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Resumo

A Leishmaniose é considerada uma doenga negligenciada. Nos Ultimos anos estudos tem demonstrado que vérias plantas
possuem atividade contra esses patégenos, servindo de base para a formulagdo de fitoterapicos ou como alvo para a obtencédo
de principios ativos contra a doenca. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade biolégica in vitro antileishmania dos
extratos hexanicos e metanolicos das flores e folhas de Tanacetum vulgare contra Leishmania amazonensis e Leishmania
guyanensis. Foi realizada a extracdo das flores e folhas do material vegetal a partir dos solventes hexanico e metandlico. A
atividade antileishmania dos extratos de T. vulgare foram avaliadas de acordo com a inibigdo do crescimento e a mortalidade
de promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis, nos periodos de 24, 48 e 72 h ap6s incubagdo a 25 °C na presenca dos
extratos com concentragdes de 31,25 a 500 ug mL?. Os resultados mostraram que o extrato metanélico da flor apresentou
atividade contra L. amazonensis (ICso = 31,5 ug mL™?) e L. guyanensis (ICso < 100 ug mL™), em 72 h de incubagéo. Portanto,
verifica-se que o extrato metandlico da flor de T. vulgare desempenhou melhor resultado quanto a atividade antileishmania,
permitindo a possibilidade de estudos futuros para determinar a sua eficacia terapéutica.
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Evaluation of activity anti-leishmania in vitro of Tanacetum vulgare
(Asteraceae)

Abstract

Leishmaniasis is considered a neglected disease. In recent years studies have shown that several plants have activity against
these pathogens, serving as the basis for the formulation of herbal medicines or as a target for obtaining active principles against
the disease. This study aimed to evaluate the in vitro antileishmania biological activity of the hexanic and methanolic extracts
of the flowers and leaves of Tanacetum vulgare against Leishmania amazonensis and L. guyanensis. The flowers and leaves of
the plant material were extracted from the hexane and methanolic solvents. The antileishmania activity of T. vulgare extracts
was evaluated according to the inhibition of growth and mortality of L. amazonensis and L. guyanensis promastigotes at periods
of 24, 48 and 72 h after incubation at 25 °C in the presence of extracts with concentrations of 31.25 to 500 ug mL™. The results
showed that the extract metanolic of the flower showed activity against L. amazonensis (IC50 = 31.5 ug mL) and L. guyanensis
(IC50 < 100 pg mL1) in 72 h of incubation. Therefore, it is verified that the methanolic extract of the T. vulgare flower performed
better in relation to antileishmania activity, allowing the possibility of future studies to determine its therapeutic efficacy.

Key-words: bioassays; cutaneous leishmaniasis; Leishmania amazonensis; Leishmania guyanensis

Introducio dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relagéo
do parasito com seu hospedeiro (Mota e Miranda, 2011).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma . . . , . -
A Leishmaniose cutanea é considerada endémica em 98

doenga tropical negligenciada de grande significancia para . . T
salde publica (Pigott et al., 2014). Sua transmisséo ocorre de paises, com registro anual ‘?'e 220.000 Casos, d'smbu'd0§ nos
forma vetorial através da fémea de flebotomineos do género ~ CNCO continentes, com numeros majoritarios na America,
Lutzomyia (WHO, 2010: Dostalova e Volf, 2012; Brasil, seguido da Asia, Africa, Europa e Oceania (Alvar et al., 2012;

2017). A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas 1901t et al,, 2014). O Brasil apresentou 237.145 casos, no
periodo de 2005 a 2015, sendo o pais da América com maior
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nimero de registros, com destaque para a regido Norte,
Centro-Oeste e  Nordeste (Alvar et al, 2012;
SINAN/SVS/MS, 2017). No Estado do Amazonas a
Leishmaniose ocupa o segundo lugar com 2.235 casos, depois
da malaria com 82.910, entre as infec¢fes por protozoarios
que acometem os seres humanos (FVS-AM, 2012). Estes
valores estdo inerentes a abertura de novas estradas e a
instalacdo de novos nucleos residenciais em &reas onde,
previamente, existia densa floresta tropical (Pinheiro et al.,
2008).

O antimonial pentavalente (Sb%) é o medicamento
preconizado pelo Ministério da Sa(de para combater a
Leishmaniose, como primeira escolha, pentamidina e
anfontericina B como segunda opgdo (Brasil, 2017). No
entanto, esse esquema terapéutico tem algumas problematicas,
pois tem administracdo parenteral, exigindo a participa¢do do
enfermo e muitos abandonam o tratamento e; possui eficacia
limitada e inimeras reagdes adversas, podendo causar aborto,
insuficiéncia renal aguda e hipotensdo (Silva-Lopez, 2010;
Ferreira et al., 2012; Brasil, 2017).

A necessidade de tratamentos com maior eficicia e
seguranga vem estimulando pesquisas com produtos naturais
de plantas com atividade antileishmania, uma vez que os
vegetais possuem uma diversidade quimica de metabélitos
secundérios estruturalmente dnicos.

Tanacetum vulgare L., popularmente conhecido como
Catinga de mulata, pertence a familia Asteraceae, é uma planta
nativa de terrenos Gmidos da Europa e Asia, cultivada como
planta ornamental no Brasil. Na regido norte, no Amazonas, é
cultivada na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do
Tupé, Manaus-AM, com finalidade medicinal para dor de
barriga e como vermifugo, com base no conhecimento popular
(Souza, 2010; Guerreiro et al., 2016).

Estudos quimicos e farmacoldgicos de extratos obtidos de
T. vulgare tem demonstrado seu potencial bioldgico anti-
inflamatorio (Schinella et al., 1998; William, 1999),
antibacteriano e antifangico (Pessini et al, 2003),
antimalérico (Jansen, 2006), antiviral (Alvarez et al., 2011),
com atividade diurética (Lahlou et al., 2007) e também
demonstrou 6timos valores de inibicdo do crescimento in vitro
para L. amazonensis e Trypanosoma cruzi (Luize et al., 2005).

Esta pequisa teve por objetivo avaliar a atividade biologica
in vitro antileishmania dos extratos hexanicos e metandlicos
das flores e folhas de T. vulgare (Asteraceae) em L.
amazonensis e L. guyanensis.

Material e Métodos

Material vegetal

Folhas e flores de T. vulgare foram coletadas no Parque
Savela, na cidade de Helsinki, Finlandia. O material vegetal
foi identificado pelo Dr. Henry Vare, e as exsicatas foram
depositadas no Herbario do Primeiro Museu de Historia
Natural, sob o nimero de identificacdo 197666.

Preparacgéo dos extratos Hexanico e Metandlico das folhas e
flores de T. vulgare

O material vegetal foi seco em estufa a temperaturas
inferiores a 42 °C. As folhas e flores foram separadas e
trituradas em moinho. Os extratos foram obtidos segundo
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Cechinel e Yunes (2001), utilizando 250 mL de hexano (HEX)
para cada 100 g de material pulverizado na primeira etapa da
extracdo e 250 mL metanol (MeOH) na segunda etapa, ambas
em banho de ultrassom, por 20 minutos cada. Foram
realizadas trés extrac@es para cada solvente. Apés cada banho
em ultrassom os extratos foram filtrados e concentrados em

evaporador rotatério.

Manutencao de Leishmania

Foram utilizadas as espécies Leishmania (Leishmania)
amazonensis  (MHO/BR/2009/IM5584) e  Leishmania
(Viannia) guyanensis (MHO/BR/95/IM4147), mantidas no
Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas,
Coordenagdo de Sociedade, Ambiente e Saude, INPA. As
formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis para
utilizacdo nos bioensaios in vitro foram mantidas e cultivadas
em meio RPMI 1640 (Himedia) completo, suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (SFBi) em estufa a 25 °C,
de acordo com Jaffe et al. (1984). Foram realizadas curvas de
crescimento parasitario de ambas as espécies previamente a
realizacéo dos bioensaios.

Determinacédo da atividade antileishmania em promastigotas
e concentracdo efetiva (ICsp) de extratos de T. vulgare

A atividade antileishmania dos extratos de T. vulgare foi
avaliada pela inibicdo do crescimento e mortalidade de L.
amazonensis e L. guyanensis. Para a realizagho dos
bioensaios, as formas promastigotas na fase logaritimica
tardia foram centrifugadas, lavadas em salina estéril, diluidas
e quantificadas em camara de Neubauer, sendo ajustadas para
obter a concentragdo parasitaria de 2x10° células/mL, de
acordo com Fumarola et al. (2004).

Os extratos de T. vulgare foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO - Vetec®; 3% v/v) e em meio RPMI
sem adicdo de SFBi e filtrados em membrane Millipore® 0,22
pm em ambiente estéril. Os extratos foram avaliados nas
concentragdes de 31,25 a 500 pg mL. O controle negativo foi
o DMSO (3% v/v) e o controle positivo foi Pentacarinat®
(Isotionato de pentamidina), na concentracdo maxima de 10
ug mL?! e minima de 0,0625 ug mL?. As atividades dos
extratos foram avaliadas por contagem de células viaveis ap6s
a adicdo dos extratos em diferentes concentracfes na presenca
de 2 x 10% promastigotas/mL e apés incubacdo nos periodos
de 24, 48 e 72 h, em estufa a 25 °C.

Os bioensaios foram realizados em triplicatas e repetidos
duas vezes. A contagem dos parasitas foi realizada em
hemocitdmetro. A média do nimero de células vivas foi
utilizada para analise da regressao linear e determinacéo dos
valores da ICso (concentragdo inibitdria para 50% dos
parasitas). Este valor é um importante parametro de referéncia
para determinar as amostras mais promissoras, isto é, as que
possuirem o menor ICsp.

Anélise Estatistica

A multiplicacdo das células parasitérias foi determinada
pelas curvas sigmoidais, utilizando-se o software GraphPad
Prism 6.0, analisando-se o0s respectivos intervalos de
confianga 95% e coeficientes lineares. Para a analise
estatistica foi utilizado o teste de variancia (ANOVA). O valor
da ICs foi obtido por andlise da regressdo linear.
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Resultados e Discussao

O extrato MeOH da flor inibiu mais significativamente o
crescimento de L. amazonensis, do que o extrato Hex da flor,
principalmente, nas concentragdes de 125 a 500 ug mL™, estes
nos quais téo eficientes, no tempo de 72 horas em relacéo ao
controle positivo, com Pentacarinat® (Figura 1).

As concentragdes 250 e 500 pg mL ™ do extrato MeOH das
folhas interferiram no crescimento de promastigotas de L.

amazonensis, mais do que as concentragdes do extrato Hex das
folhas além disso, a partir de 72 horas, apresentou eficacia
semelhante ao Pentacarinat® (Figura 2).

Somente a concentragdo de 500 pg mL? do extrato MeOH
da flor apresentou atividade inibitoria contra L. guyanensis
(Figura 3). Todas as concentracfes dos extratos MeOH e Hex
da folha de T. vulgare, ndo apresentaram atividade inibitéria
contra essa espécie (Figura 4).
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Figura 1. Atividade em 24, 48 e 72 horas dos extratos hexanico (A) e metanélico (B) da flor de Tanacetum vulgare testados em

ensaio bioldgico in vitro contra Leishmania amazonensis.
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Figura 2. Atividade em 24, 48 e 72 horas dos extratos hexanico (A) e metandlico (B) das folhas de Tanacetum vulgare testados

em ensaio biolégico in vitro contra Leishmania amazonensis.

Os valores de 1Cso encontrados para os extratos MeOH e
Hex de flores e folhas variaram de 31,5 a >100 pg mL*
(Tabela 1). Segundo Osorio et al. (2007), as concentracdes
ativas em ensaios biolégicos in vitro, podem ser classificadas
como: concentragBes altamente ativas (ICsp <10 pg mL™),
ativas (ICsoentre 10-50 pg mL?), moderadamente ativas (1Cso
entre 50-100 ug mL?) e ndo ativas (ICso >100 pg mL™).
Supracitado, corroborou para andlise dos resultados do ensaio
biolégico com T. vulgare, onde os extratos Hex e MeOH da
flor testados contra L. amazonensis, desempenharam 1Csg
igual a 31,5 ug mL?, considerados ativos. Luize et al. (2005),
observaram que o valor de ICs do extrato hidroalcdlico das
folhas de T. vulgare contra o parasita L. amazonensis foi de
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96,4 ng mL?, moderadamente ativo, resultado semelhante aos
extratos Hex e MeOH de folhas do presente estudo.

A familia Asteraceae estd sendo investigada por muitos
laboratdrios e apresenta importantes perspectivas para o
desenvolvimento de medicamentos contra diferentes agentes
parasitarios, como, Leishmania amazonensis e Trypanosoma
cruzi (Schinor et al., 2007), Leishmania donovani e
Plasmodium falciparum (Silva-Filho, et al., 2009) e
Schistosoma mansoni (Almeida et al., 2016).

Os valores de 1Cso encontrados para os extratos MeOH e
Hex de flores e folhas variaram de 31,5 a >100 pug mL*
(Tabela 1).
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Figura 3. Atividade em 24, 48 e 72 horas dos extratos hexanico (A) e metanélico (B) da flor de Tanacetum vulgare testados em

ensaio bioldgico in vitro contra Leishmania guyanensis.
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Figura 4. Atividade em 24, 48 e 72 horas dos extratos hexanico (A) e metandlico (B) das folhas de Tanacetum vulgare testados

em ensaio bioldgico in vitro contra Leishmania guyanensis.

Segundo Osorio et al. (2007), as concentragdes ativas em
ensaios bioldgicos in vitro, podem ser classificadas como:
concentragdes altamente ativas (ICso <10 pug mL), ativas
(ICso entre 10-50 ug mL™), moderadamente ativas (ICso entre
50-100 pg mL?) e ndo ativas (ICso>100 ug mL™?).

Tabela 1 - Valores de ICsp antileishmania contra
promastigotas dos extratos obtidos das flores e
folhas de T. vulgare.

ICs0 (ng mL™)
Amostra [ @mazonensis - L. guyanensis
(IM 5584) (IM 4147)

72h 72h
Hex Flor 31,5 >100
Hex Folha >100 >100
MeOH Flor 31,5 94,1
MeOH Folha 60,2 >100
Pentacarinat® 16 13

Supracitado, corroborou para andlise dos resultados do
ensaio bioldgico com T. vulgare, onde os extratos Hex e
MeOH da flor testados contra L. amazonensis,
desempenharam 1Csp igual a 31,5 pg mL?, considerados
ativos. Luize et al. (2005), observaram que o valor de I1Cso do
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extrato hidroalcélico das folhas de T. vulgare contra o parasita
L. amazonensis foi de 96,4 ng mL?, moderadamente ativo,
resultado semelhante aos extratos Hex e MeOH de folhas do
presente estudo.

A familia Asteraceae estd sendo investigada por muitos
laboratérios e apresenta importantes perspectivas para o
desenvolvimento de medicamentos contra diferentes agentes
parasitarios, como, Leishmania amazonensis e Trypanosoma
cruzi (Schinor et al., 2007), Leishmania donovani e
Plasmodium falciparum (Silva-Filho, et al, 2009) e
Schistosoma mansoni (Almeida et al., 2016).

Entretanto, existe outra espécie vegetal com atividade
antileishmania, também pertencente da familia Asteraceae,
onde o isolado de T. parthenium, guaianolida apresentou a
ICso igual a 2,6 pg mL%, com valor de alta atividade contra o
crescimento de Leishmania (Silva et al., 2010). Além disso,
tem sido demonstrado que a fracéo diclorometano dessa planta
apresentou a ICso igual a 2,4 ug mL™ para promastigota de L.
amazonensis, inclusive com resultado efetivo avaliado em
camundongos infectados com a mesma espécie do parasita
(Rabito et al., 2014).

Para 0 ensaio com L. guyanensis, o extrato MeOH de flor
apresentou atividade moderada com 1Cso < que 100 ug mL™.
Os demais extratos ndo apresentaram atividade contra o
parasita € com as 1Cso correspondente a > 100 pg mL? no
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tempo de 72 h (Tabela 1).

Segundo Bednarczuk et al. (2010), a estratégia para novos
medicamentos para o tratamento de qualquer doenca, devera
passar por ensaios biolégicos in vitro com a finalidade de
realizar uma triagem de substéncias inerentes de plantas ou
sintéticas para avaliar efeitos citotoxicos, para assegurar em
um ensaio in vivo.

Constatou-se que o extrato MeOH de flor possui atividade
antileishmania contra L. amazonensis e L. guyanensis devendo
ser melhor estudado em ensaios posteriores, jA que o T.
vulgare é alvo de diferentes estudos com atividades
farmacologicas definidas, como acdo antiinflamatoria
(William, 1999), antimalarica (Jansen, 2006) e anti-helmintico
(Goldinho et al., 2014), indicando-se promissora a realizagdo
de estudos voltados para avaliagdo quanto a sua eficacia
terapéutica.

Concluséao

O extrato MeOH da flor de T. vulgare apresentou resultado
expressivo contra o crescimento de L. amazonensis e L.
guyanensis, com valores reduzidos da 1Cso. Os resultados
obtidos reportam a necessidade de estudos mais apurados que
visem determinar 0s compostos quimicos presentes nos
extratos para que futuramente possam ser avaliados em outros
testes in vitro, parasito na forma amastigota e citotoxicidade.
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