Universidade Federal do Maranhao
Agéncia de Inovacao, Empreendedorismo, Pesquisa,
Pos-Graduacéao e Internacionalizacao
Programa de PO0s-Graduacao em Saude do Adulto

Mestrado Académico

UFMA
P PGS A D Programa de Pés-Graduagio
Saude do Adulto

Mestrado em

Satde do Adulto

ATIVIDADE LEISHMANICIDA E ANTIOXIDANTE DAS
FOLHAS DE Krameria tomentosa

Waléria Cristina Cardoso de Sousa Moraes

Sao Luis
2024



WALERIA CRISTINA CARDOSO DE SOUSA MORAES

ATIVIDADE LEISHMANICIDA E ANTIOXIDANTE DAS
FOLHAS DE Krameria tomentosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagcdo em Saude do Adulto da
Universidade Federal do Maranhdo para
obtencdo do Grau de Mestre em Saude do
Adulto.

Area de Concentracéo: Processos bioldgicos

em saude
Linha de Pesquisa: DOENCAS
INFECCIOSAS E ENDEMIAS NO

MARANHAO

Orientadora: Dra. Mayara Cristina Pinto da

Silva

Co-orientadora: Dra. Claudia Quintino Rocha

Sao Luis
2024



Moraes, Waléria Cristina Cardoso de Sousa.

ATIVIDADE LEISHMANICIDA E ANTIOXIDANTE DAS FOLHAS DE
Krameria tomentosa./ Waléria Cristina Cardoso de Sousa Moraes — 2024.

941 l.

Orientadora: Dra. Mayara Cristina Pinto da Silva.
Co-orientadora: Dra. Claudia Quintino Rocha.

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Saude do
Adulto, Universidade Federal do Maranhé&o, Sao Luis, 2024.

1. Krameria tomentosa. 2. Atividade leishmanicida. 3. Atividade
antioxidante. I. Silva, Mayara Cristina Pinto da. Il. Rocha, Claudia Quintino.
ll. Titulo.

CDU 582.738:615.283

Catalogacéo na fonte elaborada pela bibliotecéaria
Erivania Menezes Dutra - CRB 13-765




WALERIA CRISTINA CARDOSO DE SOUSA MORAES

ATIVIDADE LEISHMANICIDA E ANTIOXIDANTE DAS
FOLHAS DE Krameria tomentosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de
PoOs-Graduacdo em Saude do Adulto da
Universidade Federal do Maranhdo para
obtencdo do Grau de Mestre em Saude do
Adulto.

A Banca Examinadora da Defesa de Mestrado, apresentada em sessao publica,

considerou o candidato aprovado em: / /

Profa. Dra. Mayara Cristina Pinto da Silva (Orientadora)
Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Claudia Quintino Rocha (Co-orientadora)
Universidade Federal do Maranh&o

Profa. Dra. Lucilene Amorim Silva (Examinador)
Universidade Federal do Maranh&o

Profa. Dra. Thiare Silva Fortes da Cunha (Examinador)
Universidade Federal do Maranh&o

Prof. Dr. Marcelo Souza de Andrade (Examinador)
Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Maria do Desterro Soares Brandao Nascimento (Suplente)
Universidade Federal do Maranh&o



“N&o fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e
corajoso! Nao se apavore e nem desanime,
pois 0 Senhor, o seu Deus, estard com vocé

por onde vocé andar”. (Josué 1:9)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, expresso minha profunda gratiddo a Deus, cujo apoio
constante tem sido o alicerce que sustenta minha jornada e me fortalece nos
momentos mais desafiadores.

Agradeco especialmente a minha mée, onde o apoio incondicional e
dedicacdo foram essenciais para que eu alcancasse mais esta conquista. Sua
presenca constante e seu amor inabalavel foram meu refigio em todos os momentos.

A meu pai, que sempre foi um exemplo de confianga em meu potencial. Sua
crenca em mim e seu investimento em meu futuro foram fundamentais para minha
trajetoria.

Ao meu irméo e cunhada, pelo amor e oracdes foram uma fonte de inspiracao
e forca para mim. Sua confianga em minha capacidade de alcancar meus objetivos foi
um estimulo constante.

As minhas tias, meu tio e primas, e sobrinhas que sempre estiveram ao meu
lado, vibrando e torcendo por mim a cada conquista. Sua presenca e incentivo foram
verdadeiros tesouros ao longo desta jornada.

Agradeco de coracdo as minhas orientadoras, Mayara Cristina e Claudia
Quintino, por sua dedicacdao, orientacdo e apoio inestimaveis ao longo deste trabalho.
Sua sabedoria e mentoramento foram cruciais para meu crescimento académico e
profissional.

Aos parceiros dos laboratorios LIF (Laboratorio de Imunofisiologia), LPI
(Laboratério de Patologia e Imunoparasitologia), LAFIT (Laboratério de Fisiopatologia
e Investigacdo Terapéutica) e LQPN (Laboratério de Quimica de Produtos Naturais),
em especial aos amigos Luis Douglas, Louriane Nunes, Aldilene, Caroline Martins,
Aline Santana, Josivan Regis, Arthur André e dona Sénia, agradeco por sua
colaboracédo, apoio e contribuicbes indispensaveis para o desenvolvimento desta
pesquisa.

Aos professores Marcelo Andrade, Socorro Cartagenes sou imensamente
grata pelas valiosas orientacdes, sugestdes e contribuicdes ao longo deste trabalho.
A professora, Lucilene Amorim Silva pela parceiria no LIF (Laboratério de
Imunofisiologia).

As minhas amigas Margarethe Penha, Camila, Fernanda Teixeira, Ribamar

Junior, Luis Fernando, Caio, Hellen Nara, Lindinalva e Seu José do departamento de



pés-graduacdo, agradeco pelos momentos de descontracdo, conversas
enriquecedoras, palavras de apoio, fé e incentivo. Sua amizade e companheirismo
foram fontes de alegria e inspiracdo durante toda a jornada.

Por fim, expresso minha gratiddo a Universidade Federal do Maranh&o e ao
Programa de Pés-Graduagdo em Saude do Adulto — UFMA, bem como as agéncias
financiadoras CAPES, CNPg e FAPEMA, pelo apoio e oportunidades concedidas para

o desenvolvimento desta pesquisa.



RESUMO

Introducéo: As leishmanioses sao doencas negligenciadas causadas por protozoarios
do género Leishmania, endémicas em muitos paises. Os tratamentos atuais tém alta
toxicidade e resisténcia parasitaria crescente, exigindo novas solucdes terapéuticas
menos toxicas. O objetivo deste estudo foi identificar os constituintes quimicos do
extrato e fracdes das folhas de Krameria tomentosa A. St.-Hil, bem como avaliar o
efeito citotdxico do extrato e fragbes sobre as formas promastigotas e amastigotas da
Leishmania amazonensis (L.). Métodos: O extrato bruto (EB) e a fracdo acetato de
etila (FAE) foram obtidos e caracterizados quimicamente. Foram realizados testes de
citotoxicidade in vitro utilizando eritrocitos de carneiro e células imortalizadas da
linhagem RAW, além de ensaios de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor.
Também foram avaliadas a atividade leishmanicida (promastigotas e amastigotas), a
morte celular (apoptose e necrose), a producdo de o6xido nitrico e a atividade
antioxidante. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o software
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.). Resultados: Na analise do extrato
bruto (EB) das folhas de Krameria tomentosa A.St.-Hil, foram identificadas 18
moléculas, a maioria das quais flavonoides. Resultado semelhante foi observado na
caracterizacdo da fracdo acetato de etila (FAE), na qual foram identificados 8
compostos, todos flavonoides. Quanto a atividade anti-Leishmania in vitro do extrato
bruto e fragBes de Krameria tomentosa, observou-se citotoxicidade contra as formas
promastigotas de L. amazonensis. O indice de seletividade (IS) foi de de 7.17 para a
fracdo acetato de etila em promastigotas, e de 4.5, em amastigotas. O extrato e as
fracBes ndo apresentaram toxicidade in vitro e in vivo. Em relacdo a producéo de éxido
nitrico (NO), observou-se inducdo significativa tanto pelo extrato bruto quanto pela
fracdo acetato de etila (FAE) em comparacdo ao grupo controle. Conclusdo: Os
resultados deste estudo indicam que o extrato hidroetanodlico das folhas de Krameria
tomentosa possui atividade leishmanicida efetiva contra L. amazonensis,
especialmente nas fracdes acetato de etila e hexanica, que séo ricas em flavonoides.
Além disso, tanto o extrato bruto quanto a fracdo acetato de etila demonstraram
atividade antioxidante significativa. Observou-se também que a morte celular induzida
por apoptose foi mais prevalente do que por necrose em comparagao ao grupo

controle.

Palavras-chave: Krameria tomentosa. Atividade leishmanicida. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Introduction: Leishmaniasis is a neglected disease caused by protozoa of the genus
Leishmania, endemic in many countries. Current treatments have high toxicity and
increasing parasite resistance, requiring new, less toxic therapeutic solutions. The
objective of this study was to identify the chemical constituents of the extract and
fractions of the leaves of Krameria tomentosa A. St.-Hil, as well as to evaluate the
cytotoxic effect of the extract and fractions on the promastigotes and amastigotes
forms of Krameria tomentosa A. St.-Hil, as well as to evaluate the cytotoxic effect of
the extract and fractions of the promastigotes and amastigotes of Krameria tomentosa
A. St.-Hil. Leishmanicidal activity (promastigotes and amastigotes), cell death
(apoptosis and necrosis), nitric oxide production and antioxidant activity were also
evaluated. Statistical analyses were conducted using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc.). Results: In the analysis of the crude extract (EB) of Krameria tomentosa
A.St.-Hil leaves, 18 molecules were identified, most of which were flavonoids. A similar
result was observed in the characterization of the ethyl acetate fraction (EAF), in which
8 compounds were identified, all flavonoids. Cytotoxicity against the promastigote
forms of L. amazonensis was observed for the in vitro anti-Leishmania activity of the
crude extract and fractions of Krameria tomentosa. The selectivity index (SI) was 7.17
for the ethyl acetate fraction in promastigotes and 4.5 for amastigotes. The extract and
fractions did not show toxicity in vitro and. Regarding nitric oxide (NO) production,
significant induction was observed both by the crude extract and by the ethyl acetate
fraction (FAE) compared to the control group. Conclusion: The results of this study
indicate that the hydroethanolic extract of Krameria tomentosa leaves has effective
leishmanicidal activity against L. amazonensis, especially in the ethyl acetate and
hexane fractions, which are rich in flavonoids. In addition, both the crude extract and

the ethyl acetate fraction.

Keywords: Krameria tomentosa. Leishmanicidal activity. Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses séo doencas negligenciadas de grande importancia para a
salde publica. Podem se apresentar como lesGes cutaneas (Leishmaniose
Tegumentar Americana — LTA) ou como alteragbes organicas mais graves
(Leishmaniose Visceral Americana — LVA) (Von Stebut, 2015; Torres-Guerrero et al.,
2017). Causada por protozoarios do género Leishmania, no Brasil as espécies
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (Viannia) guyanensis sao 0s principais agentes causadores da LTA
(Carvalho et al., 2019; Farias et al., 2021).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e da Organizacao
PanAmericana de Saude (OPAS), no ambito global, as leishmanioses situam-se como
umas das dez principais doencas tropicais que sofrem descaso, sendo consideradas
doencas negligenciadas. Elas sdo um grupo de doencas endémicas que atingem 99
paises, onde, 89 sdo endémicos para leishmaniose cutanea (LC), 80 para
leishmaniose visceral (LV) e 71 para ambas as formas clinicas (LC e LV) (PAHO,
2024).

Na Regido das Américas, casos de LV foram notificados desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, excluindo o Chile e as llhas do Caribe
(OPAS, 2024). A LC e a LV estao presentes em um total de 21 paises, sendo 19
endémicos para LC e 13 paises para LV. No periodo de 20 anos entre 2001 e 2021,
a OPAS recebeu notificacdo de um total de 1.105.545 casos de LV e LC, com uma
meédia anual de 52.645 casos. A LV, por sua vez, registrou 69.665 novos casos no
mesmo periodo, com média anual de 2.488 casos e taxa de letalidade em torno de
8%, a mais elevada quando comparada a outros continentes (OPAS, 2023).

Em relacdo a leishmaniose visceral (LV), € conhecida popularmente como
calazar que significa febre negra, também apresentando ampla distribuicdo mundial
sendo caracterizada primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem
guando este entra em contato com o ciclo de transmissao do parasito, transformando-
se em uma antropozoonose. Os pacientes apresentam ainda hepatoesplenomegalia,
anemia, leucopenia e trombocitopenia. Os principais fatores de risco para o bito por
LV envolvem complicagdes infecciosas e hemorragias, que pode ser evitado com a

identificacdo precoce dos pacientes (Duarte; Badarg, 2009; Brasil, 2006).
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Os parasitas responsaveis pela leishmaniose visceral sdo Leishmania (L.)
chagasi, Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum (Almeida et al., 2005).

As poucas opcoes terapéuticas disponiveis para essas doencas apresentam
toxicidade e efeitos colaterais elevados, além de evidéncias de resisténcia (Roatt et
al.,, 2020). Com isso, a descoberta e desenvolvimento de novos compostos
farmacologicamente ativos tornam-se de grande importancia.

Neste contexto, espécies vegetais, a exemplo de espécie Krameria
tomentosa, conhecida popularmente como carrapicho-de-cavalo, carrapicho,
carrapicho-de-boi, ratainha-da-terra, ratanhia do-Brasil, ratdnhia-da-terra, ratania,
ratania-de-nova-granada, tém sido utilizada na medicina popular no combate de
disenterias, estomatites, corrimentos vaginais, hemorroidas, hemorragias e afecces
na boca. E nativa do continente sul americano e ocorrem no Brasil, Venezuela e
Colémbia, sendo encontrada principalmente em solos arenosos (Agra et al., 2008;
Ramirez et al., 2019). E amplamente distribuido no territério brasileiro, podendo ser
encontrada nas regides Norte, Centro-Oeste, Sudeste e no Nordeste, onde ocorre em
todos estados (Simpson, 2015).

Silva et al. (2001) isolaram uma trinorneolignana inédita e outras quatro
neolignanas ja descritas para outras espécies. Madeiro (2012) a partir das técnicas de
Espectroscopia no infravermelho, Espectrometria de Massas e Ressonancia
Magnética Nuclear de 1H e 13C unie bidimensionais, conseguiu identificar duas
neolignanas inéditas, ottomentosa e sobralina,também foram isoladas as neolignanas
eupomateoide 6, 2-(2’,4’-diidroxifenil-5-(E)-propenilbenzofurano e diidrocarinatidina,
relatadas pela primeira vez na familia.

A espécie Krameria tomentosa vem sendo estudada por alguns
pesquisadores o que a torna uma potencial fonte de novas drogas para o tratamento
de doencas. Estudos demonstraram que o extrato de Krameria tomentosa (carrapicho-
de-cavalo) possui varios constituintes quimicos, principalmente da classe dos
lignoides (Silva et al., 2001; Madeiro et al., 2012). Com base nisto, o presente trabalho
se justifica pelo interesse estudar, em modelos in vitro, o efeito do extrato e fracdes
das folhas da espécie vegetal Krameria tomentosa na infec¢cdo por Leishmania

amazonensis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O uso de produtos naturais tem sido um recurso ao alcance do ser humano
desde a antiguidade (Pereira, 2022). Durante muito tempo, 0 homem empiricamente
desfrutou da flora local para atender as necessidades primordiais, assim como na
prevencéao, tratamento e cura de enfermidades (Ferreira Neto; Santos; Tellis, 2022).
No século XIX com o progresso cientifico na area da quimica, a fitoterapia teve o seu
maior avanco, 0 que permitiu analisar, identificar e separar os principios ativos das
plantas (Rodrigues; Sobreira, 2020).

Com o progresso da tecnologia e da industria farmacéutica, os fitoterapicos
foram associados a crenca popular e desprovidos de conhecimento cientifico (Silva;
Siochetta; Berlezi, 2020). Entretanto, devido ao surgimento de efeitos colaterais e
resisténcia por parte dos microrganismos, os fitoterapicos voltaram a ser alvo de
interesse na &rea farmacologica e investigacdo cientifica, por apresentarem baixo
valor econémico, boa aceitacado pela populacédo, menores indices de efeitos colaterais
e melhor tolerancia do paciente (Rogério et al., 2021) (Torres, 2021).

Os fitoterapicos, atualmente, representam uma parcela significativa no
mercado de medicamentos. Dados apontam uma taxa de crescimento anual de 15%
no mercado nacional e estrangeiro (Kirchner et al., 2022). Um dos fatores que
contribuiram para este aumento foram 0s avan¢os na area cientifica permitindo o
desenvolvimento de fitoterdpicos seguros e eficazes (Silva; Pamponet, 2022). No
Brasil foram implantadas varias politicas e programas relacionados a plantas
medicinais e fitoterapicos, com o objetivo de associar o conhecimento popular com o
cientifico. Dentre elas podemos citar a Politica Nacional de Plantas Medicinal e
Fitoterapico, Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
SUS, entre outras (Barreto; Oliveira, 2022).

As propriedades terapéuticas dos produtos fitoterapicos ganham cada vez
mais espaco devido as descobertas de novos compostos bioativos, presentes em
espécies vegetais, que sao eficientes no tratamento de diversas doencas. Esses

compostos sdo divididos em diferentes classes de metabdlitos secundarios como
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taninos, saponinas, alcaloides, compostos fendlicos flavonoides, dentre outros, que

podem ser aplicadas na producao de farmacos. (Macuéacua, 2022).

2.2 O género Krameria

O género Krameria € formado por 18 espécies (quadro 1) herbaceas ou
arbustivas que sdo predominantemente encontradas em regides neotropicais e
ecologicamente restritas a zonas aridas ou sazonalmente secas das Ameéricas
(Simpson et al., 2004; Gimenes; Lobao, 2006; Giannini et al., 2011). O centro primario
de diversidade especifica esté localizado no México, onde ocorre o aparecimento de
onze espécies, e 0 secundario no Brasil, com cinco espécies (Giannini et al., 2009,
2011), podendo ser encontradas nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (Simpson, 2015).

Quadro 1 — Espécies que pertencem ao género Krameria

K. argentea K. paucifolia

K. bahiana K. revoluta

K. cistoidea K. sonorae

K. cytisoides K. secundiflora
K. erecta K. ramosissima
K. grandiflora K. spartioides
K. grayi K. ixine

K. lanceolata K. pauciflora

K. lappacea K. tomentosa

Fonte: Adaptado de Giannini et al. (2011)

Apos ser registrado pela primeira vez por Loefling em 1758, o género Krameria
apresentou um problema para os taxonomistas. No inicio, foi colocado na familia
Polygalaceae por Jussieu (1789) e depois transferido para a familia Leguminosae por
Taubert (1892).
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Quadro 2 — Classificacdo taxondmica de Krameria tomentosa segundo (Simpson,
1989)

Classificacao taxénomica
Reino: Plantae
Diviséao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Orfem: Polygalales
Familia: Kramereiaceae
Genero: Krameria
Espécie: Tomentosa

Fonte: Simpson (1989)

2.3 Espécie: tomentosa

Esta espécie apresenta-se como um arbusto de caule liso, estriado, glabro na
parte inferior e pubescente na superior; folhas longa pecioladas (peciolos com 3- 6
espinhos na base), elipticas, epinescentes no apice, pubescentes; flores curto-
pediceladas, grandes, de quatro sépalas e cinco pétalas, as duas superiores elipticas
e as trés inferiores espatulo-rombadides, dentadas no &pice, dispostas em racimos
bracteados; bracteas e bracteolas tomentosas; ovario viloso; fruto de vagem globosa,
unisperma, com numerosos espinhos e sedas rigidas (Simpson, 1989) conforme

pode-se observa na figura 1.

Figura 1 — krameria tomentosa

Fonte: Costa-Lima (2020)
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Krameria tomentosa é descrita pela literatura como amplamente encontrada em quase
todas as regides do brasil. Porém na regido nordeste e encontrada apensa nos
estados de Sergipe e alagoas. No mundo segundo dados do sistema de informacao
sobre a biodiversidade brasileira em 2020 houve ocorréncia de 1.914 Registros da
espécie no Brasil.

Figura 2 — Mapa de registros de ocorréncia de Krameria tomentosa A.St.-Hil em
2020 no Brasil

Fonte: SIBBR (2020)

Em relagéo a fitoquimica, ja foram isoladas diversas substancias neste género
onde se destacam os lignoides (neo-lignoides e nor-neo lignoides) e taninos
condensados (Simpson, 2007). Ainda foi relatada a presenca de terpenos, esteroides
e flavonoides (Ramirez et al., 2012; Scholz; Rimpler, 1989)

As raizes desta espécie sdo utilizadas na medicina popular na forma de
decocto como antidiarreico e topicamente contra ulceras vaginais (Agra et al., 2008).
Quanto aos estudos farmacologicos, ja foi feita a avaliagdo de sua toxicidade sobre o
sistema reprodutor de ratos e ratas (Santos, 2016), potencial antioxidante,
antimicrobiano e antineoplasico (Melo, 2018), e o efeito vasorrelaxante da
norneolignana isolada desta espécie, a 2-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-5-(e)-

propenilbenzofurano em aorta de rato (Castro et al., 2006)
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Do ponto de vista fitoquimico, ja foram isoladas diversas substancias neste
género onde se destacam os lignoides (neo-lignoides e nor-neo lignoides) e taninos
condensados (Simpson, 2007).

Alguns estudos fitoquimicos desta espécie foram realizados apenas como o
descrito Por Silva et al. (2001) no qual foi possivel isolar e elucidar uma trinorlignana
inédita na literatura, além da identificacdo de outras quatro neolignanas. O outro
estudo, realizado por Madeiro et al. (2012) Resultou no isolamento e elucidacdo de

cinco neolignanas.

2.4 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que protegem o0s sistemas bioldgicos,
inibindo os efeitos negativos dos processos e reacfes que levam a oxidagdo de
moléculas ou estruturas celulares (Prevedello et al., 2021). Para um antioxidante ser
considerado eficaz sdo necessarias algumas caracteristicas, como por exemplo, ter a
presenca de substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em fungéo
de seu potencial de reducao; capacidade de deslocamento do radical que seja de facil
absorcao, caso seja adquirido de forma exdgena (Lima, 2018).

As plantas constituem uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, que se difere em diversidade quimica e caracteristicas
bioldgicas (Lima et al., 2021). Uma série de doencas cronicas, como doencas
cardiovasculares, diabetes, Alzheimer e Parkinson podem ter seu risco reduzido pela
ingestdo destes produtos. Esses beneficios sdo atribuidos aos metabdlitos
secundarios presentes em diferentes partes das plantas, que apresentem atividade
antioxidante (Pereira, 2022).

Compostos fendlicos, como flavondides, quinonas, cumarinas, liganos e
taninos sdo exemplos de metabdlitos secundarios, que atuam como antioxidantes,
pois conseguem captar radicais livres, tais como hidroxila, peréxila e radicais
superéxidos. Esse mecanismo ocorre atraves da transferéncia de atomos de
hidrogénio e de elétrons, podendo interagir sinergicamente com outros antioxidantes.
(Bzzo; Rezende, 2022); (Ebert et al., 2021)
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2.5 Compostos fendlicos

Ao longo dos anos, o interesse pelos compostos fendlicos vem aumentado
bastante devido & propriedade antioxidante que essas substancias apresentam em
sequestrar radicais livres, 0os quais sdo extremamente prejudiciais a salde humana
(Alves; Neves; Costa, Neves et al., 2008). Quimicamente, os compostos fendlicos sdo
definidos como substancias que estruturalmente possuem um anel aromatico com
uma ou mais hidroxilas, incluindo seus grupos funcionais (Lee; Hong, 2005).
Apresentam estrutura variavel e por isso, sdo multifuncionais (Shahidi; Naczk, 1995).
Esses compostos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo, contribuindo para promover sabor, odor e coloracdo aos diversos
vegetais, além de serem essenciais para o crescimento e reproducéo destes (Simdes
et al., 2007; Soares, 2002). Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosideos) e proteinas (Bravo, 1998).

Ja sdo conhecidos mais de 8000 compostos pertencentes a este grupo de
moléculas, os quais podem ser encontrados em diversas partes das plantas, como
nas sementes, frutos, folhas, casca, caule e também na raiz (Dreosti, 2000). Os
compostos fenolicos apresentam grande diversidade de efeitos bioldgicos e podem
ser divididos em duas categorias. A primeira estd relacionada a sua estrutura-
atividade, devido a presenca do anel fendlico e hidroxilas, atuando como antioxidantes
eficazes no sequestro de radicais livres e na inibicdo da oxidacado em cascata, inibindo
assim as reacdes oxidativas desses radicais com moléculas biolégicas, como: lipidios,
carboidratos, proteinas e DNA (Vattem; Shetty, 2005). A segunda esta relacionada ao
seu mecanismo de acédo, que apresenta a capacidade de modular a fisiologia celular,

tanto em niveis moleculares quanto bioquimicos/fisiol6gicos.
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Figura 3 — Esquema das rotas metabdlicas que dao origem aos compostos fendlicos
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Fonte: Taiz; Zeiger (2004)

Os flavonoides representam um dos metabdlitos secundarios mais presente
nas espeécies vegetais, representando assim uma importante classe dos polifenadis.
Possuem atividades terapéuticas com propriedades antioxidantes, anti- inflamatoria e
antiviral. Para a identificacdo de flavonoides uma das técnicas utilizadas é a
cromatografia por camada delgada que pode ser revelado com auxilio de reagentes
especificos seguidos da observacgéo da luz ultravioleta (Sim&es et al., 2017).

Os taninos séo polifendis hidrossollveis e de acordo com a estrutura quimica
podem ser classificados em taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Plantas
medicinais que apresentam taninos em sua composicdo quimica possuem
propriedades terapéuticas utilizadas para tratamento de diarreia, queimaduras,
feridas, problemas gastricos, renais e processos inflamatérios, além de possui

atividade farmacoldgicas bactericida, antivirais e fungicidas (Simdes et al., 2017).
2.6 Leishmanioses
As leishmanioses séo caracterizadas como uma doenca tropical e subtropical

causada por protozoarios intracelulares do género Leishmania. A forma de

transmissdo aos humanos ocorre durante o repasto sanguineo da fémea do
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flebotomineo, em especial os géneros Phlebotomus e Lutzomya sendo Lutzomya
longipalpis o vetor prevalente no Brasil (Torres-Guerreiro et al., 2017; Campolina et
al., 2020). Durante esse processo, a forma infectante (promastigota) é fagocitada
pelos macréfagos e no interior da célula se transformam na forma intracelular
obrigatéria (amastigotas), que conseguem se adaptar e sobreviver no fagolisossomo
e consequentemente, se multiplicar e quando externalizados séo capazes de infectar
outras células (Von Stebut, 2015).

As manifestagdes clinica esta relacionada a alguns fatores como, a espécie
causadora da doenca e o aspecto imunoldgico do individuo, classificando-se de
acordo com as duas formas clinicas apresentadas: Leshmaniose Tegumentar
Americana (LTA), caracterizada pelo aparecimento de lesdes cutaneas na pele e nas
mucosas, e Leishmaniose Visceral (LV), forma clinica mais grave e capaz de atingir
orgdos como o baco e o figado (Von Stebut, 2015; Rodrigues, 2022). A Leshmaniose
Tegumentar Americana pode ainda apresentar-se nas formas de Leishmaniose
cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e cutanea difusa (LCD).

Brasil esta entre os paises com mais de 90% dos novos casos de
leishmaniose visceral e cutanea registrados pela OMS em 2020 (WHO, 2022). No
periodo de 2001 a 2021, um total de 1.105.545 casos de leishmaniose cutanea (LC)
e mucosa (LM) foram notificados a OPAS, correspondendo a uma média de 52.645
casos por ano. No mesmo periodo, foram registrados 69.665 novos casos de
leishmaniose visceral (LV), com média anual de 2.488 casos e taxa de letalidade de
cerca de 8% — considerada a mais alta quando comparada a outros continentes
(OPAS, 2023).

Os primeiros relatos de leishmaniose visceral no Brasil ocorreram em 1913,
guando Migone, no Paraguai, descreveu um caso ao encontrar o parasita em material
obtido por necropsia de paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso. Penne em
1934, em laminas de cortes histolégicos de figado, para o diagnostico de febre
amarela, de individuos das Regides Norte e Nordeste. Posteriormente entre 0s anos
1936 e 1939, Evandro Chagas e colaboradores diagnosticaram o0 primeiro caso
humano in vivo, demonstraram a doenca em caes, sugeriram como provavel vetor o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis e nomearam o parasito Leishmania chagasi. A
partir de 1953 a doenca foi estudada em algumas regifes do Pais, principalmente

Nordeste, ficando demonstrado seu caracter endémico (Tortora; Funke; Case, 2012).
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De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), até 2018 94% do
total de novos casos de Leishmania ocorreram em sete paises: Brasil, india, Quénia,
Somaélia, Sud&o do Sul, Etiopia e Suddo. E endémica em 88 paises, dos quais 72 s&o
classificados como paises em desenvolvimento. A LVA ocorre com maior prevaléncia
na india, Nepal, Sud&o, Brasil e Bangladesh, enquanto 91% da LC estio concentradas
no Afeganistdo, Ird, Siria, Brasil, Arabia Saudita e Peru conforme Figura 4:
(Sasidharan; Saudagar, 2021).

Figura 4 — Mapa geografico de distribuicdo mundial da Leishmaniose Visceral
Americana (a) e Leishmaniose Cutéanea (b)

Visceral Leishmaniasis
I Endemic Countries

Cutaneous Leishmaniasis
B Endemic Countries

Fonte: Adapitado de Sasidharan; Saudagar (2021)

Alguns fatores estdo associados quanto aos numeros elevados de casos da
doenca, sendo observado a este fato que as popula¢des humanas que possuem nivel
socioeconémico abaixo da média e vivendo em areas periurbanas proximas a areas
florestadas. Esses ambientes ndao oferecem condicbes de saneamento adequadas,
propiciando assim o aumento quanto a exposi¢do humana aos vetores, aumentado os
potenciais reservatorios e reduzindo a qualidade dos programas de controle

epidemioldgico (Valero; Uriarte, 2020).
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Mundialmente, a Leishmaniose esta entre as 10 principais doencgas tropicais
negligenciadas, e atualmente tem afetado mais de 12 milhdes de pessoas, sendo
endémica em 99 paises, principalmente em regibes afetadas pela pobreza e
problemas sociais ligados a saude. Até o momento, o tratamento da Leishmaniose é
prioritariamente medicamentoso e segue o0 esquema de tratamento estabelecido por
cada pais de acordo com as orientacdes da OMS e o contexto socioecondmico de
cada localidade (OPAS 2023).

2.7 Ciclo biolégico

O ciclo bioldgico destes parasitas € heteroxeno, desta maneira, divide-se em
duas etapas: a primeira ocorre dentro do flebotomineo fémea (hospedeiro
intermediario), que durante a picada ingere macréfagos infectados com a forma
intracelular do protozoario, chamada de amastigota. Essas formas amastigotas
fazemseu processo de reproducédo por divisdo binaria, € no intestino do mosquito
transformam-se em promastigotas (formas alongadas e flageladas), posteriormente
em promastigotas metaciclicas, que é a forma infectante do protozoario. Seguido
desses processos, ocorre a migracdo dos parasitos para a probdscide do mosquito
transformam-se em promastigotas (formas alongadas e flageladas), posteriormente
em promastigotas metaciclicas, que é a forma infectante do protozoario. Seguido
desses processos, ocorre a migracdo dos parasitos para a probdscide do
flebotomineo, que serdo inoculados durante o repasto sanguineo (Logrado Junior et
al., 2022).

A segunda fase ocorre dentro do hospedeiro vertebrado (hospedeiro
definitivo), que apds a picada recebe as promastigotas metaciclicas, elas séo
rapidamente capturadas pelos macrofagos do sistema fagocitario mononuclear, e no
meio intracelular diferenciam-se em amastigotas, multiplicando-se rapidamente até
gue a célula estoure. No processo de ruptura, outros macréfagos serdo infectados e
outros vetores serdo contaminados no repasto sanguineo, dando continuidade ao
ciclo do parasita, conforme exposto na Figura 5 (Logrado Junior et al., 2022; Reithinger
et al., 2007).
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Figura 5 — Ciclo de vida dos parasitas Leishmania
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Fonte: Adaptado de Reithinger et al. (2007)

Vérios fatores podem influenciar na gravidade clinica da doenca, entre eles a
resposta imunolégica do hospedeiro frente a infeccdo e diversos polimorfismos
genéticos ligados a imunidade (Rossi; Fasel, 2018). Nesse processo de combate a
infeccdo, tanto a imunidade inata, quanto a adaptativa, desempenham um papel
crucial na defesa do organismo, no entanto, esses protozodrios desenvolveram
mecanismos para burlar essa resposta e garantir sua sobrevivéncia (Pacheco-
Fernandez et al., 2021).

Primeiramente, logo ap6s a entrada do parasito temos a atuacdo do sistema
imune inato, que age concentrando o parasita no local na picada e reconhecendo o
agente infecioso através dos fagdécitos e células apresentadoras de antigeno, que vao
ativar a producao de citocinas e outros componentes inflamatorios para a destruicao
do patégeno (Oliveira et al., 2021).

Podem ocorrer também desses parasitas serem capazes de atenuar a fungéo
de macroéfagos, células dendriticas e outros diversos elementos para contra-atacar o
sistema imune (Pacheco-Fernandez et al., 2021).

Podendo assim ocorrer diferentes manifestacdes clinica exigindo diferentes

mecanismos farmacocinéticos dos farmacos atualmente utilizados (Berman, 2005).
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Logo a auséncia de vacinas e dificuldades em relacdo aos tratamentos
convencionais, fortalece a necessidade de drogas mais efetivas ou descoberta de
produtos naturais para substituir os mesmos ou suplementa-los de forma tratar a
doenca e seus respectivos sintomas e melhor a qualidade de vida do paciente (Rocha
et al., 2005).

2.8 Leishmaniose Cutanea (LC)

A leishmaniose cutanea ou tegumentar é a forma clinica da doenca que afeta
pele e mucosas, subdivide-se em: leishmaniose cutanea, mucosa, disseminada e
difusa (Cincurd et al., 2017). A forma cutanea é a mais comum desta patologia, ocorre
quando a espécie do parasita em questdo apresenta um tropismo por macréfagos na
regido da pele (Silva et al.,, 2021), apresentando lesbes circunscritas em areas
expostas da pele do hospedeiro, que surgem inicialmente na regido da picada do
mosquito, principalmente nos bracgos, pernas e rosto (Mokni 2019).

Essas lesbes podem apresentar diferentes aspectos, dependendo da espécie
de Leishmania spp. e da resposta imunolégica do hospedeiro. Geralmente,
apresentase inicialmente, com uma pequena papula de carater inflamatorio, que
raramente provoca prurido. Entretanto, com a evolucdo do quadro, é possivel observar
0 aumento progressivo da leséo, até que alcance seu tamanho definitivo, tornando-se
um nédulo ulcerado no centro, com demarcacgdes precisas e de formato arredondado
(Mokni 2019). Conforme figura 6.

Figura 6 — Leishmaniose cutanea (lesdo nodular)

Fonte: Mokni (2019)
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2.9 Tratamento

Até o momento, ainda ndo existem vacinas ou profilaxia medicamentosas para
as Leishmanioses, o0 que torna o tratamento com farmacos a Unica op¢ao, posto que,
o controle do vetor ndo é uma acéo eficaz.

O tratamento dessa doenca varia de acordo com a situacdo econdémica da
regido afetada e segue as diretrizes da OMS, sendo majoritariamente baseada no uso
de farmacos (OPAS, 2023). Atualmente, para o tratamento da leishmaniose séo
utilizados cinco medicamentos: os Antimoniais Pentavalentes (antimoniato de
meglumina, estibogluconato de sodio), Anfotericina B (desoxicolato de sodio,
lipossomal), Miltefosina, Pentamidina e Paramomicina (Soni et al., 2019). Vale
ressaltar que essa terapia € um processo complexo, uma vez que, todas as opcoes
de farmacos disponiveis no momento mostram limitacdes importantes, como a baixa
eficacia terapéutica, alto custo de aquisicao, dificil administracdo e alta toxicidade,
todos esses fatores contribuem para a baixa adesdo ao tratamento farmacologico

(Santiago; Pita; Guimaraes, 2021).

2.9.1 Anfotericina B

A Anfotericina B é um farmaco bastante utilizado como um agente antifingico
poliénico, apresentando também atividades anti-leishmania nas formas parasitérias,
amastigotas e promastigotas. Sua aplicacdo € intravenosa e é constantemente
indicada nos casos de LV, isto por causa do processo de resisténcia farmacolégica e
os efeitos adversos dos antimoniais (Soni et al., 2019). Seu mecanismo de a¢ao esta
ligado a sua afinidade por ergosterol, que esta presente nas membranas plasméaticas
(MP) da Leishmania, portanto a anfotericina liga-se a MP do parasita, formando poros
e aumentando a permeabilidade, consequentemente isso gera uma perda de ions,
efuséo de liquida e posterior morte do parasito (Santiago; Pita; Guimaraes, 2021; Silva
et al., 2021). Porem a anteforicina B da mesma como acontece com Leishmania
também possui a capacidade de ligar-se as membranas das células humanas, sendo
esse fator responsavel pela maioria de seus efeitos colaterais (Santiago; Pita;

Guimarées, 2021). A toxicidade deste farmaco gera uma gama de efeitos adversos
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como: febre, hipotensao, calafrios, miocardite, comprometimento das funcdes renais
e hepaticas, o que limita seu uso no tratamento de alguns pacientes.

No entanto apesar de apresentar tais efeitos adversos citados um
melhoramento na sua formulagdo com suplementacdo a base de lipidios levou a
criagdo da Anfotericina B, Unica aprovada pela Food and Drug Administration (FDA)
dos EUA e que devido a sua formulacéo lipossémica, proporcionou a diminuicdo dos
efeitos adversos com melhor biodisponibilidade e aumento da sua eficacia (Roatt et
al., 2020; Sasidharan; Saudagar, 2021).

Por conta das limitacdes dos tratamentos padronizados para leishmanioses
atualmente presentes no mercado farmacéutico, tem havido um crescente interesse
em e desenvolver estudar novas substancias obtidas a partir de extratos vegetais que,
sdo amplamente encontrados facilitando o acesso a populacdo. Alguns produtos
naturais sado considerados uma importante fonte alternativa de novos agentes
leishmanicidas (Bahmani et al., 2015; Odonne et al., 2017). Abaxo e possivel observa

a extrutura quimica da molécula do farmaco pentamidina figura 7.

Figura 7 — Estrutura quimica da Pentamidina
NH NH

H2N NH,
OWD
Pentamidine

Fonte: Monzote (2011)

O Ministério da Saude incentiva e compreende que a fitoterapia € um recurso
terapéutico, pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas
que compreende a abordagem denominada de Préaticas Integrativas e
Complementares (Brasil, 2018).

Com base nisso Krameria tomentosa tem sido relatada na literatura por suas

recentes propriedades farmacoldgicas. (Madeiro et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v' Realizar estudo de atividade leishmanicida e antioxidante do extrato e da
fracdo acetato de etila de Krameria tomentosa A. St.-Hil.

3.2 Especificos

v Realizar a caracterizacao quimica dos extratos e fragdo mais ativas;

v Investigar o efeito do extrato e da fracdo no crescimento parasitario e
identificar a concentracdo inibitéria (IC50) nas formas promastigotas e
amastigotas;

v Determinar o indice de Seletividade (S);

v/ Avaliar a acao leishmanicida do extrato e da fracdo mais ativa sobre as
formas amastigotas;

v Avaliar toxicidade in vitro e in vivo do extrato e fracéo;

v’ Investigar atividade antioxidante dos extratos e fracéo.
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Resumo

Introducao: As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por protozoarios
do género Leishmania, endémicas em muitos paises. Os tratamentos atuais tém alta
toxicidade e resisténcia parasitaria crescente, exigindo novas solugfes terapéuticas
menos toxicas. O objetivo deste estudo foi identificar os constituintes quimicos do
extrato e fracdes das folhas de Krameria tomentosa A. St.-Hil, bem como avaliar o
efeito citotéxico do extrato e fracBes sobre as formas promastigotas e amastigotas da
Leishmania amazonensis (L.). Métodos: O extrato bruto (EB) e a fracdo acetato de
etila (FAE) foram obtidos e caracterizados quimicamente. Foram realizados testes de
citotoxicidade in vitro utilizando eritrocitos de carneiro e células imortalizadas da
linhagem RAW, além de ensaios de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor.
Também foram avaliadas a atividade leishmanicida (promastigotas e amastigotas), a
morte celular (apoptose e necrose), a producdo de oOxido nitrico e a atividade
antioxidante. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o software
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.). Resultados: Na andlise do extrato
bruto (EB) das folhas de Krameria tomentosa A.St.-Hil, foram identificadas 18
moléculas, a maioria das quais flavonoides. Resultado semelhante foi observado na
caracterizacdo da fracdo acetato de etila (FAE), na qual foram identificados 8
compostos, todos flavonoides. Quanto a atividade anti-Leishmania in vitro do extrato
bruto e fragBes de Krameria tomentosa, observou-se citotoxicidade contra as formas
promastigotas de L. amazonensis. O indice de seletividade (IS) foi de de 7.17 para a
fracdo acetato de etila em promastigotas, e de 4.5, em amastigotas. O extrato e as
frac6es ndo apresentaram toxicidade in vitro e in vivo. Em relagéo a producao de éxido
nitrico (NO), observou-se inducéo significativa tanto pelo extrato bruto quanto pela
fracdo acetato de etila (FAE) em comparacdo ao grupo controle. Conclusdo: Os
resultados deste estudo indicam que o extrato hidroetandlico das folhas de Krameria
tomentosa possui atividade leishmanicida efetiva contra L. amazonensis,
especialmente nas fracdes acetato de etila e hexanica, que sao ricas em flavonoides.
Além disso, tanto o extrato bruto quanto a fracdo acetato de etila demonstraram
atividade antioxidante significativa. Observou-se também que a morte celular induzida
por apoptose foi mais prevalente do que por necrose em comparagao ao grupo
controle.

Palavras-chave: Krameria tomentosa. Atividade leishmanicida. Atividade antioxidante.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas de grande importancia para a
saude publica. Podem se apresentar como lesBes cutaneas (Leishmaniose
Tegumentar Americana — LTA) ou como alteragbes organicas mais graves
(Leishmaniose Visceral Americana — LVA) (Von Stebut, 2015; Torres-Guerrero et al.,
2017). Causada por protozoarios do género Leishmania, no Brasil as espécies
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (Viannia) guyanensis sdo 0s principais agentes causadores da LTA
(Carvalho et al., 2019; Farias et al., 2021).

Deste esse ultimo boletim do SINAN, ao ultimo divulgado referente ao ano de
2019, houve um aumento no numero de casos, 15.484, sendo predominante em
individuos do sexo masculino e jovens (Brasil, 2021).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e da Organizacao
PanAmericana de Saude (OPAS), no ambito global, as leishmanioses situam-se como
umas das dez principais doencas tropicais que sofrem descaso, sendo consideradas
doencas negligenciadas. Elas sdo um grupo de doencas endémicas que atingem 99
paises, onde, 89 sdo endémicos para leishmaniose cutanea (LC), 80 para
leishmaniose visceral (LV) e 71 para ambas as formas clinicas (LC e LV) (PAHO,
2024).

Dentre os 9 paises que reportam 85% dos casos de LC, o Brasil, Coldmbia e
Peru estdo incluidos na lista e quatro paises, india, Suddo, Brasil e Quénia,
concentram 68% dos casos de LV em todo o mundo. Na Regido das Américas, casos
de LV foram notificados desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina,
excluindo o Chile e as llhas do Caribe (OPAS, 2023). ALC e a LV estédo presentes em
um total de 21 paises, sendo 19 endémicos para LC e 13 paises para LV. No periodo
de 20 anos entre 2001 e 2021, a OPAS recebeu notificagdo de um total de 1.105.545
casos de LV e LC, com uma média anual de 52.645 casos. ALV, por sua vez, registrou
69.665 novos casos no mesmo periodo, com media anual de 2.488 casos e taxa de
letalidade em torno de 8%, a mais elevada quando comparada a outros continentes
(OPAS, 2023).

Em relagédo a leishmaniose visceral (LV), € conhecida popularmente como

calazar que significa febre negra, também apresentando ampla distribuicdo mundial
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sendo caracterizada primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem
guando este entra em contato com o ciclo de transmissao do parasito, transformando-
se em uma antropozoonose. Os pacientes apresentam ainda hepatoesplenomegalia,
anemia, leucopenia e trombocitopenia. Os principais fatores de risco para o 6bito por
LV envolvem complicagdes infecciosas e hemorragias, que pode ser evitado com a
identificacdo precoce dos pacientes (Duarte; Badard, 2009; Brasil, 2006).

Os parasitas responsaveis pela leishmaniose visceral sdo Leishmania (L.)
chagasi, Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum (Almeida et al., 2005).

As poucas opcoles terapéuticas disponiveis para essas doengas apresentam
toxicidade e efeitos colaterais elevados, além de evidéncias de resisténcia (Roatt et
al., 2020). Com isso, a descoberta e desenvolvimento de novos compostos
farmacologicamente ativos torna-se de grande importancia. Neste contexto, espécies
vegetais, a exemplo de espécie Krameria tomentosa, conhecida popularmente como
carrapicho-de-cavalo, carrapicho, carrapicho-de-boi, ratainha-da-terra, ratanhia do-
Brasil, ratanhia-da-terra, ratania, ratania-de-nova-granada, tém sido utilizada na
medicina popular no combate de disenterias, estomatites, corrimentos vaginais,
hemorroidas, hemorragias e afecgdes na boca. E nativa do continente sul americano
e ocorrem no Brasil, Venezuela e Colémbia, sendo encontrada principalmente em
solos arenosos (Agra et al., 2008; Ramirez et al., 2019). E amplamente distribuido no
territério brasileiro, podendo ser encontrada nas regides Norte, Centro-Oeste, Sudeste
e no Nordeste, onde ocorre em todos estados (Simpson, 2015).

Silva et al. (2001) isolaram uma trinorneolignana inédita e outras quatro
neolignanas ja descritas para outras espécies. Madeiro et al. (2012) a partir das
técnicas de Espectroscopia no infravermelho, Espectrometria de Massas e
Ressonancia Magnética Nuclear de 1H e 13C um e bidimensionais, conseguiu
identificar duas neolignanas inéditas, ottomentosa e sobralina, também foram isoladas
as neolignanas eupomateoide 6, 2-(2’,4’-diidroxifenil-5-(E)-propenilbenzofurano e
diidrocarinatidina, relatadas pela primeira vez na familia

A espécie Krameria tomentosa vem sendo estudada por alguns
pesquisadores o que a torna uma potencial fonte de novas drogas para o tratamento
de doencas. Estudos demonstraram que o extrato de Krameria tomentosa (carrapicho-
de-cavalo) possui varios constituintes quimicos, principalmente da classe dos

lignoides (Silva et al., 2001; Madeiro et al., 2012). Com base nisto, o presente trabalho
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se justifica pelo interesse estudar, em modelos in vitro, o efeito do extrato e fragdes
das partes aéreas da espécie vegetal Krameria tomentosa A. St.-Hil na infeccdo por

Leishmania amazonenses.

MATERIAIS E METODOS
Coleta da espécie vegetal, identificacdo botanica

As amostras das folhas de Krameria tomentosa A. St.-Hil, foram obtidas por
coleta na regido da chapada das mesas, localizada no municipio de Carolina,
Maranh&o, Brasil. Posteriormente uma exsicata foi enviada ao museu paraense Emilio
Golldi para confirmacdo da espécie vegetal, esta catalogada com o numero MG:
231128 e registrada no SisGen (Sistema nacional de patriménio genético e do
conhecimento tradicional associado) sob o codigo: AABBCA4 (Peixoto; Maia, 2013).
Preparo do extrato hidroetanolico

A amostra vegetal foi separada (600 g) e submetida a secagem em estufa
com circulacdo de ar, em temperatura média de 38°C; seguida de trituracdo em
moinho de facas, para obtencdo de pé moderadamente grosso (tamanho inferior a
710 um e superior a 250 pym) (ANVISA, 2010). Amostra do material seco e moido foi
extraida por procedimentos extrativos a frio (percolacédo), com etanol a 70%, por
periodo médio de 20 (vinte) dias. Nesta etapa de estudo foram definidas as variaveis
dos hidromodulos, as relacdes de droga/solvente determinadas em funcdo da
percolacdo. Apos o término da extracao, foi filtrada, e parte do filtrado foi concentrado
em evaporador rotativo, e liofilizado para obtencédo do Extrato Bruto (EB) obtendo-se
0 extrato bruto hidroalcodlico (3,5 g) e o restante acondicionado em frascos
apropriados e mantidas em refrigereacao até a realizacdo dos ensaios. Para obtencéo
das fragdes Hexanica (FH), Acetato de Etila (FAE) e Aquosa (FA), o (EB) liofilizado foi
dissolvido em agua/metanol (7:3) e particionado com o solvente a ser obtido a fracao
(Barros-Neto; Scarminio; Bruns, 1995; Noriega et al., 2012; Matos, 2009; Simdes et
al., 2017; ANVISA, 2010).
Caracterizacao quimica do extrato bruto (EB) e da fracdo acetato de etila (FAE)
das folhas de krameria tolsimmentosa A. St.-Hil

O extrato bruto e a fracdo acetato de etila foram analisado por LC-MS em um
espectrometro de massas LCQ Fleet, Thermo Scientific®. A separagéo por HPLC foi

realizada utilizando coluna cromatografica Kinetex® C18 100 A com poros de 5um, e
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dimensdes de 4,6 x 100 mm. A fase mdvel utilizada consistiu em agua, &cido férmico
0,1% (A) e acetonitrila mais acido formico 0,1% (B), acrescentadas de acido férmico
0,1%, em gradiente exploratorio, iniciando com 10% a 100% de B em 12 minutos, em
um fluxo de 1,0 mL/min.

Os espectros de massas foram obtidos no espectrometro de massas LCQ
Fleet daThermo Scientific®, equipado com um dispositivo de insercado direta da
amostra via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA). A amostra foi ionizada por
electrospray (ESI) e as fragmentacdes foram obtidas em mdltiplos estagios (MSn), em
uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracao e
analise de todos os espectros. As condi¢cdes experimentais serdo: voltagem do capilar
-35 V, voltagem do spray -5000 V, temperatura do capilar a 3500C, gas de arraste
(N2) e fluxo 60 (unidades arbitrarias).

A faixa de aquisicdo foi de m/z100-2000, com dois ou mais eventos de
varredura que serao realizados simultaneamente no espectro. A infusdo de fluxo direto
da amostra foi realizada num analisador do tipo lon trap da Thermo Scientific LTQ XL
equipado com uma fonte de ionizagdo por electrospray (ESI), em modo negativo
(Thermo, San Jose, CA, EUA). Foi utilizado um tubo capilar de ago inoxidavel a 280
0C, uma tensao de pulverizacdo de 5,00 kV, uma tensao capilar de 90 V, uma lente
de tubo de -100 V e um fluxo de 5 yL min-1. A anélise completa de varrimento foi
registada na gama m / z de 100-1000. As fragmenta¢Bes em estadios multiplos (ESI-
MSn) foram realizadas utilizando o método de dissociacao induzida por colisdo (CID)
contra hélio para ativacdo de ions. O primeiro evento serd um espectro de massa de
varredura completa para adquirir dados sobre ions nessa faixa m / z. O segundo
evento de varredura foi uma experiéncia MS / MS realizada utilizando uma varredura
dependente de dados nas moléculas dos compostos de interesse com uma energia
de colisdo de 30% e um tempo de ativacédo de 30 ms. Os ions de produto foram entdo
submetidos a uma maior fragmentacdo nas mesmas condi¢cfes, até ndo serem
observados mais fragmentos.

Manutenc&o de macrofagos RAW 264.7

Os macrofagos de linhagem murina RAW 264.7 (doados pelo Professor André

Moraes Nicola do Laboratério de Biologia Molecular — UnB) foram mantidos em

garrafas de cultivo celular estéreis com meio RMPI-1640 (SIGMA) contendo penicilina
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(100 pg/mL), estreptomicina (100 U/mL), anfotericina B (0,25 pug/mL) e suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) em estufa a 5% de CO2 a 37 °C.
Ensaio de citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7, in vitro

Para avaliar a citotoxicidade em células normais, macrofagos da linhagem
RAW 264.7 (2 x 105 de células/mL) foram cultivados em placa de 96 pocos, utilizando
as mesmas concentracoes testadas nas formas promastigotas de L. amazonesis, em
meio RPMI suplementado. O ensaio foi realizado em triplicata com volume final de
100uL por pogo, e cultivado a 37°C e 5% de CO2. Pogos com células cultivadas
somente em meio RPMI suplementado e DMSO a 1% foram usados como controle
negativo. Pocos com DMSO a 100% foram usados controle positivo. Apdés 48h, a
viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT.

Ensaio de MTT

Para avaliar a viabilidade das formas promastigotas e amastigotas axénicas
de L. amazonensis e dos macrofagos RAW 264.7 tratados com o extrato e fracdes de
K. tomentosa, foi usado o ensaio de MTT. Este ensaio consiste na conversao do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5- difenil-brometo de tetrazolio (MTT), solivel em agua e de
coloracdo amarela, em cristais insollveis de formazan, de cor purpura. A conversao
ocorre em células viaveis e metabolicamente ativas, por meio da acdo da enzima
mitocondrial Succinato Tetrazolium Redutase. Assim, € possivel quantificar as células
vivas (Stockert et al., 2018).

Em resumo, apos o periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas, e o
sobrenadante removido e substituido por 100 uL de meio especifico contendo MTT (5
mg/ mL). Em seguida, as placas foram incubadas nas mesmas condi¢cfes de cultivos
das células e na auséncia de luz. Trés horas depois, as placas foram centrifugadas e
o formazan dissolvido em 100uL de DMSO. A absorbancia foi medida usando com um
leitor de placas (BioTek ELx800) a 540 nm. (Kumar et al., 2018).

Teste de hemoélise com eritrocitos de carneiro

A atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia de Almaaytah e
colaboradores (2014). Foram coletados 10mL de sangue de carneiro em um tubo
contando &cido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA), disponibilizado pelo biotério da
Universidade Federal do Maranhdo, o mesmo foi submetido ao Comité de Etica e
Pesquisa de Uso de Animais (CEUA), tendo recebido o seguinte parecer. PROCESSO
n.23115.005441/2017-62. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, a
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20°C. O plasma foi removido e os eritrocitos foram lavados trés vezes com tampéao
fosfato salina (PBS).

Para o extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila (FAE), fracdo hexanica (FH)
foi preparado diferentes concentracdes (50-0,39 mg/mL) que foram incubadas por 1
hora a 37°C em uma placa de 96 pocos, com suspensado de eritrocitos e do extrato
bruto e das fragbes das folhas de Krameria tomentosa.

Os controles positivo e negativo receberam 100 pL de Triton x-100 a 1% e
PBS, respectivamente. Apos incubacao, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm
por 10 minutos a 20°C. Foi retirado o sobrenadante (100 ou 150 pL), transferido para
uma microplaca e suas absorbancias medidas a 450 nm. A atividade hemolitica foi
expressa em relacdo a acao do Triton x-100 e calculada pela seguinte féormula:

“Hemdlise % =" “Abs450/(EB, FAE, FH) - Abs450/PBS” /”’Abs450/Triton -
Abs450/PBS” X 100

Onde: Abs450/0OLB corresponde a amostra tratada com (EB, FAE, FH) de K.
tomentosa; Abs450/PBS é a amostra tratada com PBS; e Abs450/Triton é a amostra
tratada com Triton x-100.

Ensaio de toxicidade aguda in vivo com Tenebrio molitor

Aquisicdo e manutencgao das larvas de Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor entre 10° e 12° estagio larval, foram adquiridas
comercialmente através de fornecedores especializados e posteriormente mantidas
no Laboratério de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo, sendo
acondicionada em recipientes plasticos cobertos com tela ao abrigo da luz, contendo
racdo padronizada a base de farelo de trigo, milho e aveia, com temperatura
controlada (27+30°C) e a umidade sera mantida pela presenc¢a de um recipiente com
agua. As larvas que apresentarem alteracdes em sua cor ou motilidade serédo
descartadas e somente serdo utilizadas nos ensaios aquelas com aspecto saudavel
(Souza et al., 2015; Hierro et al., 2020).

Ensaio de toxicidade in vivo (Tenebrio molitor)

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Wang e Shi (2015)
e Alves et al. (2015), com adaptacOes. A toxicidade aguda BF-CA foi avaliada
empregando modelo in vivo da larva Tenebrio molitor. As larvas, que foram adquiridas
e cultivadas no Laboratério de 40 Imuno fisiologia (LIF/UFMA), com peso médio de

100 mg, foram distribuidas de forma randémica, em placas de petri em quatro grupos
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teste nas concentracdes de 1000; 500; 250 e 100 mg, e no grupo controle (PBS),
contendo 15 larvas cada. Com o auxilio de uma seringa de insulina, foram inoculados
5 uL naregiao caudal das larvas do BFCA e do controle PBS. As larvas permaneceram
em temperatura ambiente e a taxa de sobrevida foi observada em intervalos de 24 h,
durante 10 dias. Para estabelecer a morte das larvas, verificou-se visualmente a
melanizacao e resposta aos estimulos fisicos.

Atividade anti-Leishmania in vitro

Manutencéao das formas promastigotas de L. amazonenses

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125) foram
cultivadas em meio Schneider (SIGMA), gentamicina (50 pg/mL) e suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO). A cultura foi mantida em incubadora de
Demanda bioquimica de Oxigénio (BOD), a 27°C. Formas promastigotas na fase
estacionaria de crescimento (quatro dias de cultura) com motilidade flagelar foram
usadas nos experimentos (Bezerra et al., 2006; Reis et al., 2010).

Diferenciacdo das formas promastigotas em amastigotas axénicas de L.
amazonensis.

Para obtencdo das formas amastigotas axénicas de L. amazonensis, foram
utilizadas formas promastigotas (5,0 x 107 /mL) em fase estacionaria de crescimento.
O cultivo foi feito em meio Schneider com pH 5,5 e suplementado com 5% de SFB e
mantido a 32°C em estufa BOD por 96h. Ao final uma aliquota foi retirada para
avaliacdo morfolégica das formas amastigotas, através de coloracdo em Giemsa e
analise microscépia (Suplementar 1) (Cysne- Finkelstein et al., 1998; Teixeira et al.,
2002).

Teste de atividade Leishmanicida in vitro em formas amastigotas
axénicas.

Inicialmente, foi realizada uma triagem com extrato bruto e fracbes de
K.tomentosa para se avaliar o efeito sobre a proliferacdo das formas promastigotas
de L. amazonensis. Os parasitos (5x107 células/mL) foram tratados com
concentragdes variando de 500 a 0,24 ug/mL, em triplicata, e cultivados por 48 horas,
a 26°C, em um volume final de 100uL de meio Schneider suplementado. O controle
negativo foi constituido de formas promastigotas cultivadas somente com meio
Schneider suplementado e DMSO a 1%. A droga padrdo, Pentamidina® (IC50 4
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pg/mL), foi usada como controle positivo. Ao final, foi avaliada a citotoxicidade pelo
ensaio de MTT.

A fracdo mais ativa foi posteriormente utilizada para avaliar sua atividade
sobre as formas amastigotas axénicas. Os parasitos (1x106/po¢o) foram tratados com
concentragdes seriadas (125 a 3,9 ug/mL), em triplicata, e cultivados por 24 horas a
32°C em meio Scheneider suplementado e com pH de 5,5. Formas amastigotas
somente em meio Schneider suplementado e DMSO a 1% foram usadas como
controle negativo. Pentamidina (50 a 1,56 ug/mL) foi usada como controle positivo. Ao
final, foi avaliada a citotoxicidade pelo ensaio de MTT.

Ensaio de morte celular via marcacdo por Brometo de Etidio / Laranja de
Acridina (BE/LA).

As formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis foram incubadas
em Placas de 96 pogos nos tempos de 4h e 24h com os valores de IC50 do EB de
K.tomentosa, do (EB) e da (FAE) foram obtidos nas formas promastigotas, tendo como
controle positivo a Pentamidina® (IC50 4 pg/mL) e controle negativo apenas os
parasitos em meio Schneider suplementado. Ap6s osperiodos de incubacgdo, as
placas foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado
e acrescentado 100 ul da solugdo de corante BE/LA (20ug/mL), ficando em contato
por 10 minutos.

ApoGs esse periodo, a placa foi novamente centrifugada e as leishmanias
ressuspensas em 100ul de PBS, do qual foi retirado 20 pl para a confeccdo das
laminas que, apds secas foram analisadas no microscopio invertido de fluorescéncia
de marca Nikon modelo Eclipse Ti-U com aumento de 20x. Foi feita a quantificacao
de 100 parasitos classificados em viaveis (nucleo normal e cromatina verde com
estrutura organizada), apoptoticos (cromatina condensada ou fragmentada, verde ou
laranja) e necroticos (cromatina laranja chegando ao vermelho) com base na captacéo
de BE (fluorescéncia vermelha) e LA (fluorescéncia verde) (Riblle et al., 2005).

Determinacéo da Producéo de Oxido Nitrico

A producéao de oxido nitrico sera determinada no sobrenadante de culturas de
células de baco, ou de células peritoneais, segundo descrito anteriormente por Ding;
Nathan e Stuer (1988).

Avaliacao da atividade antioxidante

Método de sequestro do radical livre DPPH*
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Neste ensaio a atividade sequestradora de radicais livres foi medida usando
o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; Sigma-Aldrich) (Blios, 1958). Trata-se de
um dos métodos mais utilizados em ensaios de atividade antioxidante em amostras
vegetais. O DPPH ¢é um radical livre de coloracao roxa, caracterizado por uma banda
de absorcdo a 517 nm. Se a amostra apresentar um antioxidante, este ao reagir com
o radical DPPH, vai reduzi-lo resultando numa alteracéo da cor roxa para amarela.

Uma aliquota de 250uL de solugdo de DPPH (1mM) foi misturada com 40puL
de diferentes concentracdes da amostra (5 — 100ug/mL). Trinta minutos mais tarde, a
absorbancia foi medida a 517nm. O Acido Galico (Sigma-Aldrich) foi utilizado como o
composto de controle positivo. A atividade sequestradora de radicais livres foi
calculada usando a seguinte formula: [DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac x 100, onde: Ac =
controle de absorcdo; As = Absorbéancia da Amostra. (Brand-Williams; Cuvelier;
Berset, 1995)

Método do ABTS

Neste ensaio a atividade de radical livre das amostras foi medida em termos
de hidrogénio doado wusando o ABTS radical estavel (2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) segundo o método de adaptado de Re et al.,
1999. Foi utilizado 20 yL da amostra e 250 pL da solugao reagente ABTS (30 mg do
ABTS, 379,4 mg de persulfato de Potassio e 0,137 mL de solucao de persulfato). Foi
realizada leitura por espectrofotémetro (734 nm) apés 6, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos
de incubacao. O resultado foi expresso em Percentagem de inibicdo. O célculo da

porcentagem de inibicdo foi calculado utilizando a seguinte férmula:

(Abs controle - Abs amostra)
(Abs controle)

Inibicédo (%) = x 100

Os resultados foram expressos como média + erro padrédo das médias com

experimentos realizados em triplicata.
Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas usando o software GraphPad Prism
8.0 (GraphPad Software Inc.). A determinagéo da concentracao inibitéria 50% (IC50)
para as formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. amazonensis e a
concentracéo citotoxica 50% (CC50) para os macrofagos RAW 264.7 foi realizada por
meio de uma regressao nao linear. As concentracdes foram transformadas em Log(x)

e as densidades oOpticas (DO) normalizadas para determinar a viabilidade relativa (%),
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em razédo das do controle negativo. Os valores de IC50 e a CC50 foram obtidos por
meio de uma curva sigmoidal. Posteriormente foi determinado o indice de Seletividade
(1.S.) através da razéo entre os valores das CC50 e das IC50 do extrato ou fracdes.
Para avaliar a via de morte, inicialmente, a normalidade dos dados foi
verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Como todas as variaveis foram
consideradas paramétricas, a diferenca no percentual médio de células mortas entre
os grupos foi determinada através de uma variancia (ANOVA) one-way com um pos-
teste de Tukey. Para comparar o tipo de morte celular (apoptose ou necrose), uma
ANOVA Two-way com um pos-teste de Tukey foi utilizado. Valores p < 0.05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS
Avaliacdo da caracterizacdo quimica do extrato bruto (EB) e fracdo acetato de
etila das folhas de krameria tomentosa

A identificacdo dos diferentes compostos do extrato hidroalcodlico foi
realizada mediante comparacdo com a literatura, considerando seus tempos de
retencdo, espectros no UV e fragmentos obtidos na Espectrometria de Massas. A
Figura 8 ilustra o cromatograma das folhas de Krameria tomentosa, exibindo uma
ampla faixa de massa, possibilitando uma varredura completa com todos os ions
produzidos.

A partir desses dados, foram identificadas substancias desconhecidas, uma
vez que esse método proporciona a obtencéo de espectros completos das moléculas
e um maximo de dados qualitativos. A elucidacdo das moléculas ocorre por meio da
analise das juncdes dos picos bases e de suas fragmentacdes especificas.

E possivel observar detalhadamente o cromatograma compostos encontrados
no (E.B) conforme observado na Figura 8.
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Figura 8 — Cromatograma de ions totais obtidos no modo negativo para o extrato
bruto (EB) hidroetandlico (70%) das folhas de Krameria tomentosa
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Fonte: Autoria propria (2024)

E possivel observar detalhadamente a composi¢cdo quimica encontrada no
extrato bruto (EB) das folhas de K. tomentosa, bem como a classe de metabdlitos mais
predominantes na amostra, que séo os flavonoides e os taninos.

Isso pode ser facilmente verificado no quadro 3 abaixo, onde séo listados os
compostos identificados no extrato bruto, juntamente com suas classes de metabdlitos
correspondentes. A analise desses dados proporciona uma compreensdao mais
aprofundada da composicdo quimica da amostra e dos principais grupos de

compostos presentes nela.



Quadro 3 — Caracterizagdo quimica do extrato bruto das folhas de Krameria tomentosa

por Coromatografia Liquida Acoplada & Espectrometria de Massas (LC-ESI/MS)
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Metabolitos | Pico | RT M-H M-I Composto
Acido 1 10,86| 353 249; 191 Acido 5-o-cafeoilquimico
fendlico
Acido 2 [355| 191 163 Acido quimico
fendlico
Tanino 3,83 | 865 577; 289 Procianidina C2
Tanino 4 4,0 | 1153 863; 577; Tetramero de Prociamidina
289
Tanino 5 (4,28 | 577 425; 289 Dimero de Procianidina B7
Tanino 6 |4,91| 1441 1153; 865; Pentamers de Procianidina
575; 289
Tanino 7 |513] 739 577; 289 Prociadinina B3-7-glucosideo
Tanino 8 [6,02| 1439 1027; 863; Pentamirico Procianidina A
575; 449;
300
Tanino 9 |6,51]| 575 447; 300 Procianidina Al
Flavonoide | 10 | 7,17 | 609 463; 30 Rutina
Catequina 11 | 7,62 | 433 300; 271; Naringenina-7-O-glucosideo
255
Flavonoide | 12 | 7,69 | 447 433; 300; Lutedina-7-O-glucosidea
271; 243
N.I 13 (7,94 | 1187 919; 593; n.i
285
Flavonoide 14 | 7,94 | 593 575; 285 Kaempferol-3-O-B-D-
galactosideo-7-O-a-L-
raminosideo
Flavonoide | 15 | 8,76 | 615 593; 284; Quacetina-7-(6"-
255 galoilglicosideo)
Flavonoide | 16 | 8,86 | 593 447, 284; Kaempferol-7-
227 neohesperosideo
Flavonoide | 17 |9,05| 615 593; 429; Quercetina 4’-(6”-
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284 galoilglicosideo)
Flavonoide | 18 | 9,36 | 447 295; 285; Kampferol-O-glicosideo
175

Fonte: Autoria prépria (2024)

Observam-se também as estruturas moleculares dos compostos encontrados
no extrato bruto (EB) de Krameria tomentosa, incluindo os compostos 5 (Dimero de
Procianidina B7), 6 (Pentamers de Procianidina). Vale ressaltar que o composto 13
ndo foi possivel ser elucidado, pois acredita-se que se trata de contaminates
presentes na amostra.

E importante ressaltar que todos os 18 compostos presentes na amostra do
extrato bruto de Krameria tomentosa (E.B), se tratam de compostos fendlicos,
conforme descrito na literatura, e sdo conhecidos por serem ricos em atividade
antioxidante.

Essa andlise estrutural contribui significativamente para uma compreensao
mais abrangente da composicdo quimica e das propriedades bioativas do extrato

bruto (E.B) dessa espécie vegetal.



Figura 9 — Estruturas moleculares dos compostos encontrados no extrato bruto de Krameria tomentosa
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Figura 9 — Estruturas moleculares dos compostos encontrados no extrato bruto de Krameria tomentosa (continua)

OH

Fonte: Autoria propria (2024)
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Através da caracterizacao quimica da fracao acetato de etila (FAE) foi possivel
a identificacdo de 8 compostos quimicos por meio de andlises por CG-EM. Vale
ressaltar que as substancias 9 e 10 respectivamente ndo puderam ser elucidadados
pois se tratam de detrltitos presentes na amostra durante a leitura. E possivel observa
de forma mais clara os compostos quimicos emcontrados na (FAE) conforme
observado no quadro 4.

Entre os compostos identificados na fracdo acetato de etila (FAE), destacam-
se o0 Quercetina-O-deoxihexosideo, Quercetina-galoil-hexosideo e Acido
cafeoilquimico, que sdo compostos amplamente encontrados na amostra analisada.
Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos no cromatograma do extrato bruto (EB)
das folhas de Krameria tomentosa, conforme ilustrado no quadro 4 e na Figura 10.

Esses achados corroboram com a composicdo quimica observada no extrato
bruto (E.B), Indicando uma presenca semelhante dos compostos identificados tanto
na fracdo acetato de etila (FAE), quanto no extrato bruto (E,B). A analise detalhada
desses compostos é fundamental para compreender as propriedades e potenciais

aplicacoes terapéuticas da fracdo acetato de etila da Krameria tomentosa.



Figura 10 — Avaliacdo da caracterizacao quimica da Fracéo acetato de etila (FAE) das folhas de Krameria tometosa
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Fonte: Autoria propria (2024)
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Quadro 4 — Caracterizacdo quimica da fracdo acetato de etila (FAE) das folhas de
krameria tomentosa por Coromatografia Liquida Acoplada & Espectrometria de
Massas (LC-ESI/MS

Metabolito | Pico | RT M-H M-I Composto

Tanino 1 13,2 | 577,23 | 276.30;343.20:385.68 Procianidina

tipo B-dimero

Acido 2 14,3 | 553,15 | 84.68;126.93;173.63;192.92 | Acido
fendlico cafeoilquimico
Acido 3 | 16.9 | 515,23 376,80 Acido 3,5-
fendlico dicafeoiquinico
Acido 4 |17.0| 515 400 Acido 3,5-
fendlico dicafeoiquinico
Acido 5 | 20,4 | 353,16 173.43;192.07; 356,30 | Acido
fendlico cafeoilquimico
Flavonoide 6 23,1 | 433,17 303.84 Quercetina
raminosidea
Flavonoide 7 23,5 | 447.20 302.91:449.07 Quercetina -O-

deoxihexosideo

Flavonoide | 8 | 27,9 | 615.19 288.69 e 432.30 Quercetina-
galoil-

hexosideo

Fonte: Autoria propria (2024)

Conforme observado no quadro 4, na (FAE) foi possivel identificar um
resultado semelhante ao extrato bruto no que se refere a indendificdo dos compostos
presentes na amostra, onde todos os compostos de tratam de fendis com destaque

para flavonoides e taninos.
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Figura 11 — Atividade antioxidante pelos métodos ABTS E DPPH em cinco diluicbes
do Extrato Bruto (EB) e Frac&do Acetato de Etila (FAE) das das folhas de Krameria

tomentosa.
100 100
n n
= =
m )
< <
3 3
S 50 S 50
2 2
£ k=
X X
0-— T T T T 0 T T T T
83,3 624 416 20,8 8,3 55,5 41,6 27,8 13,9 5,6
[EB ] ng/mL [FAE Krameria tomentosa] png/mL
100 100
I 80 I 80-
o o
a a
. 60— . 60
wT AT
On On
o 40+ o 40+
= =
X 204 S 204
0 T T T T 1 0 T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60
[EB Krameria tomentosa] pg/mL [FAE Krameria tomentosa] pg/mL

Fonte: Autoria propria (2024)

Quadro 5 — Atividade antioxidante pelos métodos ABTS E DPPH concentracédo efetiva
para reduzir em 50 % a concentracao inicial do Radical ABT ou DPPH(EC50) do
Extrato Bruto (EB) e Fracdo Acetato de Etila das das folhas de Krameria tomentosa

AMOSTRAS EC50 ABTS EC50 DPPH
ug/mL png/mL
EB 26,69 38,05
FAE 26,77 34,57
Quercetina 2,9 3,44

Fonte: Autoria propria (2024)

De acordo com a Figura 20 e quadro 8, foi observada uma EC50 de 26,7 pelo
método ABTS tanto para EB como para FAE e EC50 de 38,05 e 34,57 pelo método
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DPPH resultados estes bem similares tanto para o extrato bruto quanto para a fragao
acetato de Etila.

Tanto o extrato bruto (EB) quanto a fracdo acetato de etila (FAE) das folhas
de Krameria tomentosa demonstraram evidéncias de sua capacidade antioxidante,

indicando que a espécie pode ser uma promissora fonte de antioxidantes naturais.

Ensaio de citotoxicidade em células RAW

Avaliamos os efeitos do extrato bruto (EB) e das fracbes acetato de etila
(FAE), aquosa (FA) e hexanica (FH) sobre a viabilidade de macréfagos RAW 264.7.
Observamos que tanto o EB quanto a FH demonstraram toxicidade para os
macrofagos nas duas primeiras concentracdes testadas, 500 e 250ug/mL. A fracéo
aguosa (FA) mostrou-se citotdxica apenas na primeira concentracao avaliada. Por
outro lado, a fragéo acetato de etila (FAE) n&o apresentou citotoxicidade em nenhuma
das concentracdes utilizadas.

Esses resultados destacam a importancia de avaliar a citotoxicidade das
diferentes fragbes do extrato da Krameria tomentosa, pois mostram que a FAE pode

ser uma opgao promissora para estudos futuros, devido a sua falta de toxicidade em
concentracoes testadas.

Figura 12 — Graficos de viabilidade do extrato das folhas de Krameria tomentosa do
extrato bruto (EB) e da fracdo acetato de etila (FAE) em 48 hosa em sete diluicdes
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Fonte: Autoria propria (2024)

Ensaios de hemodlise com hemacias de carneiro extrato brutas (E.B) fracéo

acetato de etila (FAE) e fracdo hexanica (FH) das folhas de krameria tomentosa.
Foi avaliado o efeito toxico das fracdes acetato de etila, extrato bruto e fracédo

hexanica das folhas de Krameria tomentosa em eritrocitos de carneiro por meio do

ensaio in vitro da atividade hemolitica. Observou-se que nao houve citotoxicidade no
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extrato bruto e na fragdo acetato de etila nas concentracdes de 500, 250 125, 62,5,
31,25, 15,62 e 7,81mg/mL.quando comparado ao controle positivo, como ilustrado na
Figura 12.

Esses resultados indicam que o extrato bruto apresenta potencial citotoxico
em relacdo aos eritrocitos de carneiro, enquanto as outras fragdes (acetato de etila e
extrato bruto) ndo demonstraram atividade hemolitica significativa nas concentragcfes
testadas. Essas informacfes sdo importantes para avaliar o perfil de seguranca das
fracbes da Krameria tomentosa e podem influenciar consideragcbes sobre sua

utilizacado em aplicacdes terapéuticas.

Figura 13 — Percentual de hemdlise do extrato bruto (EB) das fracdes acetato de

etila (FAE) e (FH) do extrato das folhas de K.tomentosa em eritrocitos de carneiro.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Ensaios de toxicidade in vivo (Tenebrio molitor) fracdo acetato de etila e extrato
bruto das folhas de Krameria tomentosa.

O ensaio in vivo com as larvas de T. molitor demonstrou que a média de
sobrevivéncia foi de 93,3% no grupo que recebeu a maior dose (1000 mg/kg),
enquanto apresentou taxa de sobrevivéncia de 99,9% nas doses de 500 e 7,81 mg/kg,
sem significancia estatistica (p=0,5259) quando comparadas com o controle. Esses
resultados sugerem baixa toxicidade no extrato bruto (EB) de Krameria tomentosa,
como pode ser observado na figura 13.

Esses achados indicam que o extrato bruto da Krameria tomentosa possui
uma baixa toxicidade em larvas de T. molitor, o que é promissor em termos de
seguranca para seu potencial uso terapéutico. No entanto, sdo necessarios estudos

adicionais para avaliar outros aspectos da toxicidade e seguranca do extrato, bem
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como para compreender melhor seus efeitos em diferentes modelos animais e em

humanos.

Figura 14 — Taxa de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor apds inje¢cdo com o

extrato bruto da folha de Krameria tomentosa.
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Fonte: Autoria propria (2024)
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Na analise da toxicidade aguda in vivo em larvas de Tenebrio molitor, foi

observada que o tratamento com o (EB) nas doses de 500 e 250 ug/kg, apresentou

sobrevida de 50% e 80% respectivamente. Enquanto que (FAE) apresentou 100% de

sobrevida em todas as doses testadas. Nao foi observada significancia estatistica

gquando comparadas com o0 grupo controle, sugerindo que nao houve toxicidade

aguda, conforme ilustrado na Figura 14.

Esses resultados sdo promissores e sugerem que a fracdo acetato de etila da

Krameria tomentosa possui uma baixa toxicidade aguda em larvas de T. molitor. Essa

descoberta pode ser relevante para investigacbes futuras sobre o potencial

terapéutico e a seguranca dessa fracéo especifica do extrato da planta.
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Figura 15 — Taxa de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor apés injecao da
fracdo acetato (FAE) de etila das folhas de Krameria tomentosa.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Atividade Anti-Leishmania
Avaliacdo da atividade leishmanicida em promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis

O efeito leishmanicida in vitro foi avaliado em formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L. amazonensis. Utilizamos a CC50 das células RAW para
calcular o indice de seletividade dos extratos e fragBes tanto para as formas
promastigotas quanto amastigotas.

Analisando os dados, observamos que o extrato bruto apresentou IC50 de
251,9 ug/mL para as formas promastigotas, sendo que a fracao acetato de etila foi a
mais ativa, com IC50 de 63,12 pg/mL e um indice de seletividade (IS) de 7,92 para a
FAE. A fracdo aquosa ndo apresentou atividade em nenhuma das concentracdes

utilizadas. Ver quadro 5

Quadro 6 — Efeito do extrato de Krameria tomentosa no extrato bruto e na fracao
acetato de etila, em em 48 horas, nas formas promastigotas de Leishmania
amazonensis e macréfagos RAW 264.7, expressos pela IC50 e CC50,
respectivamente, seguido do |.S.

48 HORAS RAW 264.7 Promastigotas IS
CC50 IC50

BRUTO 192,4 251,9 0,76

ACETATO >500 63,12 7,92

Fonte: Autoria propria (2024)
Legendas: IC50 = metade da concentragao inibitéria maxima, CC50 = citotoxicidade celular, I.S. =
Indice de Seletividade, i.d. = Indeterminado.
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De forma semelhante ao observado nas formas promastigotas, a FAE reduziu
a viabilidade das formas amastigotas parasitarias, com uma IC50 de 111,1 pg/mL e
IS de 4,5. O extrato bruto e a fracdo aquosa nao apresentaram resultados
significativos em relacéo a inibicdo da viabilidade celular das formas amastigotas. Ver
quadro 6.

Esses resultados indicam que tanto a FAE quanto a fracdo hexanica possuem
atividade leishmanicida contra ambas as formas parasitarias testadas, promovendo
uma reducao significativa da viabilidade celular. Essas descobertas sdo importantes
para o desenvolvimento de potenciais agentes terapéuticos para o tratamento da
leishmaniose, especialmente considerando a necessidade de alternativas menos

toxicas e mais eficazes.

Quadro 7 — Efeito do extrato de Krameria tomentosa no extrato bruto e na fracao
acetato de etila, e aquosa em 48 horas, nas formas amastigota de Leishmania
amazonensis e macréfagos RAW 264.7, expressos pela IC50 e CC50,
respectivamente, seguido do I.S.

48 HORAS RAW 264.7 AMASTIGOTAS IS
CC50 IC50

BRUTO 192,4 883,1 0,21

ACETATO >500 1111 4,5

Fonte: Autoria préopria (2024)
Legendas: IC50 = metade da concentracdo inibitéria maxima, CC50 = citotoxicidade celular, I.S. =
Indice de Seletividade, i.d. = Indeterminado.

Efeitos do extrato bruto e da fracdo acetato de etila das folhas de Krameria
tomentosa na inducdo de morte em células amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis.

O tratamento com a IC50 tanto do extrato bruto (EB) quanto da fracao acetato
de etila (FAE) por 4 horas resultou em uma porcentagem de células apoptéticas maior
guando comparado as células necréticas em ambas as formas parasitarias. Na Figura
15 e 16, € possivel observar imagens em microscopia Optica de alta resolucdo dos
controles e das amostras testadas, evidenciando assim os resultados apresentados
nas Figuras 17 e 18.

Vale ressaltar que o extrato bruto (EB) apresentou mais mortes por apoptose
nas formas promastigotas em relacdo as formas amastigota porem nas formas
amastigotas houve numero siguinificativo de mortes tanto por apopitose quanto por

necrose. Resultado esse evidenciado na figura 16.
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Figura 16 — Porcentagem de células promastigotas (A) e amastigotas axénicas (B)
de Leishmania amazonensis necroticas, apoptoéticas e viaveis apés incorporacao de
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A fracdo acetato de etila (FAE) apresentou mais mortes por apoptose nas

formas promastigotas em relacéo as formas amastigota quando comparadas ao grupo

controle pentamidina. Resultado bem similar ao extrato bruto (E.B). E possivel

observa esse percentual da (FAE) na Figura 17.

Figura 17 — Porcentagem de células promastigotas (A) e amastigotas axénicas (B).
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Figura 18 — Controle negativo (CN), celulass viaveiais Controle positivo (CP)
Leishmania amazonensis necroticas, apoptoticas e viaveis apos incorporacéo de
brometo de etidio e laranja de acridina (BE/LA).

Fonte: Autoria propria (2024)
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Para facilitar a compreensdo quanto a via de morte celular, das formas
promastigotas e amastigotas do L. amazonensis, estas foram tratadas com a IC50
alem do extrato bruto e da fracdo acetato de etila (FAE) como se pode observar na
figura 19. Sendo obtida em ensaios anteriores, por 4 horas. A presenca de células
viaveis, apoptéticas e necréticas nas formas promastigota e amastigota. Foi avaliada

por microscopia de fluorescéncia, apés marcacédo com BE/LA.
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Figura 19 — Marcacéao de células necroticas/apoptoticas com brometo de etidio e
laranja de acridina (BE/LA). O experimento foi conduzido em quatro horas, apos
tratamento das formas promastigotas de L. amazonensis

Fonte: Autoria propria (2024)

Avaliacdo da producdo de 6xido nitrico do EB, das fragc6es FAE, HE das folhas

de Krameria tomentosa

Avaliamos a producdo de oOxido nitrico no sobrenadante de células RAW
tratadas com extrato bruto ou fracfes. Observamos que as células RAW tratadas com
extrato bruto (EB) ndo produziram NO, enquanto a fracdo acetato de etila (FAE)
induziram a producdo de NO quando comparadas ao grupo controle. Isso pode ser
visualizado na Figura 20.

Esses resultados sugerem que a fracdo acetato de etila pode induzir a
producdo de oOxido nitrico em células RAW, indicando possiveis efeitos
imunomoduladores dessa fracdo da Krameria tomentosa. Essa capacidade de
modular a producdo de Oxido nitrico pode ser relevante para seus potenciais efeitos

terapéuticos, especialmente em condi¢des inflamatorias e imunoldgicas.
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Figura 20 — Determinacéo da producéo de Oxido Nitrico no sobrenadante da cultura
de células RAW tratadas com a concentragédo de 100ug/mL de (EB), Fracdo Acetato
de Etila (FAE), Lipopolissacarideo (LPS), Anfotericina B em 24 horas de cultivo.
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Fonte: Autoria propria (2024)

Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato bruto das folhas de Krameria
tomentosa e fragdes.

Foi avaliado o potencial antioxidante do extrato bruto (EB) das folhas de
Krameria tomentosa e das fracfes acetato de etila (FAE) e hexanica (FH). Isso foi feito
utilizando os métodos DPPH e ABTS, cujos resultados sao representados na figura
21 e quadro 8 respectivamente.

Esses métodos sdo comumente empregados para determinar a capacidade
antioxidante de compostos e extratos naturais. O método DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazil) mede a capacidade de um antioxidante em neutralizar os radicais livres,
enquanto o método ABTS (&cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

avalia a capacidade de captura de radicais livres.

Discusséo
Nos ultimos anos o interesse por produtos de origem natural vem crescendo,
justamente por muito destes apresentarem atividades bioldgicas, devido a metabolitos

presentes em sua composi¢cao, essa substancia vem tendo sua aplicabilidade em
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diversas areas. Aumentando assim os interesses das industrias farmacéuticas em
produtos de origem natural. Nesse setindo Krameria tomentosa € uma espécie
amplamente encontrada no Brasil, com efeitos benéficos a saude e que ja sdo
comprovados na literatura.

Varios compostos quimicos, isolados de extratos vegetais, possuem
atividades leishmanicidas comprovadas contra as promastigotas e amastigotas do
género Leishmania em testes in vitro. J& foi relatada atividade leishmanicida em
terpenoides (Sauvain et al., 1996; Camacho et al., 2000), Chalconas (Chen et al.,
1993; Boeck et al., 2006), Flavonoides (Araujo; Alegrio; Leon, 1998) e de alcaloides
(Mahiou et al., 2004; Fournet et al., 1996). Apesar de alguns compostos e produtos
naturais terem suas atividades comprovadas contra os parasitas do género
Leishmania, muitos estudos devem ser feitos em relacdo ao seu manuseio, coleta e
modo de producéo, e também em relagdo a sua composicao quimica.

Porém ainda é pouco os estudos relacionados a Krameria tomentosa em
relacdo a sua composicdo quimica e principalmente em relcdo a sua atividade
bioldgica. Logo, o presente estudo teve como objetivo analisar a composi¢cao quimica
do (EB), da (FAE) dessa espécie vegetal bem como analisar através de teste in vitro
e in vivo se o (EB) e as fracdes (FAE), (FH) e (FA) apresentam potencial citototoxico
para ser utilizado para o tratamento das leishmanioses.

A partir do estudo quimico, identificamos os compostos bioativos presentes
no extrato bruto das folhas de Krameria tomentosa. A caracterizacdo quimica é
essencial para compreender quais metabdlitos secundarios estdo presentes em uma
determinada espécie, uma vez que esses compostos podem variar em termos
guantitativos ou qualitativos devido a fatores ambientais, ontogenéticos e hereditarios
(Kyriacou et al., 2017).

Apbs a caracterizacdo quimica do extrato bruto (EB) e da fracdo acetato de
etila (FAE) das folhas de Krameria tomentosa, onde foram identificados compostos
bioativos, procedemos a avaliagdo de sua eficdcia na atividade leishmanicida,
antioxidante e sua seguranca por meio de ensaios de citotoxicidade em células da
linhagem RAW e eritrocitos de carneiro in vitro, bem como toxicidade aguda in vivo
utiizando um modelo alternativo com larvas de Tenebrio molitor. Além disso,
investigamos a atividade imunomoduladora por meio da dosagem de 6xido nitrico e

teste de morte celular.
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A andlise dos resultados obtidos fornece dados importantes sobre a
composicdo quimica, atividade bioldégica e potenciais aplicacbes terapéuticas do
extrato bruto (EB) e das fracbes da planta Krameria tomentosa. A identificacdo dos
diferentes compostos no extrato hidroalcoolico, realizada por meio de técnicas como
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), permitiu a
identificagdo de diversas substancias. Além disso, a analise detalhada revelou a
presenca predominante de flavonoides e taninos na amostra, conhecidos por suas
propriedades antioxidantes (Borges et al., 2011).

Quanto a caracterizacdo quimica do (EB) e da (FAE) observamos que a
maioria dos metabdlitos secundarios encontrados em Krameria tomentosa sao
compostos fenolicos, com destaque para acidos fendlicos, flavonoides, rutina e os
taninos. Esses resultados corroboram com estudos anteriores realizados por Lima
(2018) e Martins (2019), que também identificaram esses compostos nas folhas do
extrato hidroetandlico dessa espécie. A rutina tem despertado interesse na
comunidade cientifica devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas, tais
como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabética e cardioprotetora (Lima et
al., 2021), sendo rica em vitamina P e apresentando funcdes clinicas relevantes na
prevencao de doencas (Ferreira Neto; Santos; Tellis, 2021).

Os flavonoides sdo metabdlitos secundérios encontrados em uma ampla
variedade de fontes vegetais, desempenhando um papel importante na prevencéao de
doencas cardiovasculares, cancer e doencas imunolégicas. Esses compostos sao
subdivididos em diversas classes, incluindo flavondis, isoflavonas, flavonas,
flavanonas, flavanois, antocianinas e taninos condensados. A sua estrutura
fundamental consiste em dois anéis fendlicos (A e B) e um anel C, totalizando quinze
atomos de carbono (C15) (Moraes et al., 2017).

Silva et al. (2012) e Muzitano et al. (2006) ressaltam que a quercetina
(quercetina-3-O-rutinosideo-7-O-rhamnosideo), apresentou atividade anti Leishmania
em promastigotas de L. amazonensis e baixa citotoxicidade para as células
hospedeiras. Esse campo de estudo tem motivado as industrias farmacéuticas a
desenvolverem novos medicamentos de origem vegetal (Jardim, 2019; Morguette et
al., 2022; Oliveira, 2020; Nascimento, 2022).

De acordo com os estudos realizados por Tasdemir et al. (2006), foi possivel
concluir que a quercetina e derivados (7,8 — dihidroxiflavona) possuem atividade

antiprotozoarios potente e eficaz. A maioria dos compostos mais ativos contra
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tripanossomas e Leishmania tém uma estrutura tipica de flavona (2,3 e C-4 da funcéo
ceto) e/ou uma subestrutura de catecol sem obstaculos no anel B, no esqueleto
benzocromona e em 7,8 — dihidroxiflavona.

E paralelo a isso, foi realizado o teste de citotoxicidade em células RAW 264.7,
onde estes sao primordiais nas fases iniciais de desenvolvimento de novas drogas
antiparasitarias. Uma vez que definem a concentragdo a ser utilizada no teste de IC50,
pois com esse valor evita os danos celulares e asseguram a seletividade para o
parasito.

Em contrapartida, o efeito citotoxico observado em células RAW 264.7
tratadas com as maiores concentracfes do extrato pode estar relacionado a ativagéao
celular e consequente geracao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, como
demonstrados pela inducédo da producédo de éxido nitrico pela (FH) das folhas de
Krameria tomentosa em células RAW 264.7.

Os compostos fendlicos sdo considerados marcadores quimicos e
taxondmicos das espécies da familia Leguminosae, pois sdo encontrados em grandes
quantidades e diversidade (Hegnauer; Hegnauer, 1973), e por isso, foram
encontrados em abundéancia no (EB) e (FAE). Logo a baixa citotoxicidade do extrato
pode ser explicada pela presenca desses metabdlitos em sua composicéo, que podem
promover uma acgao protetiva as células, bem como também devido as proteases, uma
vez que o inibidor também apresentou baixa citotoxicidade. Vale ressaltar que fatores
como o tipo celular utilizado para a avaliacdo dos extratos, o tipo de solvente utilizado
para a extracdo e a composicdo quimica dos extratos estudados, certamente
influenciam na sua atividade biolégica e também na sua toxicidade, visto que o BF-
CA foi obtido com agua e ndo com solventes organicos que podem ser téxicos para
as ceélulas (Lima; Cardoso, 2007; Versteg et al., 2017).

Estudos clinicos tém discutido o &cido cafeoilquimico quanto a importancia de
substancias fendlicas como (flavonoides e acidos fendlicos), encontradas em
alimentos de origem vegetal, na preven¢cao de doencas cardiovasculares. Segundo
Vasconcelos et al. (2009), os flavonoides constituem o maior grupo de compostos
fendlicos existentes na natureza e estdo amplamente distribuidos nos vegetais.
(Pietta, 2000).

Procianidina tem sido descrito como principais atividades biolégicas, podemos
destacar: antioxidante (Moretoni, 2008), cardioprotetora (Hooper et al., 2008) e

anticancerigena (Sandhar et al., 2011). Assim como, apresentam atividade anti-
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inflamatoria (Olajuyigbe; Afolayan, 2011), antimicrobiana (Georgiev et al., 2014),
antiviral (Tapas et al., 2008), antialérgica (Sandhar et al., 2011), hepatoprotetora
(Tapas et al., 2008), antidiabética (Kandaswami et al., 2005) e apresenta efeitos no
tratamento de doencas neurodegenerativas (Kumar; Pandey, 2013).

Os ensaios que analisam a toxicidade sistémica aguda sao utilizados para
classificar as substancias conforme seu potencial de letalidade ou toxicidade
(Valadares, 2007). Diversos estudos explicam que todas as substancias podem
apresentar elevada toxicidade de acordo com a maneira que € utilizada, dependendo
apenas das condicdes de exposicdo, como: dose, tempo, frequéncia e via de
administracdo (Valadares, 2007; Zatta et al., 2009; Pires Junior et al., 2012).

Melo (2018) relaciona a atividade citotoxica de extrato aquoso dos ramos de
Krameria tomentosa com a presenca de alguns metabdlitos encontrados na triagem
fitoquimica. Como (flavonoides, proantocianidinas e leucoantocianidina). Resultado
semelhante aos nossos achados.

No que diz respeito a atividade biolégica, os testes de citotoxicidade em
células RAW 264.7 e eritrocitos de carneiro forneceram informacdes importantes
sobre a seguranca das diferentes fragcdes. Enquanto o EB e a FH demonstraram
toxicidade em concentracdes mais elevadas, a FAE mostrou-se ndo citotoxica em
todas as concentracgdes testadas, sugerindo seu potencial uso terapéutico com menor
risco de efeitos adversos.

Além disso, os ensaios in vivo com larvas de T. molitor corroboraram a baixa
toxicidade do EB e da FAE, destacando seu potencial como agentes terapéuticos
seguros. Os resultados dos ensaios leishmanicidas in vitro revelaram que a FAE e a
FH apresentaram atividade contra formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, enquanto o EB e a fracdo aquosa ndo mostraram atividade significativa.
E, assim como outros organismos, T. molitor possui um sistema de defesa contra
infeccbes mediadas pela producéo de espécies reativas, sendo estas produzidas em
excesso em quadros mais criticos (Zhu et al., 2014; Li et al., 2018). Devido a
capacidade do T. molitor produzir espécies reativas em resposta a infec¢ao faz deste
inseto um modelo potencial para o estudo de substancias com carater antioxidante.
Considerando que o (EB) e (FAE) ndo é toxico e que os metabdlitos secundarios
apresentam atividade antioxidante, logo, esse extrato representa um bom indicativo

para futuros testes em modelo de infecgao.
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Os resultados obtidos nos testes de atividade anti-leshimania demonstraram
que o extrato bruto (EB) e principalmente a fragdo acetato de etila (FAE) foram
eficazes contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, com valores
de IC50 indicando sua atividade leishmanicida. No entanto, um aspecto importante a
ser considerado € o indice de seletividade (IS), que é calculado como a razdo entre a
CC50 em células hospedeiras (no caso, células RAW) e a IC50 nas formas
parasitarias. Carmo et al. (2012) Capello et al. (2015).

O indice de seletividade é crucial na avaliacdo da eficacia terapéutica de um
composto, pois indica a capacidade de um tratamento de ser seletivo para o parasita,
minimizando os danos as células hospedeiras. Nesse contexto, uma alta seletividade
€ desejavel, indicando que o composto tem uma acdo direcionada ao parasita,
enquanto tem pouco ou nenhum efeito nas células hospedeiras. No caso deste
estudo, observamos que a FAE apresentou um indice de seletividade mais alto em
comparacao com o EB, o que sugere uma maior eficacia e seletividade dessa fracéo
contra as formas parasitarias.

Neste estudo, observamos que o tratamento com EB e FAE resultou em uma
maior propor¢ao de células apoptéticas em comparacdo com células necroticas, tanto
em formas promastigotas quanto amastigotas de L. amazonensis. Isso € indicativo de
que o EB e FAE estdo promovendo a morte celular de maneira controlada e
programada, minimizando o potencial de danos aos tecidos hospedeiros e reduzindo
a resposta inflamatoria. (Borges et al., 2013).

Portanto, ainducdo de apoptose em vez de necrose é um resultado promissor,
pois sugere que o EB e a FAE tém o potencial de serem agentes terapéuticos eficazes
contra a leishmaniose, sem causar danos significativos as células hospedeiras. Essa
preferéncia pelo apoptose como mecanismo de morte celular destaca a importancia
da seletividade e seguranca dos tratamentos para o desenvolvimento de terapias
eficazes e com baixo potencial de efeitos adversos.

Zangger, Mottram e Fasel (2002) relatam em seu estudo que morte celular
traz beneficios importantes para o hospedeiro no que diz respeito a eliminacdo de
células danificadas, infectadas ou que ndo possuem mais nenhuma utilidade, sendo
capaz ainda, de estimular as fungbes do sistema imunolédgico. Diferente de um
ambiente necrético, as células ndo sofrem lise e sua eliminacdo acontece por meio da
fagocitose, inibindo assim o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria

exarcebada.
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Além disso, € importante discutir a preferéncia pela inducdo de morte por
apoptose em vez de necrose. A apoptose € um processo programado de morte celular
que ocorre de forma controlada, sem causar inflamacdo ou danos aos tecidos
circundantes. Por outro lado, a necrose € uma forma de morte celular ndo programada,
que pode desencadear uma resposta inflamatéria e causar danos aos tecidos
(Kroemer et al., 2009).

Conforme estudo apresentado por Castaneda et al. (2017), a ativacédo de
macrofagos estimula um metabolismo gerador de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e de nitrogénio, bem como peroxinitrito, referido na literatura como “burst”, surto ou
explosdo respiratdria, metabdlica ou oxidativa, caracterizado pelo aumento do
consumo de oxigénio e de ATP (trifosfato de adenosina), aumento da oxidacdo da
glicose pela via da hexose monofosfato, do transporte de elétrons. A exposicao de
células ao estresse oxidativo causa alteracdes nas membranas celulares, danos ao
DNA e reduz a capacidade de reparacdo desta macromolécula (Thirupurasundari;
Padmini; Devaraj, 2009). Estas espécies quimicas sdo altamente reativas e,
geralmente, resultam em degradacéo de proteinas, peroxidagéo de lipidios e oxidacao
do DNA. Estes eventos, por sua vez, podem estar relacionados a varias doencas
cronicas, tais como, diabetes, cancer, aterosclerose desordens neurodegenerativas e
inflamacé&o (Rahman et al., 2007).

Espécies reativas de nitrogénio sdo geradas na cadeia respiratoria
mitocondrial e por meio da acdo da enzima Oxido nitrico sintase, de modo que a
isoforma induzivel desta enzima (inducible NO sinthase, iINOS) é potencialmente
induzida em resposta a estimulos préinflamatérios. Macréfagos sédo ativados por
interferon-y e produtos microbianos, como lipopolissacarideos (LPS), levando a
producao de citocinas pro-inflamatorias e altos niveis de NO. O 6xido nitrico constitui
um potente mediador envolvido nas funcfes microbicidas dos macréfagos, tais como
citotoxicidade contra patégenos intracelulares, virus e tumores (Mcneill et al., 2015).

Embora o NO, seja um importante mediador das fungdes exercidas pelos
macrofagos, sugerimos que a citotoxicidade associada ao extrato, em suas maiores
concentragdes, possa estar relacionada a um mecanismo concentragao dependente
do NO produzido pelas células RAW 264.7. Isto se justifica pelo fato de o extrato ser
capaz de induzir a produgao de NO em concentragéo nao citotdxica (125 pyg/mL). Foi
observado também, a capacidade da FAE em induzir a producéo de éxido nitrico em

células RAW 264.7 sugere assim um potencial efeito imunomodulador dessa fracao.
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Ao realizarmos os testes de atividade antioxidante peles métodos ABTS e
DPPH, foi observado que ambos os extratos obtiveram uma atividade antioxitante
siguinificante. Os antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo ou diminuindo os
efeitos prejudiciais dos radicais livres e compostos oxidantes. Como destacado por
Cardoso (2022), existem diferentes tipos de radicais livres, cada um com diferentes
formas de atuagdo nos organismos, o que torna dificil a existéncia de um método
universal para determinar a atividade antioxidante. Além disso, segundo Melo (2018),
€ importante ressaltar que nenhum antioxidante possui todas as caracteristicas ideais.

Utilizando o método ABTS, observamos a capacidade antioxidante do extrato
bruto das folhas de Krameria tomentosa. Sugere-se que essa atividade antioxidante
esteja relacionada aos flavonoides isolados presentes no extrato, os quais possuem
hidroxilas nos carbonos, capazes de doar elétrons e desencadear a atividade
antioxidante (Lemos et al., 2022).

A atividade antioxidante desperta interesse na pesquisa cientifica devido ao
seu papel na prevencdo de doencas neuroldgicas, cardiovasculares, diabetes e
cancer (Oliveira et al., 2022). Muitos compostos antioxidantes de origem vegetal tém
demonstrado eficacia no combate ao envelhecimento da pele, protegendo as células
contra o dano oxidativo, 0 que 0s torna excelentes matérias-primas para a producao
de cosméticos (Silva et al., 2022).

Melo (2018) em seu estudo do extrato aquoso das folhas de K. tomentosa
apresentou uma atividade antioxidante tdo boa ou maior que a dos padrdes utilizados.
Vale ressaltar que os compostos utilizados como padrbes sdo substancias puras ja
conhecidas por suas propriedades antioxidantes.

Por fim, os testes de atividade antioxidante revelaram que tanto o EB quanto
a FAE demonstraram forte capacidade antioxidante, medida pelos métodos DPPH e
ABTS. Esses resultados destacam o potencial da Krameria tomentosa como fonte de
antioxidantes naturais.

Em concluséao, os resultados deste estudo sugerem que o extrato bruto e as
fracOes da Krameria tomentosa possuem atividades bioldgicas promissoras, incluindo
atividade leishmanicida, baixa toxicidade e potente atividade antioxidante. Esses
achados justificam estudos adicionais para explorar o potencial terapéutico dessa
planta em condicdes médicas, especialmente aquelas relacionadas a inflamacgéo,

infec¢des parasitarias e estresse oxidativo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, concluimos que o extrato
bruto e fragéo acetato de etila das folhas de Krameria tomentosa apresenta grande
potencial na descoberta de novos farmacos para o tratamento das leishmanioses.
Este potencial reside na possibilidade do extrato de potencializar o efeito dos
medicamentos existentes no mercado, ao mesmo tempo em que pode reduzir 0s
efeitos adversos e a resisténcia microbiana associada a esses tratamentos.

A caracterizacdo quimica do extrato bruto (EB) e da fragdo acetato de etila
(FAE) revelou a predominéncia de compostos fendlicos, especialmente flavonoides e
taninos.

Além disso, os ensaios de citotoxicidade em células de linhagem RAW e
eritrocitos de carneiro demonstraram que o EB e a FAE ndo apresentou toxicidade.
Nos modelos in vivo com larvas de Tenebrio molitor, a FAE mostrou-se especialmente
segura, com resultados semelhantes ao grupo controle, enquanto o EB apresentou
uma diminuicdo néo significativa na sobrevida em algumas concentracoes.

Nos testes de atividade anti-Leishmania, tanto o EB quanto a FAE foram
eficazes contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, com valores
de IC50 indicativos de sua atividade leishmanicida. Além disso, observamos que tanto
o EB quanto a FAE induziram predominantemente a morte celular por apoptose.

Os resultados obtidos indicam que o extrato bruto e as fracdes das folhas de
Krameria tomentosa possuem atividades biolégicas promissoras, incluindo atividade
leishmanicida, baixa toxicidade e potente atividade antioxidante. Portanto, € essencial
realizar estudos adicionais para explorar o potencial terapéutico dessa planta em
condicBes clinicas, especialmente aquelas relacionadas a processos inflamatérios,
infeccdes parasitarias e estresse oxidativo. Isso pode envolver a investigacdo dos
componentes quimicos isolados da planta ou o desenvolvimento de um novo

fitoterapico de acordo com as diretrizes da farmacopeia brasileira de 2020.
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O periddico Anais da Academia Brasileira de Ciéncias
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acessar o] sistema no
link https://mc04.manuscriptcentral.com/aabc-scielo.

Por favor, leia estas instrucdes com atencéo e as siga
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Objetivo e politica editorial
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Revisdes

RevisGes sdo publicadas apenas por meio de convite, tendo
ainda que passer pelo processo de revisdo por pares. Contudo,
uma proposta de revisdo pode ser enviada por e-mail para a
Assessoria de publicacdes (aabc@abc.org.br). O e-mail deve
conter os topicos e autores da revisdo proposta, bem como o
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Os AABC permitem que os autores depositem preprints
de seus artigos em servidores de preprint tais como, mas nao
limitados a, ArXiv.org e bioRxiv.org. Contudo, autores devem
atualizar os registros informando que o artigo foi aceito/publicado
pelos AABC.

Cartas ao editor

Cartas ao editor (Letters to the Editor) estardo sujeitas a
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Cartas nao relacionadas a um artigo publicados pelos AABC nao
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Articles
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abreviacoes); 3. Introduction; 4, Materials and
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Short communications
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concisa contribuicdo para pesquisa, a qual progrediu para o
estagio em que os resultados devem ser tornados publicos para
outros pesquisadores do mesmo campo. Uma short
communication também deve possuir Abstract (100 palavras ou
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e ndo pode exceder 1500 palavras. Tabelas e Figuras podem ser
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reduzido. Este tipo de publicacdo nos AABC deve conter
contribuicdes extremamente relevantes, sendo um tipo de artigo
com alta competicao.

ApoOs recebimento e primeira triagem editorial, artigos
serdo avaliados por pelo menos dois revisores, sendo eles de
instituicdes educacionais e/ou de pesquisa tanto nacionais
guanto internacionais, desde que comprovada sua producao
cientifica. Ap6s possiveis correces e sugestdes, o artigo pode
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Nés utilizamos o programa integrado Crossref Similarity
Check para detectar possiveis plagios.

Os AABC nao possuem taxas de submisséo, avaliagéo e
publicacdo de artigos.

Preparacdo de manuscritos

Todas as se¢Bes do manuscrito devem possuir espagamento duplo.
Apds o aceite, nenhuma mudanca sera feita no artigo, de modo que as provas
de prelo precisem apenas de correcfes em erros tipograficos. Lembramos
gue o envio de artigos € feito exclusivamente pelos autores através do nosso
sistema de gerenciamento de artigos.

Tamanho do artigo

Os artigos podem ser de qualquer tamanho necessario para a apresentacao
e discusséao concisa dos dados, mas mantendo-se conciso e cuidadosamente
preparado tanto em termos de impacto quanto de legibilidade. No entanto,
artigos ndo devem exceder 50 paginas, incluindo todos os itens (figuras,
tabelas, referéncias, etc.),a menos que possua autorizagdo prévia do Editor-
Chefe.

Pagina de rosto

A pagina de rosto do artigo deve apresentar 0s seguintes
itens: 1. Titulo do artigo com até 150 caracteres, sem abreviacdes e com a
tentativa de manter o interesse amplo da comunidade cientifica; 2. Nomes
completos de todos os autores. Utilize niUmeros sobrescritos para indicar a
filiacdo de cada autor. 3. Enderecos profissionais e ORCID de todos os
autores, incluindo instituicdo, departamento, rua, numero, CEP, cidade,
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processo de avaliacdo. Este autor ou autora deve ser indicado com um
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N&o cumprir com qualquer dos requisitos acima fara com que o artigo
seja devolvido (unsubmitted) para correcdes.

Abstract

O abstract deve conter até 200 palavras e apresentar as principais
descobertas do artigo, incluindo uma breve introdug¢do, os objetivos do
trabalho e uma conclusdo baseada nas presentes descobertas. Caso 0s
autores estejam submetendo uma revisdo convidada/autorizada, o abstract
deve abordar o principal tema da revisdo e explicitar a contribuicdo de tal
revisdo a area. O abstract ndo deve possuir titulos nem cita¢des/referéncias.

Texto do manuscrito
Todo o texto deve ser escrito com espagamento duplo utilizando a

fonte Times New Roman tamanho 12 ou equivalente, desde que mantida a
legibilidade. Por favor, organize seu texto nas seguintes partes sempre que
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possivel: 1. Pagina de rosto; 2. Abstract (em pagina separada, 200 palavras
ou menos, sem abreviacdes); 3. Introduction; 4. Materials and
Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, se
aplicavel; 8. Author contributions (se o artigo tiver mais de um
autor); 9. References; 10. Legendas de figuras e tabelas, se aplicavel.

Artigos de algumas areas, como por exemplo Ciéncias Matematicas,
devem seguir seu formato padrdo. Em alguns casos, pode ser aconselhavel
omitir a secdo (4) e juntar as partes (5) e (6). Quando aplicavel, a secao
Materials and Methods deve indicar o Comité de Etica que avaliou 0s
procedimentos para estudos em seres humanos ou as normas seguidas para
tratamentos experimentais em animais.

Todos os procedimentos devem ser detalhadamente descritos. Utilize
inglés norte-americano para escrever o texto. Nomenclaturas da area de
Quimica devem ser fornecidos de acordo com a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Cepas de organismos também devem
estar identificadas. Informe nomes de fornecedores de reagentes e/ou
equipamentos. Utilize unidades e simbolos de acordo com o Bureau
International des Poids et Mesures (Sl) sempre que possivel.

Acknowledgments

Devem ser incluidos ao fim do texto, antes das referéncias.
Agradecimentos pessoais devem preceder nomes de instituicdes e agéncias.
De forma ideal, notas de rodapé devem ser evitadas, mas, quando
necessario, devem estar numeradas. Agradecimentos a financiamentos,
subsidios, bolsas de estudo e dividas com outros colegas, bem como
menc¢des a origem do artigo (como uma tese, por exemplo), devem estar
nesta secao. Favor incluir o nome completo da agéncia de fomento, pais e
namero do projeto (se aplicavel).

Abreviacdes

Devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto, exceto por
abreviacdes padrdo e oficiais. Unidades e seus simbolos devem estar em
conformidade com as aprovadas pelo Bureau International des Poids et
Mesures (SI).

Legendas de figuras

Esta informacdo deve ser fornecida ao fim do manuscrito, apos as
referéncias. Todas as figuras devem conter legenda. A legenda deve possuir
uma sentenca introdutéria que descreve as principais descobertas. Todas as
divisbes na figura devem ser identificadas com letras mindsculas, quando
aplicavel (1a, 2a, 2b, 3c, 3d, etc.). Quando for o caso da utilizagdo de barras
de erro, favor informar se um nimero que vem apds o simbolo + é um
Standard Error Of Mean (SEM) ou standard deviation of mean (SD). Deve ser
informado na legenda se o resultado apresentado representa N experimentos
individuais.

Tabelas

Cada tabela deve possuir um pequeno titulo acima da mesma. Notas

abaixo da tabelas também pode ser utilizadas. Tabelas devem ser citadas no
artigo em algarismos romanos (Table |, Table Il, Tables IV and V, etc.).
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Tabelas devem ser submetidas separadamente em arquivos editaveis,
preferencialmente .doc ou .docx.

Figuras

S0 serdo aceitas figuras de alta qualidade (minimo de 300 dpi). Todas
as ilustracdes serdo consideradas figuras, incluindo desenhos, graficos,
mapas, fotografias, esquemas, etc. Seu posicionamento tentativo deve ser
indicado, assim como todas as figuras devem ser citadas com seu respectivo
ndamero ao longo do texto. Figuras devem ser enviadas de acordo com as
seguintes especificacdes: 1. Desenhos e ilustracdes devem estar em formato
.PS/.EPS ou .CDR (PostScript ou Corel Draw) e nunca inseridas no
texto; 2. Imagens ou figuras em escala de cinza devem estar em formato .TIF
e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser enviada em arquivo
separado; 4. Figuras devem, a principio, ser submetidas no tamanho em que
espera-se que estejam publicadas no periédico, ou seja, largura de 8cm (uma
coluna) ou 16,2cm (duas colunas), com a altura maxima de cada figura e
respectiva legenda sendo menor ou igual a 22cm.

As legendas das figuras devem ser enviadas com espagamento duplo
em péagina separada. Cada dimensdo linear dos menores caracteres e
simbolos ndo pode ser menor que 2mm apos reducédo. Figuras coloridas sdo
aceitas tanto como figuras em preto e branco. No entanto, 5 figuras em p/b
sdo sem custo aos autores, enquanto cada figura colorida na versdo impressa
sera cobrada dos autores, com a comunicac¢do sendo feita durante a fase de
producéo (apds o processo de avaliagdo). De modo a padronizar a contagem
e cobranca de figuras preto e branco, tabelas que ocupem dois tergcos da
pagina ou que tenham mais que 12 colunas ou 24 colunas serdo consideradas
figuras p/b. Manuscritos de Matematica, Fisica ou Quimica podem ser
redigidos em TEX, AMS-TEX ou LaTeX, desde que o arquivo .BIB seja
enviado junto. Manuscritos sem férmulas podem ser enviados em .RTF ou
doc/docx para Windows.

Referéncias

Os autores sdo responsaveis pela exatiddo das referéncias, bem
como suas respectivas citagdes. Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem
ser incluidos. Comunicacdes pessoais (Smith, personal communication)
devem ser autorizadas por escritos pelos envolvidos. Referéncias a teses,
abstracts de encontros (ndo publicados em jornais indexados) e manuscritos
em preparacdo ou apenas submetidos, mas néo ainda aceitos, devem ser
citados no texto no formato (Smith et al., unpublished data) e NAO devem ser
incluidos na lista de referéncias.

Referéncias devem ser citadas no texto no formato a seguir sem a
aspa simples, ‘Smith 2004’, ‘Smith & Wesson 2005’ ou, quando ha 3 ou mais
autores, ‘Smith et al. 2006’. Quando houver dois ou mais artigos cujo nome
do primeiro autor e ano de publicacdo sdo idénticos, as referéncias devem ser
diferenciadas por letras minusculas, como em ‘Smith 2004a', ‘Smith 2004b’,
etc.

As referéncias devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o
nome do primeiro autor, sempre na ordem SOBRENOME XY, sendo X e Y as
iniciais. Se ha mais de 10 autores na referéncia, usar SOBRENOME XY ET
AL., sem listar os demais autores. Referéncias devem conter também o titulo
do artigo. Os nomes dos periédicos devem estar abreviados sem italico,
pontos ou virgulas. Para as abreviacfes corretas, verifique listas das maiores
bases de dados nas quais o periddico esta indexado, ou consulte a World List
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of Scientific Periodicals. A abreviacao a ser usada em referéncias dos Anais
da Academia Brasileira de Ciéncias € An Acad Bras Cienc. Os seguintes
exemplos devem servir de guias para sua lista de referéncias em nossa
revista:
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