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Resumo

A doenga de Chagas e a leishmaniose sdo doengas que prevalecem em paises pobres. Os farmacos disponiveis para
0 tratamento dessas doencas sdo altamente toxicos, sendo este um dos motivos que dificulta a adesdo terapéutica e,
assim, levando a busca por novas drogas eficazes e seguras para seus tratamentos. A pesquisa utilizando produtos
naturais tem se mostrado uma alternativa na procura de novos compostos com potencial clinico-terapéutico. O
género Passiflora possui as seguintes atividades farmacol6gicas centrais como calmantes, sedativas, ansioliticas e
indutor do sono e atividades antiparasitarias. A Passiflora cincinnata possui ampla distribuicdo pelo Brasil sendo
popularmente utilizada para distlrbios de sono. Neste estudo avaliamos sua atividade antiparasitaria contra
Leishmania brasiliensis, Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi, bem como sua citotoxicidade em fibroblastos.
Foram testados extratos hidroalcodlicos obtidos das folhas, casca, sementes e caule em diferentes concentracdes.
Os extratos das folhas, casca e sementes nao foram eficazes contra L. brasiliensis e T. cruzi, porém, o extrato do
caule promoveu uma inibicdo de 29,12 % contra T. cruzi numa concentracdo de 500 pg/mL, entretanto o extrato da
casca de P. cincinnata foi o que apresentou a melhor atividade contra as formas parasitarias de L. infantum,
causando um percentual de morte >20 % nas concentrac@es de 250 a 1000 pg/mL. Referente a toxicidade, o extrato
das folhas foi 0 que apresentou maior citotoxicidade, quando comparado com os demais, causando a mortalidade de
68,63 % dos fibroblastos numa concentragdo de 1000 pg/mL. A baixa citotoxicidade revelada abre espaco para
novos estudos bioldgicos.
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EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY AND LEISHMANICIDAL AND
TRYPANOCIDAL ACTIVITY OF EXTRACTS OF
PASSIFLORA CINCINNATA MAST L.

Abstract

Chagas disease and leishmaniasis are diseases prevalent in poor countries. The drugs available for the treatment of
these diseases are highly toxic, being this one of the reasons that hinders the therapeutic adherence and so, taking to
the search for new drugs efficient and insurance for their treatments. The research using natural products has been
shown to be an alternative in the search for new compounds with potential clinical-therapeutic. The genus
Passiflora has the following central pharmacological activities as tranquilizers, sedative, anxiolytic and inducer of
sleep and antiparasitarias activities. The Passiflora cincinnata has wide distribution by Brazil being popularly used
for sleep disorders. In this study we evaluate its activity antiparasitic against Leishmania brasiliensis, Leishmania
infantum and Trypanosoma cruzi, as well as its cytotoxicity in fibroblasts. Were tested the hydroalcoholic extracts
obtained from leaves, bark, seeds and stems at different concentrations. The extracts from the leaves, bark and
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seeds were not effective against T. cruzi and L. brasiliensis, only the extract of stem promoted an inhibition of
29.12 % against T. cruzi at a concentration of 500 mg/mL, however the bark extract of P. cincinnata showed the
highest activity against parasitic forms of L. infantum, causing a percentage of death >20 % at concentrations 250
and 1000 mg/mL. Regarding the toxicity, the leaf extract showed the highest cytotoxicity, when compared with the
others, causing mortality of 68.63 % of the fibroblasts at a concentration of 1000 mg/mL. The low cytotoxicity
revealed opens space for new biological studies.

Keywords: Leishmaniasis; Chagas disease; Leishmania; Passifloraceae; Trypanosoma cruzi.

Introducéo

As doencgas negligenciadas, também denominadas doencgas tropicais, correspondem a um grupo de doencas
infecto-parasitarias que possuem uma alta prevaléncia nas populagbes que vivem em condigdes de pobreza,
favorecendo a manutencéo da desigualdade e exclusdo social (MINISTERIO DA SAUDE 2010). Para a salde
publica elas tornam-se um grande desafio por produzirem danos fisicos, cognitivos e por causarem impacto no
perfil epidemiolégico (HOTEZ 2008). Podemos citar como exemplos de doencas negligenciadas, a doencga de
Chagas, leishmaniose, hanseniase, malaria, tuberculose, entre outras (MINISTERIO DA SAUDE 2010).

A tripanossomiase americana, conhecida como doenca de Chagas, foi descoberta em 1909 pelo médico
brasileiro Carlos Chagas. E causada pelo Trypanosoma cruzi e pode ser transmitida aos humanos através das fezes
dos insetos triatomineos infectados, alimentos contaminados, transfusdo sanguinea e transplante de 6rgéos a partir
de doadores infectados pelo parasita e por via transplacentaria (WHO 2013). Estima-se que na América Latina
aproximadamente 12 milhdes de pessoas estejam infectadas com o T. cruzi e que cerca de 75 milhdes estejam
suscetivel a infecgdo (ZINGALES 2011).

Outra doenca parasitaria, bem preocupante, é a leishmaniose. Doenga infecciosa causada por protozoarios
do género Leishmania, a leishmaniose é transmitida ao hospedeiro definitivo pela picada de flebotomineos fémeas
infectadas. Estima-se que 1,3 milhdes de novos casos e cerca de 20.000 a 30.000 mortes ocorrem anualmente
devido essa patologia, que esta associada as mas condi¢des de habitacdo, desnutri¢do, falta de recursos e sistema
imunoldgico deprimido, e que atingi as populagGes mais pobres do mundo (WHO 2013). A leishmaniose pode
apresentar-se sob a forma visceral, cutnea ou mucocutanea. A forma cutanea, também denominada leishmaniose
tegumentar, é a forma mais frequente e a forma visceral é a mais grave (REY 2001).

O desenvolvimento de novas drogas eficazes no tratamento desses parasitas é alvo de constantes discussdes
no ramo cientifico (CUNHA et al. 2011). Para o tratamento da leishmaniose, nas formas cutanea e visceral, 0s
antimoniais pentavalentes sdo os farmacos de primeira escolha, porém, apresentam uma alta toxicidade (PEREIRA
et al. 2011). Ja no caso da doenca de Chagas, o nifurtimox e o benzonidazol sdo os farmacos de destaque para a
terapia medicamentosa dessa doenca, tanto pela sua eficicia na fase aguda quanto pela sua tolerancia. Entretanto, a
acdo dessas drogas sofrem influéncias de algumas condi¢Bes, como a duracdo do tratamento, a idade e a
distribuicdo geografica dos pacientes (DIAS & DESSOY 2009).

Nos dias atuais pesquisas com plantas, na sua forma bruta, fitoterapica ou com o principio ativo isolado,
revelam o potencial desses vegetais quanto as atividades leishmanicida e tripanocida, os quais possibilitam uma
forma alternativa para o tratamento dessas patologias. Podemos citar como exemplo de estudos envolvendo a
analise de extratos com potencial tripanocida, extratos de Mentha arvensis (SANTOS et al. 2012b), Arrabidaea
triplinervia (LEITE et al. 2006) e Dracocephalum kotschyi (SAEIDNIA et al. 2004).

A Passifloraceae é uma familia que possui cerca de 20 géneros e 650 espécies, nativa de clima tropical e
subtropical, ocorrendo principalmente nas Américas, Asia e Austrélia. Suas espécies sdo caracterizadas por lianas,
herbaceas, trepadeiras, lenhosas com gavinhas, flores solitarias ou influorescéncia cimosa, frutos comestiveis e
possuem propriedades terapéuticas. (BRIZICKY 1961, CERVI 1997).

O género de maior expressividade da familia Passifloraceae é a Passiflora; o mesmo possui
aproximadamente 400 espécies, das quais 20 s&o restritas & China, India, Australia, Sudeste Asiatico, llhas da
Oceania e regides vizinhas (SANTOS et al. 2012a). O Brasil, com cerca de 120 espécies, possui 0 maior nimero de
espécies nativas do género Passiflora (BERNACCI et al 2003). Segundo ZUANAZZI & MONTANHA (2000) do
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ponto de vista etnofarmacoldgico o género Passiflora (maracujd) possui as seguintes atividades farmacoldgicas:
calmantes, sedativas, antiespasmadicas, ansioliticas e indutor do sono, ja testadas em experimentos com animais.

A espécie P. cincinnata Mast. L., popularmente conhecida como maracuja-mochila, maracuja do mato,
maracuja-tubardo e maracuja bravo, é uma espécie polimorfa, com frutos de forma e tamanho varidvel e possui
ampla distribuicdo pelo Brasil. Segundo OLIVEIRA & RUGGIERO (2005), essa espécie tém grande resisténcia a
patogenos sistémicos que afetam outras espécies de Passiflora.

Tendo em vista o grande potencial farmacol6gico do género Passiflora, este trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade leishmanicida e tripanocida de extratos hidroalcoolicos da espécie P. cincinnata Mast L. em
formas promastigota dos parasitas Leishmania braziliensis e Leishmania infantum e epimastigota de Trypanosoma
cruzi, além de avaliar a atividade citotoxica em fibroblasto.

Metodologia

Material botanico

O material vegetal da espécie Passiflora Cincinnata utilizadas em nossos experimentos foram coletadas no
Sitio/Fazenda Barreiro Grande situado no municipio de Crato—CE. Um exemplar da espécie foi catalogado e
depositado no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri —
URCA registrado sob N° HCDAL 8284.

Preparacdo do extrato

As partes da planta (folhas, casca, sementes e caule) foram lavadas em agua corrente a fim de se retirar
possiveis sujidades, expostas ao sol para secar e apds, diminuidas em seu tamanho para se aumentar a superficie de
contato com o solvente por meio de maceragdo (DI STASI 1996) e acondicionadas em frascos de vidro. O solvente
para obtencgdo dos extratos foi preparado a partir de 4gua destilada e etanol a 96 %, na propor¢éo de 1:1, de maneira
que cada material seco possa ficar totalmente imerso na solugdo aquoso extratora. Em seguida as extragdes, cada
material recebeu dupla filtracdo de algoddo, sendo entdo levado ao rotaevaporador para liberacdo do solvente
etandlico. Cada material remanescente desta separacdo foi posto em banho-maria para garantia da eliminacéo do
excedente etandlico e colocado para congelar. Feito isso, e uma vez os extratos congelados, foram levados ao
liofilizador e entdo, calculados seu rendimentos totalizando aproximadamente 134 g do li6filo, de cada parte da
planta a ser estudada. Os extratos liofilizados, hidroalcodlicos 1:1 das folhas, casca, sementes e caule de Passiflora
cincinnata foram denominados de EHFPC, EHCCPC, EHSPC e EHCPC, significando, respectivamente, Extrato
Hidroalcoodlico das Folhas de Passiflora cincinnata, Extrato Hidroalcodlico da Casca de Passiflora cincinnata,
Extrato Hidroalcodlico das Sementes de Passiflora cincinnata e Extrato Hidroalcodlico do Caule de Passiflora
cincinnata.

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 estavel com o gene para a B-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, Carlshad, CA), penicilina (Ern, S.A., Barcelona, Spain) e estreptomicina (Reig Jofr 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 spp. foram obtidas do Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Asuncion, Paraguay - IICS e identificadas por analise isoemzimatica. A manutencdo das linhagens, forma de
cultivo e isolamento das formas promatigotas de Leishmania spp. Seguiram os procedimentos descritos por
ROLDOS et al. (2008). Os ensaios de inibicdo das formas promastigotas foram realizados utilizando a linhagens de
L. braziliensis (MHOM/CO/88/UA301) e L. infantum (MHOMY/ES/92/BCN83), cultivadas a 22 °C em meio
Schneider’s Drosophila, suplementado com SFB 20 %.
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Os ensaios de citotoxicidade utilizaram a linhagem de fibroblastos NCTC929, 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 Umida com 5 % de
CO,. A viabilidade destas linhagens foi avaliada através do uso da resazurina como método colorimétrico (ROLON
et al. 2006).

Reagentes

Resazurina sodica foi obtida da Sigma—Aldrich (St Louis, MO) e estocada a 4 °C ao abrigo da luz. A
solugdo de resazurina foi preparada com tampdo fosfato 1 %, pH 7 e esterilizada por filtracdo antes de ser utilizada.
O Clorofenol vermelho-p-D-galactopiranosidio (CPRG; Roche, Indianapolis, IN) foi dissolvido em uma solucgéo de
Triton X-100 0.9 % (pH 7.4). Penicilina G (Ern, S.A., Barcelona, Spain), estreptomicina (Reig Jofré S.A.,
Barcelona, Spain) e Dimetilsulfoxido (DMSO) 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 concentracdo de 1 x 10° mL-1 em 200
pL de caldo de figado triptose. As placas foram entdo incubadas com as drogas nas concentragdes de 100 e 500
pg/mL a 28 °C por 72 horas. Apds este tempo, foram adicionados 50 pL da solugdo de CPRG, de forma a atingir
uma concentragdo final de 200 uM. As placas foram incubadas por um tempo adicional de 6 horas a 37 °C e foram
submetidas a visualizacdo sob 595 nm. Cada experimento foi realizado duas vezes e de forma independente, tendo
sido cada concentracdo testada em triplicata em cada experimento. A eficiéncia de cada composto foi estimada
através do calculo do percentual de atividade antiepimastigota (AE %).

Teste de atividade antipromastigota

Culturas de formas promastigotas de L. braziliensis e L. infantum foram cultivadas até uma concentracéo
de 10° células/mL e entdo transferidas para o teste. Os compostos foram dissolvidos em DMSO até as
concentracdes a serem testadas e foram transferidos para as microplacas. Cada ensaio foi realizado em triplicata. A
atividade dos compostos foi avaliada apds 72 horas por contagem direta das células ap6s diluicGes seriais e
comparadas com um controle néo tratado.

Teste de citotoxicidade

Fibroblastos NCTC929 foram plaqueados em placas de microdilui¢do de 96 cavidades a uma concentracdo
final de 3 x 10* células/cavidade. As células foram cultivadas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,. Apds isso, 0
meio de cultura foi removido e os compostos foram adicionados a 200 pL, sendo realizado um novo cultivo por 24
horas. Apés esta incubacdo, 20 pL de uma solucdo de Resazurina 2 mM foi adicionada em cada cavidade. As
placas foram incubadas por 3 horas e a reducéo 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 concentracdo foi testada
em triplicata.

Resultados

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média das
repeticBes. Na Tab. 1 sdo mostrados os resultados referentes as atividades antiparasitaria e citotoxica dos extratos
hidroalcodlicos da Passiflora cincinnata. Os extratos ndo foram eficazes contra as formas promastigota de L.
brasiliensis e epimastigota de T. cruzi, exceto o EHCPC que promoveu uma inibi¢do de 29,12 % contra T. cruzi
numa concentragdo de 500 pg/ml, porém, contra a L. infantum, o EHCPC foi ineficaz em todas as doses testadas.
Os extratos das folhas, casca e sementes da Passiflora cincinnata apresentaram atividade leishmanicida, causando
um percentual de morte >20 % contra as formas parasitarias de L. infantum em algumas das concentragdes
estudadas. O EHCCPC apresentou uma melhor atividade contra L. infantum nas concentragdes de 250, 500 e 1000
ug/ml, causando, respectivamente, a de morte de 23,55, 25,58 e 21,40 % dos parasitas. J& os EHFPC e EHSPC
apresentaram uma atividade contra L. infantum superior a 20 % nas concentragfes de 1000 e 250 pg/ml,
respectivamente.

No tocante a atividade citotdxica, 0 extrato que apresentou uma toxicidade mais elevada foi o EHFPC,
causando a mortalidade de 68,63 % dos fibroblastos numa concentracdo de 1000 pg/ml. Nos demais extratos, a
citotoxicidade ndo esteve presente em todas as doses, porém, nas concentragdes em que se observou citotoxicidade
a mesma apresentou-se baixa.
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Tabela 1: Atividade antipromastigota Leishmania infantum e Leishmania brasiliensis, atividade
antiepimastigota Trypanosoma cruzi e citotoxicidade.

Extrato Conc. %AP +DS %AP +DS %AE +DS  %AF +DS
(ng/ml) (L. infantum) (L. brasiliensis) (T. cruzi)

EHFPC 1000 22,00 0,91 0,00 1,49 0,00 1,50 68,63 0,94
500 5,99 0,75 0,00 2,15 0,00 0,12 17,94 0,23

250 2,48 1,12 0,00 1,29 0,00 1,34 12,20 1,15

125 6,96 2,52 0,00 4,67 0,00 1,97 0,00 1,44

EHCCPC 1000 21,40 1,39 0,00 2,82 6,56 3,49 10,18 0,32
500 25,58 0,04 0,00 0,77 5,97 1,72 2,52 1,05

250 23,55 1,80 0,00 2,85 0,00 2,05 1,77 2,36

125 0,20 1,14 0,00 3,10 0,00 2,15 0,00 1,58

EHSPC 1000 19,67 -0,52 1,96 -1,13 8,37 1,90 24,74 0,92
500 17,48 2,04 4,22 3,67 0,00 2,26 5,13 0,12

250 22,59 0,91 0,00 -0,89 0,00 1,75 0,89 0,49

125 18,94 1,42 0,00 1,53 0,00 0,59 0,67 0,51

EHCPC 1000 0,00 1,99 1,65 1,55 0,00 2,12 2421 0,23
500 0,00 4,03 0,00 2,60 29,12 552 28,70 3,23

250 0,00 0,05 5,69 2,53 0,00 1,15 1514 1,58

125 0,00 0,66 3,12 1,49 0,00 1,53 0,00 0,48

EHFPC - Extrato Hidroalcodlico das Folhas de Passiflora cincinnata; EHCCPC - Extrato Hidroalcodlico da Casca de Passiflora cincinnata;
EHSPC - Extrato Hidroalcodlico das Sementes de Passiflora cincinnata; EHCPC - Extrato Hidroalcodlico do Caule de Passiflora
cincinnata; AP - Atividade Antipromastigota; DS - Desvio Padréo; AE - Atividade Antiepimastigota; AF - Atividade Antifibroblastos.

Discussao

Os produtos naturais oferecem novas fontes e perspectivas para a descoberta de novos farmacos com
propriedades terapéuticas. Pesquisas com fitoterapicos tem revelado o grande potencial na busca de novas
substancias para combater doencas negligenciadas (RONDON et al. 2012) dentre elas, a leishmaniose e a doenga
de Chagas (MINISTERIO DA SAUDE 2010).

Para que novos farmacos quimioterapicos sejam disponiveis para o tratamento em humanos é necessario
que se faca uma avaliacdo prévia desses compostos in vitro e in vivo (SOARES-BEZERRA et al. 2004), afim de
avaliar a sua eficacia e toxicidade, ja que procuramos por farmacos alternativos que ndo apresentem toxicidade ou
que sejam moderadamente toxicos. GOSMANN et al. (2011) avaliaram a toxicidade aguda do extrato aquoso
liofilizado de Passiflora alata, a qual apresentou uma toxicidade considerada baixa, entretanto, 0s mesmos afirmam
que estudos de toxicidade de espécies desse género sdo raros.  Os resultados demonstram que todos 0s extratos
apresentam uma baixa citotoxicidade, exceto o extrato hidroalcodlico das folhas de P. cincinnata. O EHFPC na
concentracdo de 1000 pg/ml apresentou uma toxicidade moderada, ocasionando a morte de 68,63 % dos
fibroblastos. Para a avaliagdo citotoxica, podem ser utilizados diferentes modelos de células humanas, tais como:
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linfocitos humanos (REYES-CHILPA et al. 2008), células MRC-5 (CABRAL et al 2010) e macro6fagos peritoneais
(HOUGHTON et al. 2007).

Referente a atividade antiparasitaria, o EHCPC foi o0 Unico que apresentou atividade tripanocida, causando
29,12 % de inibicdo na dose de 500 pg/ml. J& a atividade leishmanicida s6 foi detectada contra as formas
promastigotas de L. infantum, sendo que o EHCCP revelou os melhores resultados, apresentando uma maior
inibicdo dos parasitas na dose de 500 upg/ml, a qual inibiu 25,58 %. Porém os resultados ndo apresentam
relevancia, vistos que numa concentragdo de 500 pg/ml, somente, um percentual de inibi¢do proximo ou maior de
50 % é considerado clinicamente relevante (ROSAS et al. 2007).

Este é o primeiro relato de um estudo que avaliou a atividade antileishmania e antitripanossoma de extratos
obtidos a partir da P. cincinnata. Porém extratos de Passiflora eudulis, uma espécie do género Passiflora, apresenta
atividade antiparasitaria (BEZERRA et al. 2006).

Concluséao

O presente estudo revelou que os extratos hidroalcodlicos da espécie P. cincinnata ndo apresentam
atividades leishmanicida e tripanocida clinicamente relevante. Entretanto, devido & baixa citotoxicidade revelada, a
P. cincinnata abre espago para novos estudos bioldgicos.
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