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RESUMO: Avaliou-se a atividade antimicrobiana, antileishmanicida e candidacida do extrato
etandlico (EEFr) e triterpeno lupano obtidos dos frutos de Combretum leprosum. Para avaliar a
atividade antimicrobiana foi realizado o teste de difusdo em &gar, com 6 diferentes microrganismos.
Para avaliacdo antileishmania contra promastigotas L. amazonensis foi realizada contagem durante
5 dias de cultura em camara de neubauer sob microscopio 6ptico. Os testes de difusdo em Disco
ndo obtiveram formacdo de halo para P. aeruginosa e C. albicans; halo inferior ou igual ao diluente
(Etanol, 95%) para P. mirabilis, K. pneumoniae; e halo superior ao diluente para S. aureus e E. coli.
Estes dados significam que em tese o EEFr e triterpeno lupano fornecem parcialmente ou ndo uma
acao antibactericida. Os resultados quanto a inibi¢cdo de crescimento do parasita demonstraram que
0 EEFr apresentou efeito inibitorio dose dependente atingindo inibicdo total do crescimento do
parasita na concentra¢éo de 100ug/ml e o triterpeno é um potente inibidor apresentando um 1Cg, de
5ug/ml.

PALAVRA-CHAVES: Combretum leprosum. Atividade antibactericida. Atividade antileishmania.
Microorganismos.

ABSTRACT: It was evaluated antimicrobicidal, antileishmanicida and candidacy activity of the etanolic
extract (EEFr) and lupano triterpene gotten of the fruits of Combretum leprosum. To evaluate the
antibactericidal activity the test of diffusion in agar was carried through, with 6 differents
microorganisms. For antileishmania evaluation against promastigotes L. amazonensis were carried
through counting during 5 days of culture in chamber of neubauer under optic microscope. The tests
of diffusion in record had not gotten halo formation for P. aeruginosa and C. albicans; inferior or equal
halo to diluent (Ethanol, 95%) for P. mirabilis, K. pneumoniae; and superior halo to diluent for S.
aureus and E. coli. These data mean that in thesis the EEFr and lupano triterpene supply partially or
not an antibactericidal action. The results how much to the inhibition of growth of the parasite they had
demonstrated that the EEFr presented inhibitory effect dependent dose reaching total inhibition of the
growth of the parasite in the concentration of 100 ug/ml and the triterpene are a powerful inhibitor
presenting a ICx of 3,3 ug/ml.

KEYWORDS: Combretum leprosum. Antimicrobicidal activity. Antileishmanicida activity.
Microorganisms.

INTRODUCAO

A partir do século XIX a humanidade se deparou diante do diverso e

inesgotavel arsenal terapéutico presente nas plantas medicinais devido a descoberta
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de substancias ativas, que em estado natural ou apOs sofrerem processos de
transformacao quimica, possuem atividade biolégica, muitas vezes ja confirmadas
pelo uso popular e comprovados cientificamente (MIGUEL & MIGUEL, 2004).

Nos paises em desenvolvimento as doencas estéo relacionadas com a falta
de saneamento béasico, desnutricdo e dificuldade de acesso aos medicamentos
(KUMATE, 1997).

Neste contexto e decorrente do uso etnomedicinal, a fitoterapia é
amplamente praticada. Entre as plantas medicinais mais utilizadas pela populagcéo
poucas tém acdo comprovada. Contudo, o uso popular tradicionalmente consolidado
tem sido utilizado como guia para pesquisas farmacologicas (ELISABETSKY, 1987;
BABU et al., 1997). Diversos vegetais tém sido utilizados com fins laticos e curativos
de infeccbes, entre eles encontram-se aqueles que sdo objetos deste estudo.
Atualmente muitos trabalhos vém sendo realizados em busca de novas plantas com
atividade antimicrobiana (MACHADO et al., 2003).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), devido a pobreza
e a falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 70% a 80% da
populacdo mundial que vive em paises em desenvolvimento depende
essencialmente das plantas medicinais como um primeiro tratamento de saulde
(CALIXTO, 2000).

No Brasil, aproximadamente 84% das drogas atualmente no mercado sao
importadas e 60% de todas as drogas processadas sdo consumidas por 23% da
populacdo, o que faz com que os remédios caseiros a base de plantas medicinais
sejam ainda a principal fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro.
Assim, € inegavel que a maioria da populacdo de baixa renda recorre as plantas
medicinais para o tratamento dos seus males (ELISABETSKY & WANNMCHER,
1993; ELISABETSKY, 1999).

A literatura apresenta varios registros da utilizacdo de plantas da familia
Combretaceae em medicina popular, especialmente na Africa e india. O género
Combretum (Combretaceae), compreendendo 370 espécies, apresenta cerca de
10% de suas espécies citadas na literatura com uso etnofarmacologico
principalmente no tratamento de doencas como cancer, lepra, febres tropicais e
célicas. A flora cearense possui algumas espécies representantes deste género,

denominadas popularmente como mofumbos, destacando-se a larga dispersédo de
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Combretum leprosum (mofumbo branco), cujas cascas sdo utilizadas
etnofarmacologicamente como cicatrizante. Varias investigagfes sobre a atividade
antimicrobiana de compostos isolados presente nas folhas, nos ramos e nos frutos
dos membros da familia Combretaceae tem sido realizada nos ultimos anos
(BREYTENBAC & MALAN, 1989).

McGaw e colaboradores (2001) utilizando extratos de 20 espécies de
Combretum mostraram que algumas dessas como C. apiculatum, C. imberbe e C.
molle apresentam acdo antiinflamatodria; outras como C. hereroense e C.
paniculatum possuem acao anti-helmintos e anti-schistosoma, respectivamente; e
algumas séo capazes de provocar danos no DNA de bactérias como é o caso dos
extratos de C. apiculatum, C. hereroense e C. mossambicense.

Além disso, foi também demonstrado que a C. erythrophyllum apresenta
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Esta
atividade parece ser dependente de flavondides encontrados nesta planta, entre eles
destacam-se a apigenina, genkwanina, 5-hidroxi-7, 4-metoxiflavona, rhamnocitrina;
kaempferol, quercetina-5,3-dimetiléter e rhamnazinae, entre outros (ALEXANDER et
al., 1992; MARTINI & ELOFF, 1998; MARTINI et al., 2004).

E importante salientar que todos estes compostos apresentaram atividade
significativa contra o Vibrio colerae e Enterococcus faecalis, com valores de minima
concentracdo inibitéria (MIC) na faixa de 25-50 pg/ml (MARTINI et al., 2004). Os
flavonodides isolados da Combretum erythrophyllum ndo sdo potencialmente toxicos
para as células humanas, com excecao do flavondide 5-hidroxi-7,4-metoxi-flavona.
Este composto é potencialmente toxico para as células humanas e exibe restrita
atividade antioxidante, enquanto que a rhamnocitrina e a rhamnazina apresentam
intensa atividade antioxidante. Os flavondides genkwanina, rhamnocitrina, quercetin-
5,3-dimetiléter e rhamnazina apresentaram alta atividade antiinflamatoria quando
comparados com o acido mefenamico (controle positivo) (MARTINI et al., 2004).

Katerere et al. (2003) mostraram que quatro triterpenos pentaciclicos
isolados das folhas da espécie C. imberbe, dos quais dois sédo novos glicosideos
derivados do acido 1a,3[,23-trihidroxiolean-12-en-29-oico (acido hidroxiimbérbico),
também apresentaram atividade antibacteriana e, particularmente, o acido imbérbico
apresentou potente atividade contra o Mycobacterium fortuitum e Staphylococcus

aureus.
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Trabalhos fotoquimicos tém sido realizados com o Combretum e diferentes
espécies do género, as quais possuem VArios compostos quimicos bioativos
(MASIKA & AFOLAYAN, 2002). Alguns desses compostos sao: cicloartano,
damarano e oleananos triperndides, flavonoides, dibenzils aromaticos, estilbenos,
fenantrenos, lignanas e aminoacidos os quais sdo encontrados em varias espécies
do género Combretum (CHOWDHURY & ISLAM, 2004). Estudos fitoquimicos
realizados com o Combretum leprosum por Facundo et al. (1993) permitiram o
isolamento e a identificacdo de um triterpeno ainda inédito na literatura que foi
denominado de 3[3,63,16B-trihidroxilup-20(29)-eno (TTHP), além do acido arjundlico.
A estrutura quimica do TTHP foi também determinada através de cristalografia de
raios-X, confirmado que se tratava de um triterpeno realmente inédito na literatura.

Embora haja pesquisas recentes avaliando o efeito de extratos e
substancias isoladas de espécies de Combretum sobre diferentes microrganismos,
ainda ndo existem relatos sobre a bioatividade de C. leprosum em relacdo a
bactérias, leveduras e leishmanias. Diante disso, foi selecionado a espécie C.
leprosum que se destaca na regidao nordeste do Brasil para esse estudos
microbiolégicos.

MATERIAIS E METODOS

1. Obtencao das substancias utilizadas nesta pesquisa

Os materiais boténicos utilizados neste trabalho foram os frutos de
Combretum leprosum Mart, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Valdir Alves Facundo
do Laboratéorio de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais (LPQPN) da
Universidade Federal de Rondbénia (UNIR), Porto Velho-RO. Os frutos de C.
leprosum foram coletados em maio de 2001, no Municipio de Vigcosa — Ceara. Sua
identificacdo boténica foi realizada pelo Prof. Dr. Afranio Gomes Fernandes do
herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, onde se encontra
depositada uma exsicata sob o numero 12446. As técnicas de isolamento,
purificacdo, preparacdo de derivados e determinagbes estruturais do triterpeno,

foram realizadas de acordo com a literatura por Facundo et al. (1993).

2. Microrganismos
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Foram utilizadas cepas padrdes de Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Staphylococcus aureus (ATCC25923),
Proteus mirabilis (ATCC25933), Klebsiella pneumoniae (ATCC13883), e a levedura
Candida albicans (ATCC 10.231). Foi suspendido um in6culo de cada cepa
bacteriana em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubados a 37°C em
estufa.

Para os testes antileishmanicida os parasitas utilizados nesse trabalho foram
formas promastigotas de Leishmania amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8),
cuja cultura original foi cedida pelo Dr. Francisco Juarez Ramalho-Pinto, da

Universidade Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

3. Concentragfes das drogas analisadas

Para avaliar a viabilidade das bactérias e leveduras na presenca dos
produtos de C. leprosum, foram utilizadas diferentes concentragbes do extrato
etanolico (EEFr) (125, 250 e 500ug/ml) e do triterpeno (03, 06, 09, 15, 100, 200, 300,
400 e 500ug/ml) diluidos em etanol. Ja para os testes contra promastigotas de
leishmanias foi utilizado o extrato etandlico nas concentracbes de 100, 50, 25 e

12,5ug/ml e do triterpeno em 1, 2 e 5ug/ml diluidos em etanol.
4. Meios de Cultura e Ensaios Antimicrobianos

O meio de cultura utilizado para a propagacdo in vitro da suspensao
bacteriana em todos os testes foi o Caldo BHI (Brain Heart Infusion). Também foram
utilizados meios identificadores e selecionadores das bactérias estudadas visando
um crescimento adequado e de uma excelente classificacdo e quantificacdo, como:
Agar Sal Monitol (ASM), Agar Cled, Agar Sangue e EMB.

Para o plagueamento das suspensdes bacterianas no teste de difusdo em
disco foi utilizado Agar Muller Hinton (MH) em placas de Petri de 14 cm com 30 ml
de MH, o qual é recomendado pela OMS para a realizacdo das provas de
sensibilidade, como os antibiogramas. Para os testes com C. albicans foi utilizado o
Agar Saboraud. Foi utilizado o protocolo de difusdo em disco para avaliar a atividade

bactericida dos compostos isolados de C. leprosum:

FACULDADE SAO LUCAS E SAO MATEUS — PORTO VELHO-RO
www.saolucas.edu.br



58
SABER CIENTIFICO, Porto Velho, 3 (1): 53 - 69 , jul./dez.,2011.

- Teste de difusdo em Disco — E um método qualitativo classico para testar a
suscetibilidade de patdgenos a antibiéticos, também denominado de Método de
Kirby Bauer de difusdo em placa, neste teste observa-se o0 crescimento do
organismo (resistente a droga) ou a falta de crescimento (sensivel a droga) frente a
antibiéticos testes (NCCLS, 2000).

Para analise microbioldgica, culturas bacterianas desenvolvidas em BHI
por 24 horas foram diluidas até obter-se uma suspensao bacteriana cuja turvacao foi
comparada a escala padrdo n° 0,5 de MacFarland e foram semeadas na superficie
de agar MH. A seguir, discos de papel de filtro esterilizados (medindo 0,6mm) foram
impregnados com as concentracdes previamente estabelecidas do EEFr e triterpeno
e foram colocados sobre a superficie do agar inoculado. Antes de incubar na estufa
a 35°C por 24 horas, deixou-se a placa a 4°C por 15 min para garantir a difusdo do
EEFr e triterpeno no agar. Apos a incubacdo por 24 horas foram observados os
halos de inibicdo das amostras bacterianas. Foi utilizado como controle positivo para
bactérias o Imipenem 10mg e como controle negativo o solvente etanol na maior
concentracdo (5% para testes com extrato e 10 e 50% para ensaios com
triterpenos). Os didmetros dos halos foram determinados em milimetros (mm) para a
determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima, menor concentracao capaz

de inibir o crescimento de microrganismos).

5. Avaliacdo da viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis
apés a exposicao ao extrato etandlico e triterpeno isolados dos frutos de

C. leprosum.

Para avaliar a viabilidade das promastigotas na presenca dos produtos de C.
leprosum, inicialmente, 5x10° promastigotas/ml de L. amazonensis em inicio de fase
estacionaria de crescimento foram lavadas duas vezes por centrifugagdo a 1000xg
por 10 min em PBS estéril. Ap6s a lavagem, os parasitas foram distribuidos em
placas de 24 pocos contendo meio RPMI suplementado com Soro Fetal bovino a
10% e incubados com diferentes concentragbes do extrato etanolico (EEFr) e do
triterpeno diluidos em etanol.

As amostras foram incubadas por cinco dias a 24°C e, diariamente, aliquotas
das culturas eram diluidas em PBS gelado contendo o corante eritrosina B 0,04%

(v/v) para contagem do numero de parasitas na cultura. Os parasitas corados de
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vermelho eram considerados mortos e aqueles birrefringentes e modveis eram
considerados vivos. O calculo era feito considerando apenas o0 niumero de parasitas
vivo. O controle para determinar a morte dos parasitas foi a Pentamidina (5ug/ml e
100ug/ml) e as culturas contendo o controle do solvente foram incubadas com alcool
na maior concentracdo (1% para testes com extrato e 0,3% para ensaios com
triterpenos). A média aritmética de duas contagens foi utilizada para calcular o
namero de parasitas contido em um ml de cultura (SILVA-JARDIM, 2001).

O célculo foi realizado utilizando-se a férmula: n° de parasitas = média dos
quatro quadrantes x n° da diluicio x 10*

RESULTADOS

Os resultados referentes & média dos didmetros dos halos em milimetros de
cada microrganismo tratados com o EEFr e triterpeno podem ser observados na
Tabela 1 e 2. Os testes de difusdo em disco utilizando o triterpeno avaliados em
triplicata, ndo obtiveram formacao de halo para Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans; halo inferior ou igual ao diluente (etanol) para Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae; e halo superior ao diluente nas concentracdes de 125 e 250 ug/ml para
Escherichia coli (Figura 1) e nas concentracdes de 125ug/ml Staphylococcus aureus.
Nos testes em discos realizados com concentracfes baixas do triterpeno (03, 06, 09,
15ug/ml) ocorreu resisténcia por parte dos organismos estudados.

Ja o efeito do extrato etandlico sobre os diferentes microrganismos
apresentou um maior espectro de acdo com atividade nas concentracdoes de
125ug/ml sobre P.mirabilis, E. coli, S. aureus e K. pneumoniae e na concentracdo de
250pg/ml para K. pneumoniae. Estes dados fornecem resultados Sensiveis ou
Resistentes aos microorganismos estudados, isto significa que em tese o EEFr e
triterpeno  3pB,6B,16p-triidroxilup-20(29)-eno isolados dos frutos de C. leprosum

fornecem parcialmente ou ndo uma acéo antibactericida.

Tabela 1: Leitura dos halos de inibicdo (mm) obtidos com as diferentes

concentracdes do extrato etanolico (EEFr) isolado dos frutos de C. leprosum.

Microrganismos Etanol ~ 125ug/ml 250ug/ml  500ug/ml

Proteus mirabilis 10 12 10 6
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Pseudomonas aeruginosa R R R R
Escherichia coli 12 16 12 10
Klebsiella pneumoniae 8 12 10 R
Staplylococcus aureus 10 12 10 8
Céandida albicans R R R

* R = Resistente

Tabela 2: Leitura dos halos de inibicio (mm) obtidos com as diferentes
concentracdes do triterpeno isolado dos frutos de C. leprosum.

Microrganismo Etanol 125ug/ml 250ug/ml 500ug/ml
Proteus mirabilis 12 8 10 10
Pseudomonas aeruginosa R R R R
Escherichia coli 12 16 14 12
Klebsiella pneumoniae 8 8 8 8
Staplylococcus aureus 10 12 10 10
Candida albicans R R R R

* R = Resistente

Figura 1: Placas com discos contendo o extrato etandlico isolado de C. leprosum e o microrganismo-
teste E. coli ATCC 25922.

Para avaliar o efeito do EEFr de C. leprosum sobre o crescimento de L.
amazonensis in vitro, formas promastigotas foram tratadas com as concentracdes de

12,5, 25, 50 e 100ug/ml. Foi possivel observar, através da contagem diaria em
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camara de Neubauer, que a concentracdo de 100ug/ml foi suficiente para promover
a morte de 100% dos parasitas (Tabela 3). Esse resultado foi semelhante ao obtido
pela Pentamidina, que é um medicamento utilizado para o tratamento da
leishmaniose e que é capaz de matar todos os parasitas nesta concentracdo
(SERENO & LEMESRE,1997).

O indice de inibicdo de crescimento médio (ICsg) do extrato, que
corresponde a inibicdo do crescimento em aproximadamente 50% em relacdo ao
grupo controle, foi estimado numa concentracdo de 12,5ug/ml, uma vez que inibiu
56,5% do crescimento dos parasitas no 5° dia de cultura. Ja nas concentracfes de
25 e 50ug/ml observou-se uma alta inibicdo de 80% e 92,7% respectivamente. Teles
et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes aos nossos e comentam que as
hidroxilas presentes nesse triterpeno estdo associadas a acdo da molécula contra
esses parasitas. A porcentagem de alcool utilizada como solvente do extrato e
também testada como controle nesse estudo, cerca de 1%, foi bem toleravel pelo
parasita, apresentando pequena diferenca significativa (inibicdo de 4%) quando

comparada com o controle sem tratamento.

Tabela 3: Inibicdo de Crescimento obtidos em diferentes concentragbes do EEFr

dos frutos de C. leprosum contra L. amazonensis in vitro no quinto dia de cultura

Concentra¢cdes do EEFr IC
(ug/ml)
EtOH 4%
12,5 56,5%
25 80%
50 92,7%
100 100%

O triterpeno também foi utilizado para o tratamento durante as curvas de
crescimento com promastigotas de L. amazonensis. De acordo com a Tabela 4

pequenas concentracdes de 2 e 5ug/ml do triterpeno, diluido em etanol (0,3%),
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possuem atividade toxica inibindo respectivamente 27% e 80% das formas
promastigotas de Leishmania observadas em cultura. Na concentracdo de 1ug/ml o
triterpeno apresentou uma pequena inibicdo significativa de IC 9%. Teles et al.
(2011) sugerem o ICso para o triterpeno na concentracdo de 3,3ug/ml (rzad,- = 0,98;

F=1889,8; P<0,001).

Tabela 4: Inibicdo da Crescimento do triterpeno isolado do extrato etandlico dos

frutos de C. leprosum contra as formas promastigotas de L. amazonensis.

Concentracdes do Triterpeno IC IC 27%
(eg/ml)

EtOH 0,3%

1 9%

2 27%

5 80%

100 100%

DISCUSSAO

A importancia histérica_das substancias ativas obtidas de plantas como

protétipo para o desenvolvimento medicamentos, ndo foi representada apenas
pelo surgimento de grupos novos de compostos, mas proporcionou a identificacéo
de uma nova possibilidade de tratamento terapéutico. As opc¢bes de intervencdes
terapéuticas seriam muito escassas, se nao fosse a descoberta dessas substancias
ativas provenientes das plantas medicinais (SIMAES et al., 1999).

As novas tendéncias globais de uma preocupacdo com a biodiversidade e
as idéias de desenvolvimento sustentavel trouxeram novas perspectivas ao estudo
das plantas medicinais brasileiras. Cenario que aumentou a relevancia da fitoterapia
na pesquisa contemporanea. O uso de extratos e constituintes bioativos de plantas
medicinais com validacao cientifica pode beneficiar a populagéo carente por meio de
chas, tinturas e poés. A iniciativa também proporciona a descoberta de novos

principios ativos de interesse terapéutico e com potencial interesse pelas industrias
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farmacéuticas, que podem empregar essas substancias em capsulas, comprimidos e
pomadas (LORENZI & MATOS, 2002).

Estudos que testam a efetividade de produtos comerciais devem considerar,
se possivel, além dos constituintes farmacéuticos, as concentracdes de cada
principio ativo presente, visando, dessa forma, identificar a acdo de cada
componente, de modo a permitir a comparacéo e analise dos resultados.

Para avaliar a acdo dos produtos isolados de C. leprosum nesse estudo
foram utilizadas concentracdes minimas e maximas para a averiguacado da formacéo
de halo, indicando uma resisténcia ou sensibilidade. O triterpeno n&o apresentou
bioatividade para P. aeruginosa, C. albicans, Proteus mirabilis e Klebsiella
pneumoniae. Para a bactéria P. aeruginosa e a levedura C. albicans o triterpeno
lupano e o extrato etandlico ndo obtiveram formacdo de halo, isto indica uma
enorme resisténcia ao produto testado. A formacédo de halo para P. mirabilis e K.
pneumoniae com o triterpeno sdo menores ou iguais aos formados pelo etanol,
provavelmente neste caso o que esta fazendo efeito bactericida deve ser o diluente
e ndo a substancia purificada. Em concentra¢cdes minimas do Triterpeno Lupano (3-
15ug/ml) houve resisténcia para com todas as cepas utilizadas.

Ja em relacdo ao S. aureus e E. coli os valores dos halos formados foram
superiores ao diluente mostrando-se ativo nas concentracdes de 125ug/ml do
triterpeno. Os valores relativos a média dos halos de inibicdo obtidos na avaliacédo
da atividade antimicrobiana do Triterpeno Lupano através do método de difusdo em
agar podem ser observados na Tabela 1 e 2. A concentracdo utilizada, cerca de
50%, foi a concentracdo maxima para a dissolucdo de 500ug/ml do triterpeno, no
entanto, foi descartada a possibilidade desse solvente como agente bactericida nos
testes envolvendo essas duas bactérias nas concentracdes de 125 e 250ug/ml), ja
gue a porcentagem de alcool nessas ultimas foi menor e todas elas apresentaram
um halo maior que o apresentado pelo grupo tratado com o solvente a 50%. Desta
forma, foi verificado que E. coli e S. aureus mostraram-se mais sensiveis as
concentracOes-teste utilizadas do que os outros microrganismos ainda que a
diferenca entre os halos obtidos em comparagao ao diluente mostrou-se pequeno.

JA o efeito do extrato etandlico sobre os diferentes microrganismos

apresentou um maior espectro de agdo com atividade sobre P.mirabilis, E. coli, S.
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aureus e K. pneumoniae. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato do
extrato apresentar ndo somente o triterpeno, mas também outras substancias ativas
como flavonéides, bibenzilas arométicas, estilbenos, fenantrenos, lignanas, o-
aminoacidos e em menor quantidade alcaldides (FACUNDO et al., 1993;
PIETROVSKI et al., 2005).

Os dados obtidos nesse estudo tornam-se relevante para complementar a
literatura sobre a acdo de compostos isolados dessa planta pouco estudada; ja
existe confirmacdo da acdo em sintese da atividade antinociceptiva do Extrato
etandlico e Triterpeno lupano obtidos da planta Combretum leprosum. O EEFr e os
triterpenos TTHP e &cido arjundlico, obtidos das flores do C. leprosum apresentaram
uma importante acdo antinociceptiva, tanto na nocicepg¢éo de origem neurogénica e
inflamatoria, avaliada em camundongos (FACUNDO et al., 2005; PIETROVSKI et al.
2005). Teles et al. (2011) destacam o potencial dos triterpenos isolados e
modificados de C. leprosum para o desenvolvimento de drogas leishmanicidas

Ha algumas décadas se realizam estudos de 6leos, extratos e compostos
isolados de plantas frente aos protozoarios para que se consigam drogas eficazes,
menos téxicas e com acdo mais rapida contra as doencas acometidas por esses
microrganismos. Kayser et al. (2003) em sua revisdo enumeram Varios produtos
naturais isolados que apresentam potente acdo antiparasitaria, dentre eles
alcaléides como berberine derivados da familia Berberidaceae com acdo contra
espécies de Trypanosoma e amastigotas de L. donovani e L. panamensis,
naphthylisoquinolines isolados de Triphophyllum peltatum (Dioncophyllaceae) com
acdo contra Plasmodium falciparum, sesquiterpenos e flavondides antimalaricos
originados de Artemisia annua (Asteraceae).

As leishmanioses sédo doencas infecto-parasitarias ndo contagiosas que
constituem um sério problema de salude publica no Brasil. Apesar de serem
conhecidas ha muito tempo e dos inUmeros estudos voltados ao seu entendimento,
as leishmanioses sdo consideradas, ainda, doencas emergentes e sem controle —
doenca de categoria | — responsavel por consideravel morbidade e desfiguracdo
facial extensa nos individuos afetados. A prevencdo destas doencas depende de
medidas ecoldgicas, sanitarias, assim como emprego de farmacos antiparasitarios
eficazes e seguros (DESJEUX, 1996; ASHFORD, 2000).
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Baseado nessas consideracdes foi proposta desse estudo avaliar também a
acdo do EEFr e do triterpeno isolado contra formas promastigotas de L.
amazonensis. Observou-se que quando submetidos ao tratamento com EEFr dos
frutos de C. leprosum esses parasitas tem seu crescimento inibido de maneira dose
dependente. A concentracdo de 100ug/ml foi capaz de matar 100% dos parasitas
com 24 horas de incubacdo. Na cultura tratada com alcool, solvente utilizado para a
dissolucdo do EEFr, houve diferenca significativa do indice de inibicdo de
crescimento (IC 4%) em relagdo ao grupo controle sem tratamento. A concentragao
utilizada, cerca de 1%, foi a concentracdo maxima para a dissolucédo de 100ug/ml do
EEFr, no entanto, foi descartada a possibilidade desse solvente como agente letal
nos testes envolvendo as outras concentragdes do extrato (12,5, 25 e 50ug/ml), ja
gue a porcentagem de alcool nessas ultimas foi menor e todas elas apresentaram
um IC significantemente maior que o apresentado pelo grupo tratado com o solvente
a 1%. Essa atividade citotdéxica para o parasita pode estar relacionada a varios
compostos presentes no extrato dessa espécie ja citado por FACUNDO et al. (1993),
PIETROVSKI et al. (2005) e Teles et al. (2011).

A purificacao do triterpeno lupano (3p,6p,16p-triidroxilup-20(29)-eno) ajudou
a definir uma das substancias téxicas para L. amazonensis. Os ensaios realizados
com essa substancia mostraram uma potente inibicdo do crescimento das
promastigotas a partir do segundo dia de incubacdo. Observou-se que na
concentracdo de 5ug/ml houve uma reducdo de 80% do crescimento, diferenca
expressiva quando comparada ao grupo tratado com alcool a 0,3%.

O triterpeno apresentou efeito leishmanicida sobre a maioria do isolados de
Leishmanias estudados, no entanto, ndo houve eliminacéo total dos parasitas como
observado com droga controle, a Pentamidina. Embora Pentamidina tenha se
mostrado mais eficiente na eliminacdo desses parasitas, esse farmaco quando
administrado no paciente com leishmaniose induz efeitos adversos e citotoxicos
como alteracdes cardiacas, hepéticas e renais (CUNNINGHAM, 2002; OUELLETTE
et al., 2004).

Testes farmacoldgicos, toxicologicos e farmacocinéticos envolvendo o

triterpeno sdo necessarios para avaliar sua toxicidade no hospedeiro, mas essa
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substéancia parece ser um forte candidato para o desenvolvimento de drogas contra
a leishmaniose.

Dentre todos o0s microrganismos estudados nesse experimento, O
protozoario Leishmania apresentou-se o mais susceptivel ao triterpeno, com inibicao
de crescimento em concentragbes minimas da droga (2-5ug/ml). Esse
comportamento da droga pode estar relacionado a acdo especifica dessa substancia
em alguma via metabdlica desse tipo celular.

Véarios metabdlitos secundarios de plantas tém apresentado inibicdo de
crescimento satisfatéria em ensaios in vitro com espécies de Leishmania. Um
exemplo sdo os diterpenos isolados de Premna schimperi e P. oligotricha com
atividade leishmanicida contra formas promastigotas e amastigotas axénicas de L.
aethiopica (HABTEMARIAM, 2003). Os diterpenos e triterpenos isolados de Cistus
monspeliensis e Cistus creticus sao outras substancias que apresentaram acgao in
vitro, verificada pela técnica de MTT, contra formas promastigotas de L. donovani
(FOKIALAKIS et al., 2006); ja cetonas ciclicas como a lactona klaivanolide de Uvaria
klaineanai também foram descritas como potentes drogas antileishmania, 1Csg
3,12uM, contra formas promastigotas de L. donovani resistentes a anfotericina B
(AKENDENGUE et al., 2002).

Nesse estudo a avaliacdo citotOxica para os diferentes microrganismos
utilizados aponta para a especificidade do triterpeno e EEFr na morte de formas
promastigotas de L. amazonensis. O mecanismo pelos quais os triterpenos inibem o
crescimento de formas promastigotas de leishmanias ndo foi esclarecido até o
momento, porém a importancia das hidroxilas presentes nessas moléculas e sua
acado nesses parasitas foi descrito por Torres-Santos et al. (2004) e Teles et al.
(2011). Torres-Santos et al. (2004) estudaram a acéo de 11 triterpenos isolados de
Pourouma guianensis sobre formas promastigotas de L. amazonensis e descobriram
que triterpenos pentaciclicos com maior numero de grupos de hidroxilas
apresentavam maior agao anti-promastigotas.

Os resultados obtidos nesse estudo contribuem para informacdes sobre a
espécie com relacdo ao seu uso terapéutico, auxiliam na manutencéo e valorizacao
do saber popular sobre o uso de plantas medicinais e fortalecem, a partir de nossa
biodiversidade, a producdo local de farmacos de origem natural de baixo custo

visando uso multiplo e desenvolvimento sustentavel.
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