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RESUMO

A leishmaniose e a tripanossomiase americana
fazem parte de um grupo de doencas tropicais
endémicas, especialmente entre as populacdes pobres.
Sdo consideradas doencas negligenciadas por nio
despertarem interesse da industria farmacéutica.
Atualmente, a quimioterapia é o unico tratamento
especifico disponivel para estas doencas, onde os
medicamentos utilizados sdo nifurtimox e benzonidazol.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antiparasitaria e citotoxica do extrato bruto etanélico e
fracoes de folhas de Piper arboreum, frente a linhagens
de Leishmania brasiliensis e de Trypanosoma cruzi.
Apos a preparacio do extrato etanélico bruto e as suas
respectivas fracdes, testes in vitro foram realizados
para avaliar atividade antiparasitaria frente a 7. cruzi,
utilizado o clone epimastigota CL-BS e contra L.
brasiliensis foram utilizadas formas promastigotas. O
ensaio de citotoxicidade foi realizado com linhagens
de fibroblastos NCTC929. Os resultados indicaram
que as amostras apresentaram toxidade elevada, com
excecao da fracdo de acetato de etila. Ja os resultados
da atividade antiparasitiria indicaram uma maior
atividade da fracio hexanica observando a morte de
62% e 51% de células epimastigotas e de 100% e 92%
de células promastigotas, respectivamente. Através
dos resultados conclui-se que a P arboreum pode ser
considerada uma fonte alternativa de produtos naturais
com atividade contra 7. cruzi e L. brasiliensis.
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INTRODUCAO

Apesar de avangos notdveis na ciéncia
médica durante os ultimos anos, a vida de milhdes de
pessoas ainda ¢é afetada por doengas parasitarias. Dentre
estas, a leishmaniose tem sido relatada em cerca de 88
paises do mundo, estimando-se que existem por volta de 12
milhdes de casos anuais e ha aproximadamente 350 milhdes
de pessoas em risco para a doenca (Desjeux, 2004).

Todos os protozoarios do género Leishmania
apresentam ciclos de vida semelhantes, sendo parasitas
transmitidos de um reservatorio mamifero para o homem,
através da picada das fémeas do inseto do género
Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho
Mundo. Em humanos, existem trés formas principais de
Leishmaniose: cutdnea, mucocutinea e visceral. Essas
formas foram classificadas com base em critérios clinicos
¢ sdo causadas por pelo menos 15 espécies diferentes de
parasitas (Desjeux, 2004).

Diversas substancias estdo sendo testadas como
quimioterapicos antileishmanioses, sendo que as principais
estdo direcionadas para a inibigdo de vias metabolicas vitais
e especificas do parasita. O emprego dos farmacos de
primeira escolha para o tratamento de Leishmanioses
tem sido até hoje os antimoniais pentavalentes (Sb5+).
Outros grupos de farmacos atuais utilizados contra
leishmanioses sdo: amidinas, poliénico, aminoglicosideos e
hexadecilfosfocolina (miltefosina), alguns se caracterizam
por apresentar toxicidade para o paciente (Bezerra et al.,
2004).

Outra doenga parasitaria, bastante difundida no
mundo, ¢ doenga de Chagas causada pelo Trypanosoma
cruzi, a qual afeta cerca de 10 milhdes de pessoas nas
Américas (WHO, 2010). A tripanossomiase ¢ uma das
mais graves endemias do Brasil. O parasita pode ser
transmitido aos seres humanos por insetos triatomineos,
alimento contaminado, fezes, via oral, transfusdo de
sangue ou transplantes de érgdos de doadores infectados e
o percurso transplacentaria de uma mae contaminada para
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seu recém-nascido (WHO, 1997). O tratamento de doengas
causadas por esses protozoarios ¢ dificil, pois, por serem
também eucariotos compartilham muitas caracteristicas
com as células de mamiferos. Dessa forma, a atuagao dos
agentes antiparasitarios ocorre em vias ou alvos comuns ao
parasita ¢ ao hospedeiro (Murray et al., 2000).

Por volta do inicio da década de 1970, dois
compostos surgiram apresentando novas perspectivas para
o tratamento da doenga de Chagas, tanto pela eficacia na fase
aguda quanto pela tolerancia, e até hoje sdo os principais
farmacos utilizados. Estes sdo o nifurtimox (Lampit®,
da Bayer), 3-metil-4-(5 -nitrofurfurilidenoamino) tetra-
hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido;, e o benzonidazol
(Rochagan®, da Roche), N-benzyl-2-nitroimidazol
acetamida. Entretanto, devido a sua baixa especificidade de
acdo em vias bioquimicas definidas do parasita, os mesmos
apresentam efeitos citotoxicos observados no tratamento
dos pacientes (Dias et al., 2009).

Devido a essas dificuldades, torna-se importante
a busca por novos agentes quimioterapicos que sejam
eficazes e apresentem baixa toxicidade. Nesse contexto,
uma alternativa bastante promissora ¢ o uso de espécies
vegetais, o que na verdade ja vem sendo utilizado desde
o0 inicio da civilizagdo no processo de cura de inimeras
doengas (Calixto, 2000; Rocha et al., 2005). Muitas
pesquisas foram realizadas para avaliar o efeito do uso de
plantas ou dos seus varios metabolitos para a prevencdo e
tratamento desta protozoose (Rodriguez et al., 2008).

Neste contexto, as espécies do género Piper
tornam-se relevantes, tendo em vista que muitas ja
foram extensivamente investigadas como uma fonte
de metabolitos secundarios, que apresentam atividades
tripanocida, leishmanicida, ansioliticos, anticonvulsivante
e atividades anti-inflamatorias (Quintans-Junior et al.,
2008).

Investigagdes fitoquimicas de espécies do género
Piper elucidaram varios compostos de classes tipicas tais
como amidas, terpenos, derivados do acido benzoico,
carotenos, hidroquinonas, lignanas, neolignanas e alguns
alcaloides (Regasini et al., 2008; Continguiba et al., 2009).

A espécie Piper arboreum tem sido utilizada
popularmente no Brasil, na forma de decocto para o
tratamento de reumatismo, bronquite, gripe e resfriado
(Ramos & kato, 2009), além de também ser empregada
contra doengas venéreas e do trato urinario (Agra et al.,
2007). Alguns compostos ja isolados de Piper arboreum
tem atividade bioldgica comprovada. Um estudo mostrou
que aminas pirrolidinas isoladas de Piper arboreum
apresentam grande atividade antifingica (Silva et al.,
2002). Segundo Regasini et al. (2008), flavonoides isolados
desta espécie apresentam atividade antioxidante ¢ em outro
estudo Regasini et al. (2009) demonstrou que alquilamidas
pirrolidinas isoladas desta espécie apresentaram atividade
tripanocida.

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar atividade antileishmania e tripanocidica de extratos
brutos e fracdes obtidas de folhas de Piper arboreum em
formas promastigota do parasita Leishmania braziliensis,
e epimastigota de Trypanosoma cruzi, além de avaliar a
atividade citotoxica em fibroblasto.
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MATERIAL E METODOS

Obtencio do extrato bruto e fracoes

Folhas de Piper arboreum Aubl. foram coletadas na
reserva ecologica de Gaiambira no municipio de Bananeiras,
Paraiba, Brasil, no més de mar¢o/2010. O material vegetal
foi identificado e uma exsicata foi depositada em Herbario
do Centro de Educagdo e Satde, Universidade Federal de
Campina Grande, sob registro n°205.

Folhas de Piper arboreum apods serem coletadas
foram desidratadas em estufa com ar circulante atemperatura
média de 40°C durante 72 horas, e em seguida pulverizadas
em moinho mecanico, reduzindo-se a po6 (0,72Kg). Estas
foram submetidas a maceracdo para aumentar sua superficie
de contato e em seguida acondicionada em um recipiente
com 2L de etanol, volume suficiente para submergir todo
material vegetal, permanecendo assim por 72h. Apos esse
periodo, o eluente foi filtrado em papel filtro para separagdo
dos residuos solidos e concentrado em condensador rotativo
a vacuo, resultando em 6.9% (49,68g) de extrato etanolico
bruto (Brasileiro et al., 2006).

O extrato etandlico bruto (49,68g) foi solubilizado
em MeOH:H,0O (7:3), obtendo-se a solugdo hidroalcoolica.
Esta foi submetida a partigdo liquido/liquido, em um funil
de separagdo, utilizando-se os solventes hexano (CH ),
diclorometano (CH,Cl,) e acetato de etila (AcOEt), 3L, 3L
e 4L, respectivamente. As solucdes obtidas foram tratadas
com sulfato de sodio (Na,SO,) anidro e submetidas a
filtragdo (Matos, 2009). Apds esse processo, os solventes
foram evaporados em rotaevaporador, sob pressdo
reduzida, a temperatura ndo superior a 50 °C, fornecendo
as fases: hexanica (3,0g), diclorometano (3,5g) e acetato
de etila (9,0g). Para os testes foram utilizadas solugdes
preparadas a partir das amostras sob uma concentracao de
10 mg/mL, dissolvidos em DMSO (dimetilsulféxido), em
seguida diluidas com agua destilada para concentragdes de
500, 250 ¢ 100pg/mL.

Linhagens celulares utilizadas

Para os testes in vitro de T. cruzi, foi utilizado o clone
CL-B5 (Buckner et al., 1996). Os parasitos, transfectados
de forma estdvel com o gene para a P-galactosidase de
Escherichia coli (lacZ), foram fornecidos pelo Dr. F.
Buckner através do Instituto Conmemorativo Gorgas
(Panama). As formas epimastigotas foram cultivadas a
28° C em meio de cultura Liver Infusion Tryptose Broth
(Difco, Detroit, MI), suplementado com Soro Fetal Bovino
10% (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA), penicilina (Ern, S.A.,
Barcelona, Spain) e estreptomicina (Reig Jofre S.A.,
Barcelona, Spain), conforme descrito por Le Senne et al.
(2002). As células foram coletadas para os testes na fase
exponencial de seu crescimento.

Culturas de Leishmania braziliensis foram obtidas
do Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Asuncion, Paraguay - IICS e identificadas por andlise
isoenzimatica. A manutengdo das linhagens, forma
de cultivo e isolamento das formas promastigotas de
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Leishmania spp. seguiram os procedimentos descritos por
Roldos et al. (2008). Os ensaios de inibigdo das formas
promastigotas foram realizados utilizando a linhagem de
L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), cultivada a 22° C
em meio Schneider’s Drosophila, suplementado com SFB
20%.

Os ensaios citotoxicidade foram realizados in
vitro utilizando a cultura de linhagem de células do
tecido conectivo de camundongo (NCTC) clone 929
(fibroblastos de mamiferos ATCC CCL-1), cultivada em
Minimal Essential Medium (Sigma). O meio de cultura
foi suplementado com SFB inativada por calor (10%),
penicilina G (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL).
As culturas foram mantidas a 37° C em atmosfera imida
com 5% de CO,. A viabilidade destas linhagens foi avaliada
através do uso da resazurina como método colorimétrico
(Rolén et al., 2006).

Reagentes

Resazurina sodica foi obtida da Sigma—Aldrich (St
Louis, MO) ¢ estocada a 4°C ao abrigo da luz. A solugdo de
resazurina foi preparada com tampao fosfato 1%, pH 7 e
esterilizada por filtrag@o antes de ser utilizada. O Clorofenol
vermelho-B-D-galactopiranosidio (CPRG; Roche,
Indianapolis, IN) foi dissolvido em uma solugdo de Triton
X-100 0.9% (pH 7.4). Penicilina G (Ern, S.A., Barcelona,
Spain), estreptomicina (Reig Jofré S.A., Barcelona, Spain),
dimetilsulfoxido (DMSO), acetato de ectila (EEL.S.A.,Sao
Paulo,Brasil), diclorometano (EEL.S.A.,Sao Paulo,Brasil),
metanol (EEL.S.A.,S3o Paulo,Brasil) e hexano
(EEL.S.A.,S3o Paulo,Brasil) também foram utilizados.

Teste de atividade antiepimastigota

O teste foi realizado em microplacas com 96
cavidades, com culturas na fase exponencial, conforme
descrito por Vega et al. (2005). Epimastigotas foram
inoculados em uma concentrag¢do de 1 x 10> mL" em 200 puLL
de caldo de figado triptose. As placas foram entao incubadas
com as drogas nas concentragdes de 100 e 500 pg/mL a
28° C por 72 h. Ap6s este tempo, foram adicionados 50 pL
da solugdo de CPRG, de forma a atingir uma concentragao
final de 200 uM. As placas foram incubadas por um tempo
adicional de 6h a 37°C e foram submetidas a visualizagdo
sob 595nm. Cada experimento foi realizado trés vezes ¢ de
forma independente, tendo sido cada concentragio testada
em triplicata em cada experimento. A eficiéncia de cada
composto foi estimada através do célculo do percentual de
atividade antiepimastigota (AE%).

Teste de atividade antipromastigota

Culturas de formas promastigotas de L. braziliensis
foram cultivadas até uma concentragdo de 10° células/
mL e entdo transferidas para o teste. Os compostos foram
dissolvidos em DMSO até as concentragdes serem testadas
e foram transferidos para as microplacas. Cada ensaio
foi realizado em triplicata. A atividade dos compostos foi
avaliada apos 72h por contagem direta das células apos
diluicdes seriais e comparadas com um controle ndo tratado
(Rolon et al., 2006).
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Teste de citotoxicidade

Fibroblastos NCTC929 foram plaqueados em placas
de microdiluigdo de 96 cavidades a uma concentracao final
de 3 x 10* células/cavidade. As células foram cultivadas a
37° C em atmosfera com 5% de CO,. Apos isso, o meio de
cultura foi removido e os compostos foram adicionados a
200 pL, sendo realizado um novo cultivo por 24 h. Apos
esta incubacdo, 20 uL. de uma solugdo de Resazurina 2
mM foi adicionada em cada cavidade. As placas foram
incubadas por 3h e a redugdo da resazurina foi determinada
através de dupla absorbancia nos comprimentos de onda de
490 e 595 nm. O valor do controle (branco) foi subtraido.
Cada concentragao foi testada em triplicata (Rolon et al.,
2006).

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a atividade citotoxica,
anteleishmania ¢ tripanocida do extrato e das fragdes
de Piper arboreum. O extrato etanolico e as fragdes de
diclorometano e hexanica apresentaram toxicidade elevada
nas concentra¢des de 500 e 100pg/ml, com mortalidade
dos fibroblastos entre 100% e 79%.

Quanto a avaliacdo da atividade antiparasitaria a
fragdo hexanica, foi testada nas concentragdes de 250 e
100 pg/ml apresentando a melhor atividade, com uma
mortalidade de 62% ¢ 51% de células epimastigotas e de
100% e 92% de células promastigotas respectivamente.
Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos como média das repeticdes.

Tabela 1: Atividade anteishimania, tripanocidica e
citotoxica de Piper arboreum
Amostras/farmacos pg/mL %C %AE %AP
Extrato Etandlico 500 100+2,0 69+1,5 99+2,9
100 79424 29423 5,0+0,7
Fracao de Diclorometano 500 99:0,1 53£2,1 0,0+1,9
¢ 100 89+2,1 51%1,2 0,0+1,3
Fragao de acetato de etila 500 403,0 2041,5 1243,0
¢ 100 00+1,5 6,0+2,1 5,0£2,3
Fracio Hexanica 500 95+1,8 62+2,5 100+0,6
a0 Hexant 100 93:22  51#21  92#12
P 1,0 - 54,9
nifurtimox 05 B 45.6
metronidazol 20

1,0

%C - Porcentagem de fibroblastos N-CTC 929 mortos; %AE - Porcentagem de epimastigota de
T.cruzi CL transfectada mortas; %AP — Porcentagem de promastigota L.brasiliensis de cepas
mortas, + %DS — Desvio padrdo

DISCUSSAO
Os resultados demonstram que a fragdo hexanica

nas concentragcdes testadas apresentou uma melhor
atividade contra as duas linhagens de parasitas quando
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comparada com as fracdes de diclorometano e de acetato
de etila. Quase todas as fragdes apresentaram algum efeito
toxico contra promastigotas e epimastigota. Apenas a
fragdo diclorometano nao mostrou agdo contra a forma
promastigota. Isto pode ser justificado, pelo fato de que
na fra¢do diclorometano ha a presenca de metabolitos
secundarios com bioatividade diferentes (Matos et
al., 2009). Os melhores efeitos da fracdo hexanica
demonstraram um percentual de inibi¢ao > 50% em todas
as concentracdes testadas, dado importante visto que uma
inibi¢@o neste nivel com uma concentra¢do de <500pug/mL
¢ considerado clinicamente relevante (Rosas et al., 2007).

Estes resultados discordam em relagdo a
citotoxicidade de plantas do género Piper ja existentes.
Segundo Silva et al. (2009) extratos de Piper ovatum
apresentaram citotoxidade mais efetiva contra formas
promastigota e amastigota de L. amazonensis do que
contra as células de fibroblasto ¢ macrofagos. No estudo
realizado por Gallego et al.(2006), foi verificado um
potencial efetivo, do extrato etanolico de Piper arieianum e
a citotoxicidade observada foi de 40,8 ng/mL. No entanto,
estes resultados podem ser justificados por que as mesmas
sdo espécies diferentes e consequentemente apresentam
alguns metabdlitos secundarios diferentes.

Estes resultados corroboram com estudos prévios,
segundo Regasini et al. (2009), que se afirma que fracdes de
hexanicas foram mais eficazes do que as de acetato de etila
e as fragdes hidrometandlicas, sugerindo que os compostos
com potencial antiparasitario estavam nas fracdes de baixa
polaridade, além de indicar que as fragdes de hexano
das folhas de P. arboreum e P. tuberculatum exibiram as
melhores atividades contra forma epimastigota de 7. cruzi.

Além disso, segundo o fracionamento realizado
por Regasini et al. (2009) as folhas de P. arboreum
apresentaram alquilamidas pirrolidina, piperilina (1)
¢ 4,5-dihidropiperilina (2), responsaveis pelo efeito
antitripanossoma observado na fragdo hexanica . E o
isolado piperilina demonstrou uma maior atividade cerca
de cinco vezes mais potente do que o controlo positivo
(benznidazole).

Os compostos | e 2 possuem uma ocorréncia
notavel em espécies de Piper, cujas propriedades biologicas
tem sido extensivamente demonstrada na literatura (Wei et
al., 2004; Venkatasami et al., 2004). Outras amidas a partir
de espécies de Piper estdo entre os produtos naturais de
interesse, uma vez que muitos dos compostos que exibem
possuem uma ampla gama de atividades antiprotozoarios
(Bodiwala et al., 2007; Freire-de-Lima et al., 2008). Kapil
(1993) relata uma investigagdo da atividade de piperina,
contra formas promastigotas de Leishmania donovani.
Ribeiro et al. (2004) relataram a atividade tripanocida
significativa de piperina e seus derivados sintéticos em
epimastigotas e amastigotas de 7. cruzi.

Além disso, estudos demonstraram que a presenga
de ergosterol e seus analogos sdo essenciais para a
manuten¢do e organizagdo da mitocondria na membrana
de tripanossomos (Rodrigues et al., 2001). E estudos
bioquimicos tém mostrado que ao contrario das células
dos mamiferos, as células de tripanossomo apresentam,
grandes quantidades de componentes estruturais do tipo
esterdis endogenos e exdgenos na membrana mitocondrial
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(Rodrigues et al., 2001). Isso indica que a membrana
mitocondrial de formas protozoarias, pode ser um
importante alvo de quimioterapicos. Estudos anteriores tém
demonstrado que alteragdes na membrana mitocondrial, de
formas amastigotas de L. amazonensis foram verificadas,
quando tratada com diferentes agentes, como a chalcona de
Piper aduncum. (Torres Santos et al.,1999)

Neste contexto, varios metabolitos secundarios de
diferentes padrdes estruturais tém se mostrado ativo contra
T cruzi (Satde-Guimardes & Faria, 2007), a triagem de
extratos de plantas ¢ uma estratégia valida visto que esses
produtos naturais sdo explorados para descobrir agentes
tripanocidas (Luize et al., 2006; Pizzolatti et al., 2008).

Os presentes resultados indicam que o fracionamento
do extrato da espécie de Piper arboreum produziu sub-
fracdes com baixa polaridade e biologicamente mais ativas,
possuindo um potencial antiparasitario. Com base no efeito
toxico contra a forma promastigota de L. braziliensis ¢ a
forma epimastigota de 7. cruzi, possivelmente relacionadas
a presenga de alquilamidas que ja foram observadas na
fragdo hexanica (Regasini et al., 2009), além de demonstrar
uma elevada citotoxicidade frente a fibroblastos. Novos
testes in vitro e in vivo sdo necessarios para comprovar
a atividade antiparasitaria e a elucidacdo quimica para
correlacionar com o provavel mecanismo de agao.

ABSTRACT

Evaluation of the potential trypanocidal and anti-
leishmanial activities in Piper arboreum (Piperaceae) leaf
extract and its fractions.

Leishmaniasis and South American trypanosomiasis
(Chagas disease) are part of a group of related human
diseases endemicin tropical regions, especially among the
poor. They are referred to as neglected diseases, because
of a lack of interest on the part of the pharmaceutical
industry. Today, chemotherapy is the only specific
treatment against these diseases, the most frequently
used drugs being nifurtimox and benznidazole. The
aim of this study was to assess the antiparasitic and
cytotoxic activity of the crude ethanolic leaf extract
of Piper arboreum and its fractions against strains of
Leishmania brasiliensis and Trypanosoma cruzi. After
preparing the crude ethanolic extract and fractions, in
vitro tests were performed to assay antiparasitic activity
against 7. cruzi, using the epimastigote clone CL-BS5,
while against L. brasiliensis, promastigote forms were
used. The cytotoxicity assay was performed with a
fibroblast cell line, NCTC 929. The results indicate that
the samples possessed high toxicity, except for the ethyl
acetate fraction. The results for antiparasitic activity
showed highest activity in the hexane fraction, which
was lethal to 62% and 51% of the epimastigotes and
100% and 92% of the promastigotes, at 500 and 100ng/
mL, respectively. From these results, it is concluded that
P. arboreum can be considered an alternative source of
natural products with activity against 7. cruzi and L.
brasiliensis.

Keywords: Cytotoxicity. Piper arboreum. Trypanosoma
cruzi. Leishmania brasiliensis. Piperaceae.
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