdo. Todas
as fracOes obtidas, inclusive a hidroalcoolica
remanescente (FHEt), foram concentradas até
secura, em evaporador rotatdrio; em seguida
os residuos secos das fragdes foram diluidos
diretamente em solucdo tamponada de fosfato
(PBS/ pH: 7,2) em concentragao final de 5 mg/
mL e mantidas em frascos estéreis, a 4°C, para a
realizagdo dos ensaios biologicos?.

Parasitos

As formas promastigotas de Leishmania
amazonensis (MHOM/Br/90/BA125) foram culti-
vadas em meio RPMI suplementado com Soro Fe-
tal Bovino 10% a temperatura ambiente (25°C)*.
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Avaliacido do efeito anti-Leishmania das
fracoes do extrato hidroalcodlico de C.
ambrosioides sobre formas promastigotas de
L. amazonensis in vitro.

A atividade leishmanicida do extrato e
fracoes de C. ambrosioides foi avaliada pela
mortalidade das promastigotas in vitro. Para
o ensaio foram adicionados 100 pL de meio
RPMI em placa de 96 pogos, na qual foi dilu-
ido o extrato bruto e fragdes do extrato de C.
ambrosioides nas concentragdes de 500; 250;
125; 62,5; 31,25 e 15,75 pg/mL. Cada pogo re-
cebeu 10 pL de uma suspensao de formas pro-
mastigotas de L. amazonensis contendo 5x10°
células/mL. Como controle, foram utilizadas
as formas promastigotas cultivadas somente
em meio RPMI 1640 suplementado. Apds 24h
de incubacgdo a 26°C, foi realizada a contagem
do numero de promastigotas viaveis em cama-
ra de Neubauer, sendo calculado o percentual
de inibi¢cdo do crescimento das promastigotas
tomando-se como referéncia o numero de pro-
mastigotas viaveis nos pogos controle*. O va-
lor da atividade leishmanicida (CI,: 151,9 pg/
mL) do extrato hidroalcodlico das folhas de C.
ambrosioides obtido segundo metodologia de
Bezerra*et al. (2008) foi empregado como va-
lor de referéncia nesse estudo.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad versao 5.0. To-
dos os ensaios foram realizados em triplicata e
repetidos pelo menos uma vez. Os resultados
foram expressos como concentra¢do inibitoria
do crescimento parasitario (CI, ), calculados por
regressao linear’.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em algumas regides endémicas do Nor-
deste brasileiro, onde o acesso aos servicos de
saude, especialmente aos medicamentos sinté-
ticos, ¢ extremamente dificil, plantas e/ou suas
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preparacdes tém sido usadas no tratamento das
ulceracdes causadas por espécies do género
Leishmania. Franga'® et al. (1996) mostraram
que C. ambrosioides ¢ uma das plantas mais
frequentemente utilizadas para tratar essas ul-
ceragdes; com tratamento realizado pela apli-
cacdo topica das folhas ou pela ingestio do
infuso preparado com elas. De fato, Patricio®
et al. (2008) demonstraram que o tratamento
intralesional da infec¢do murina causada por
L. amazonesis com extrato das folhas hidroal-
coolico de C. ambrosioides diminuiu a carga
parasitaria no foco da infec¢ao, além de con-
trolar os mecanismos que regulam a dissemi-
nagdo dessa espécie de Leishmania.

Baseado na intensa atividade leishmanici-
da das folhas de C. ambrosioides evidenciada
em estudos prévios>2?1243 torna-se imperativa
a busca pela fracdo ativa do extrato; visando
desenvolvimento de fitoterdpico seguro, aces-
sivel e eficaz, com garantia de certificacdo de
qualidade assegurada pela identificagdo de um
ou mais principios ativos, a serem empregados
como marcadores quimicos.

Nesse trabalho foi avaliado o potencial
citotoxico direto, in vitro, sobre as formas pro-
mastigotas de L. amazonensis com quatro fra-
¢oes do extrato hidroalcoolico das folhas de C.
ambrosioides.

Amaral' et al. (2006) propuseram uma
classificacdo da agdo de extratos vegetais so-
bre parasitos flagelados, com base em valores
de CI, da seguinte forma: altamente ativo (CI,,
<100 pg/mL), ativo (100 < CI, < 250 pg/mL),

50 —
moderadamente ativo (250 < CI,, <500 ug/mL)
¢ inativo (CI, = 500 pg/mL). De acordo com
essa classificagdo as fragdes FHx (Cl,, = 177
ug/mL) e FCI (CI,, = 220 pg/mL) foram ativas
para a atividade leishmanicida, enquanto a fra-
¢do FHEt (CI,, = 498 pg/mL) ¢ moderadamente
ativa e a fragdo FAEt (CI,, > 500 pg/mL) ndo
possui atividade citotdxica direta contra as for-

mas promastigotas de L. amazonesis.

Tabela 1 - Atividade in vitro contra promastigotas de Leish-
mania amazonensis, expressos em valores 01 CI50
(ng/mL), das fracdes de extrato hidroalcodlico das
folhas de Chenopodium ambrosioides L.

Fracdes de extrato hidroalcodlico das A t1v1da.df=,
. . leishmanicida
folhas de Chenopodium ambrosioides L.
CI_, (ng/mL)
Frag¢ao FHx 177,0
Fragao FCI 220,0
Fragao AEt >500,0
Fracao HEt 498.0
Extrato Bruto Hidroalcoolico® 151,9
Antimoniato de Meglumina® 440,0
Anfotericina B® 1,6

FHx: fragdo hexanica; FCIl: fragdo cloroformica; FAELt: fragdo de acetato de
etila; FHEt: fragdo hidroalcodlica remanescente.

a CI50 (valor de referéncia empregado nesse estudo) para o extrato bruto hi-
droalcodlico das folhas de C. ambrosioides segundo Bezerra* et al (2006).
b Farmacos de referéncia para tratamento da leishmaniose.

As fracdes FHx e FCI tiveram atividade
biologica semelhante ao extrato bruto hidroal-
codlico das folhas de C. ambrosioides obtidos
por Bezerra* et al (2006), empregado como valor
de referéncia nesse estudo, porém com atividade
menos significativa (tabela 1). Essa redugdo da
atividade bioldgica das fragdes por comparagao
ao extrato pode estar relacionada a provavel per-
da da ac¢do sinérgica dos compostos presentes,
como ja demonstrado com outras espécies ve-
getais frente a outro protozoario; comprovando
que a interacdo entre duas ou mais substancias
do extrato pode ter um efeito bioldgico mais po-
tente que quando utilizadas individualmente®.

Apesar das fragdes terem sido menos ativas
que o extrato bruto, entre elas, as que apresentaram
melhor atividade bioldgica foram as mais apola-
res (FHx e FCl); o que pode estar relacionada as
suas composi¢cdes quimicas caracteristicas. En-
quanto o hexano consegue extrair, potencialmente,
substancias da classe dos lipideos, ceras, pigmen-
tos, furanocumarinas e alguns o6leos essenciais, 0
cloroformio arrasta bases livres, 6leos essenciais,
antraquinonas e glicosideos cardiotonicos. Por sua
vez, o acetato de etila, extrai flavonoides e cumari-
nas simples, enquanto o alcool acrescido de agua,
extrai, saponinas e taninos*’.
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Os oleos essenciais possuem uma potente
atividade leishmanicida tanto in vitro quanto in
vivo*' 3, A atividade bioldgica desses dleos essen-
ciais frequentemente tem sido atribuida ao mono-
terpeno biciclico ascaridol. Esse monoterpeno de-
monstrou ser um potente inibidor do crescimento
in vitro de Plasmodium falciparum, sendo sugerido
que a presenca do grupo perdxido parece ter papel
importante no efeito antiplasmodio, uma vez que o
cineol, com estrutura similar ao ascaridol (exceto
pela presengca de um grupamento epdxi no lugar
do peroxido), nao apresentou nenhuma atividade
contra o protozoario®'. Ja a significativa atividade
antifingica do 6leo essencial descrita por Jardim'®
et al. (2008) foi observada apenas na fragdo com-
posta por p-cymene (25,4 %), (Z)ascaridol (44,4%)
e (E)-ascaridol (30,2 %), indicando que o ascaridol
foi o principal componente fungitoxico do 6leo es-
sencial testado.

Entretanto, existem demonstracdes de que
a atividade bioldgica pode estar associada a outros
componentes. Prasad® et al. (2009) ndo encon-
traram residuos de ascaridol em amostra de 6leo
essencial que apresentou atividade antifungica e
atribuiram tal efeito ao m-cimeno, componente
majoritario (43,9%) do 6leo testado. Alem disso,
tem sido demonstrado que o limoneno, outro mo-
noterpeno encontrado em C. ambroisioides, apre-
senta atividade anti-Leishmania in vitro e in vivo’.
Apesar da sua potente atividade biologica, o ascari-
dol tem sido relacionado a atividade téxica do 6leo
essencial®**, o que prejudica seu uso terapéutico.

Ja a moderada atividade da fracdo FHEt e a
inatividade da fragdo FAEt sobre as formas pro-
mastigotas, ndo significa, necessariamente que
deve ser desconsiderado um possivel potencial
terapéutico para o tratamento da leishmaniose. As
substancias presentes nessas fragdes podem agir,
por exemplo, estimulando uma resposta imunolo-
gica eficaz frente ao parasito ou precisam ser me-
tabolizadas para exercerem suas a¢des biologicas.
De fato, semelhante a essas fracdes, o antimoniato
de meglumina, farmaco de referéncia para o tra-
tamento da leishmaniose, também mostrou uma
baixa atividade contra as formas promastigotas de
Leishmania'>. Para exercer sua agdo citotoxica o
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farmaco precisa, primeiramente, ser transformado
na sua forma ativa dentro do macréfago'’. Logo, as
substancias presentes nessas fracdes mais polares
podem agir por mecanismo semelhante ao antimo-
niato de meglumina, sendo necessario avaliar, tam-
bém, a eficicia das fracOes frente as formas amasti-
gotas em macréfagos infectados para confirmar ou
nao essa hipotese. Além disso, € importante avaliar
o efeito imunomodulador dessas substancias, o
que poderia contribuir para uma agao leishmani-
cida eficaz. Realmente, tem sido verificado que a
a¢ao leishmanicida do extrato hidroalcoolicos das
folhas de C. ambrosioides esta relacionada tanto a
uma ag¢ao leishmanicida direta quanto a uma ativa-
¢do da resposta imunologica''-*,

Analises mais apuradas, como a Cromatogra-
fia Liquida de Alta Eficiéncia e Ressonancia Nu-
clear Magnética, serdo necessarias para conheci-
mento dos compostos quimicos presentes em cada
fragdo e entdo, prosseguir com 0s ensaios com tais
compostos avaliando a a¢do sobre as formas amas-
tigotas e promastigotas; bem como, o desenvolvi-
mento de estudos pré-clinicos in vivo.

CONCLUSOES

No presente trabalho ficou constatado que
as fragoes hexanica e cloroféormio das folhas de
C. ambrosioides apresentaram atividade citotoxica
contra as formas promastigotas de L. amazonensis.
Os resultados obtidos demonstram a necessidade
de estudos mais apurados que visem determinar os
compostos quimicos presentes em cada fragao para
que futuramente possamos desenvolver um farma-
co eficaz no tratamento da leishmaniose.
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