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RESUMO

A leishmaniose é considerada um problema de saibkc@, principalmente devido a
presenca de diferentes espécies enzooticasedtmania envolvendo muitos hospedeiros e
diferentes insetos vetores. Os antimoniais pergates permanecem como as drogas de primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses hadad&8 anos, no entanto, sua utilizacdo vem
sendo comprometida devido, principalmente, a @stsd desenvolvida pelo parasita ao
medicamento. Assim, a escolha de drogas derivaglatadtas baseada no estudo e utilizacdo de
praticas da medicina tradicional devem aparecerocoiwva estratégia para o controle da
leishmaniose. No entanto, é importante verificag glgumas destas drogas podem ser toxicas ao
organismo, podendo inclusive apresentar propriexigdeotdxicas, causando alteracdes no DNA
com consequente aumento no risco de carcinogéAeldocrotina (2-[N-(2-methylbutanolyl)]-
N-phenylethylglutarimide) € um alcaldide glutarimidsolado da espéci€roton pullei var.
glabrior Lanj. (Euphorbiaceae), encontrada amplamente na$tib Amazonica e conhecido por
possuir potente efeito leishmanicida. Desta forma, presente estudo avaliamos o efeito
citotoxico e genotoxico da Julocrotinaa partir dis&o do MTT e Ensaio do Cometa (versdo
alcalina) em cultura de linfécitos humanos. Comeultado, o alcaldide ndo demonstrou
citotoxicidade em linfécitos humanos nas concebBiactestadas. No entanto, a julocrotina
mostrou-se genotoxica para linfécitos humanosdoaaom a maior concentragcdo (632uM) da
substancia. Apesar dos resultados de citotoxicigadecem promissores no que diz respeito ao
uso da julocrotina no tratamento da leishmanios&feito genotoxico observado reforca a
necessidade de se obter as devidas precaucfeso gqaantseu uso como fitoterapico

leishmanicida.

Palavras - chaveéroton pullej julocrotina, genotoxicidade, ensaio do cometgtgtdo MTT.



ABSTRACT

Leishmaniasis is considered a public health problemainly due to the presence of
different species of enzootieishmaniainvolving many different hosts and insect vectdrise
pentavalent antimony remain the first choice driggsthe treatment of leishmaniasis for more
than 50 years, however, its use has been comprdndise mainly to the parasite developed
resistance to the drug. Thus, the choice of dregsved from plants based on the study and use
of traditional medicine practices should appeaa agw strategy for the control of leishmaniasis.
However, it is important to note that some of theéseys can be toxic to the body and may even
have genotoxic properties, causing changes in DNi#h wonsequent increased risk of
carcinogenesis. Julocrotine (2 -[N-(2-methylbutgh$N-phenylethylglutarimide) is an alkaloid
isolated from the speci&Sroton pulleivar. glabrior Lanj. (Euphorbiaceae), widely found in the
Amazon jungle and known to possess potent leistoititi effect. Thus, the present study
evaluated the cytotoxic and genotoxic effects fgrotina using the MTT and the Comet Assays
in cultured human lymphocytes. Our results shoviradl the alkaloid did not show cytotoxicity in
human lymphocytes at the concentrations tested.edexy julocrotine showed to be genotoxic to
human lymphocytes treated with the highest conagatr (6321M) of the substance. Although
the cytotoxicity results seem promising with reggecthe use of julocrotina in the treatment of
leishmaniasis, the genotoxic effect observed redef® the need to obtain the necessary cautions

for its use as an herbal leishmanicidal.

Keywords:Croton pullej julocrotine, genotoxicity, comet assay, MTT assay
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1. INTRODUCAO

1.1. LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo doencas causadas por pratszafy géneroLeishmania
transmitidas por meio de vetores flebotomineosctiafios. Essas doencas possuem um
espectro grande de manifestacdes clinicas, sends diferencas relacionadas a espécie de
Leishmania envolvida (WHO, 2011). As leishmanioses sédo zoomosensideradas,
inicialmente, de transmissdo essencialmente sikjesstando limitadas a areas rurais e a
pequenas localidades urbanas. No entanto, tal adlatransmissdo vem apresentando
mudancas em decorréncia das modificacbes socioatalsie como o desmatamento e o
processo migratério caracterizado pelo éxodo rigggndo o homem para as periferias das
grandes cidades (Ministério da Saude, 2011).

As leishmanioses sao consideradas pela Organidfigadial de Saude como uma das
seis mais importantes doencas parasitarias, afe@ngopulacdes de 88 paises (66 do Velho
Mundo e 22 do Novo Mundo) de quatro continentesialAdfrica, Europa e Ameérica).
Estima-se uma prevaléncia global de 12 milh6esedsqgas infectadas e de aproximadamente
350 milhdes de pessoas vivendo em areas de risetD(VE011). Na Regido Amazbnica, a
leishmaniose é um problema de saude publica, palmoente devido a presenca de diferentes
espécies enzodticas deeishmania envolvendo muitos hospedeiros e diferentes isseto
vetores (Lainson; Shaw, 2005).

Mais de 15 espécies deeishmaniasdo conhecidas por causar duas manifestacdes
clinicas da leishmaniose, que séo a leishmaniggententar e a leishmaniose visceral (Croft
et al, 2006). No Brasil, a média de casos de Leishmaniisceral (LV) no periodo de 2005
a 2009, foi de 3.679 casos/ano, com uma taxa didmte de 5,8% em 2009. A LV é uma
doenca cronica e sistémica e que quando néo trgiada evoluir para o 0bito em mais de
90% dos casos. Quanto a Leishmaniose Tegumentaridema (LTA), no periodo de 2000 a
2009, foi registrada no Brasil uma média de 24 &&bs confirmados de LTA no Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) (Psdiset al, 2011).

O tratamento € feito com o objetivo de obter a alirgica dos doentes, no entanto,
devido ao parasito ser intracelular este objetidifi€il de ser alcancado. Diante disso, se
busca uma “cura” parasitologica e clinica inicialmanutencdo do tratamento por tempo

suficiente para prevenir recidiva (FUNASA, 2000).



1.2.  UTILIZACAO DE PRODUTOS NATURAIS PARA FINS TERAPEUTI COS

Ha muitos anos o homem vem utilizando os recursodlata no tratamento de
diversas patologias. Foi através da observacao explerimentacdo pelos povos primitivos
qgue as propriedades terapéuticas de determinagadapl foram sendo descobertas e
propagadas de geracdo em geracgao, fazendo pacidtda popular (Turolla; Nascimento,
2006). De acordo com Balunas e Kinghorn (2005) 268 drogas prescritas no mundo sao
de origem vegetal. Entre 2001 e 2002 quase umajdas farmacos mais vendidos no mundo
eram obtidos diretamente ou derivados de fontesaiat

Os produtos naturais se constituem na principakefde produtos bioativos exercendo
importante papel na medicina popular e também ndian@a moderna. A falta de acesso a
medicina tradicional e aos medicamentos industadlbs leva grande parte da populacdo
mundial a utilizar compostos de origem naturala ggra prevencao ou para o tratamento de
enfermidades (Akerele, 1993). Segundo dados dan@ay#io Mundial da Saude (OMS,
2000), 80% da populacéo dos paises em desenvohdragliza-se de praticas tradicionais na
atencdo primaria, e desse total, 85% usa plantalicima&s ou preparacdes destas. Ainda
segundo a OMS as praticas da medicina tradicioquaraliram globalmente na ultima década
e ganharam popularidade.

Sabe-se que 61% das 877 moléculas introduzidasray@éutica entre os anos de 1981
a 2002 foram inspiradas em produtos naturais, sendd 6% delas sdo empregadas
diretamente como a substancia original, 27% foranwvaddos de produtos naturais, 5% sao
compostos sintéticos com farmacoforos derivadoprddutos naturais e 23% sédo sintéticos
obtidos do desenho estrutural originado de um goodatural. Esses dados mostram que 0s
produtos naturais tém grande valor intrinseco dente da sua atividade biolégica, o que
vem estimulando as companhias farmacéuticas (Crdggman, 2003; Oliveira; Braga,
2003).

Exemplos claros da importancia dos produtos nauraiterapéutica médica podem
ser encontrados nos Estados Unidos da América, estdelocalizada a grande maioria das
indUstrias quimico-farmacéuticas do mundo, determon isso uma grande parcela do
mercado mundial farmacéutico. Essas industriasy a@lé sintese, vém também trabalhando
no isolamento de produtos naturais que possamrsesuwo futuros agentes terapéuticos
(Borris, 1996; Patwardhan, 2005).

O Brasil é detentor de uma abundante flora e faonasua peculiar diversidade para

o fornecimento de produtos naturais que sao ufitigacomo remédios na profilaxia,



tratamento e cura de diferentes tipos de patolo@astre tais patologias podemos citar: as
micoses, a malaria, o diabetes, os altos nivebsterol e determinados tipos de canceres
(Matos; Matos, 1989; Van Den Berg, 1993; Fagaal, 1997; Pintcet al, 2002; Moraest

al., 2003). O uso de tais produtos no tratamentoagi@adas patologias baseia-se em estudos
etnobotéanicos, a partir do uso repetitivo e tradial. Através destes estudos foi possivel
reconhecer que 0s vegetais possuem classes deesaddotjuimicos com diversas acdes

terapéuticas, como efeitos antioxidantes, antindut@gs e até anticarcinogénicos (Kusamran
et al, 1998; Nakamurat al, 1998).

No entanto, Vicentiniet al (2001) relataram que os chas e infusbes de planta
medicinais também podem conter substancias toxioas efeitos mutagénicos. Por esta
razdo, nao é correto afirmar que as plantas safibas ao organismo humano somente por
serem plantas, pois elas podem apresentar sutztdaonacologicamente ativas que podem
afetar o organismo dos que fazem uso delas. Assibgtancias que em principio podem ser
consideradas como terapéuticas também podem cafisdos indesejados ou toxicos
(Teixeiraet al, 2003; Pinheet al.,2010).

Apesar do exposto, muitos produtos naturais ainda foram cientificamente
estudados para avaliar suas qualidades, segurafigzea (Simbegt al, 2001; Teixeiraet
al., 2003; Calixto, 2005; Soarest al, 2006). Exemplo disto ocorre no Brasil, onde a
populacdo habitualmente utiliza chéas e infusGea paratamento de doencas, sem que haja
evidéncias cientificas que comprovem a eficacisaetedratamentos. Portanto, o consumo

destes produtos deve ser monitorado (Haéetd., 2002; Funari; Ferro, 2005).

1.3. JULOCROTINA

Como ja descrito anteriormente, nos paises em vdesénento, a medicina
tradicional é usada para tratar a maioria das d@senipcluindo a leishmaniose. Neste
contexto, o enorme potencial farmacéutico da Redi\@mazonica tem atraido atencéo
internacional tanto da comunidade em geral quaatdeahtifica (Guimaraest al, 2010).

Dentre as inUmeras substancias naturais com patetecapéutico encontradas na
Amazbnia temos a julocrotina. A Julocrotina  (2-[ArGethylbutanolyl)]-N-
phenylethylglutarimide) (Figura 1), € um alcaldigeitarimida isolado da espécferoton
pullei var. glabrior Lanj. (Euphorbiaceae) (Figura 2), encontrada ameidenna Floresta

Amazonica (Secco, 1992; Gallenmdiliral, 2001; Barbosat al., 2007). Diversas plantas



do género Croton tém demonstrado possuir efeitos antiinflamatéripsppriedades
antitumorais e efeito leishmanicida. Rocetal (2008) ao tratarem camundongos com
extrato metandlico das folhas @e pullei, verificaram que tal extrato reduzia de forma dose-
dependente, o numero de contor¢cbes abdominais emncd®ngos, sugerindo uma atividade
antinociceptiva da planta, além disto, o extraibiino edema de orelha induzido pelo 6leo de
croton e reduziu a migracdo leucocitaria no testepdritonite induzida por carragenina,
indicando uma atividade antiinflamatéria. De acardm estes resultados, pode-se justificar o
bom uso medicinal d€roton pulleivar. glabrior Lanj. (Euphorbiaceae), contra patdgenos
que causam dor e inflamacdo. Propriedades antinism@o extrato da raiz d€roton
membranaceuMull. Arg. (Euphorbiaceae) também j& foram relataden neoplasias de
prostata (Mshanet al., 2000).

O efeito principal da julocrotina parece ser oheianicida. Guimaraest al. (2010)
em testedn vitro com macréfagos de camundongo infectados com arotesityatados com a
julocrotina, observaram que a substancia reduzi@@¥h estes parasitas. Os autores também
observaram alteracbes nas membranas dos promastagt.(L.) amazomensigatados com
a julocrotina, incluindo a membrana plasmatica, glexo de Golgi, membrana flagelar e
alteracdes na organizacdo da cromatina nucleags Essultados sugerem que a julocrotina é
citotdéxica para os parasitas intracelulares, auamelat a efetividade da resposta microbicida
dos macréfagos produzindo éxido nitrico (NO) e inélitos reativos de oxigénio.

=

W

Figura 1- Estrutura quimica da julocrotina (Guineset al, 2010).



Figura 2:Croton pulle var.glabrior Lanj. (Acervo pessoal).

Outros alcaldides sdo citados por possuirem potatitedade antileishmania.
Delorenziet al (2001) demonstrou quealcaldidecoronadine inibiu 100% o crescimento
promastigotas em apenas 6 dias e diminuiu a sofémsia dos amastigotas cL.
amazonensisEm outro estudo, Rochet al. (2009) avaliaram a acdoishmanicida dos
alcal6ides totais d@rotalaria retusae observaram uma potente acao destes alcal6idea
células dd_eishmaniachagasi

Apesar de existirem varios produtos naturais usapas conter a acao d
leishmanioses, € valido ressaltar (os usos de tais produtos ainda ndo efetivos para
erradicar nenhuma forma da doenca. Os antimon@itapalentes séo as drogas de prin
escolha entre as usadas para o tratamento dam#iglses, interferindo na bioenergética
formas amastigotas deeishmanii. No entanto, tais drogas apresentam toxicidad#iaa €
renal (Ministério da Saude, 2003). Assim, a intiécesido de estudos e utilizagdo de drc
derivadas de plantas na medicina tradicional tetho sima estratégia importante pari

controle da leishmaniose (Mendor-Filho et al,, 2004).



1.4. GENOTOXICIDADE DE ALCALOIDES

Populacdes humanas podem apresentar danos genpticosxposicdo acidental,
ocupacional ou ambiental a agentes genotoxicosiqusnfisicos ou mesmo bioldgicos. Estes
agentes podem interferir no adequado desenvolvondatcélula causando danos em seu
material genético, conferindo grande risco para esedvolvimento de doengas como
neoplasias (Natarajan, 1993).

Os danos no DNA induzidos por diversos agentes géataos quimicos, fisicos ou
biolégicos, podem ser reparados ou processadosnuigss deles podem levar & formacéo de
aberracdes cromossémicas (AC). As AC induzidas mpoder estaveis ou ndo, onde as
primeiras referem-se a pequenos danos, translacaedigprocas e algumas aneuploidias, que
nao impedem a divisdo e proliferacdo celular, enguaue as nao-estaveis, como 0s
cromossomos dicéntricos e em anel, grandes delecfiagmentos, normalmente séo letais a
célula. Diferentes alterac6es podem se acumulasuaesssivas divisdes celulares e produzir
mutacbes em genes, 0s quais teriam um papel fumdaihme processo de carcinogénese
(Little, 2000).

Os agentes quimicos e fisicos capazes de inddiamecdo de AC sdo chamados de
agentes clastogénicos, podendo ter seu potencigdctddo por varios testes de
mutagenicidade tais como a analise de aberracdesssdmicas em células metafasicas, o
teste do micronucleo, o teste do cometa, entr@®&l- Sabatiet al, 1992; Guimaraest
al., 2003; Movajagtet al, 2005).

Neste contexto, faz-se necessario o estudo gewot@d substancias com potencial
uso terapéutico e que nao apresentam relatos aiteesfe sua acdo no DNA, como a
julocrotina, sobretudo pelo fato de ja existiremdémcias da atividade genotoxica dos
alcaldides. Por exemplo, um estudo realizado parg@o al. (2007) mostrou que alcalbides
isolados da raiz e do rizoma deratrum japonicun{Baker) apresentaram um claro efeito
genotdxico em células cerebrais de camundongogatto ensaio cometa.

Em outro estudo, Boeirat al (2001) avaliaramn vitro os efeitos genotoxicos dos
alcaléides harman e harmina (presentes em planmtpimente usadas em praticas médicas)
utilizando células V79 (fibroblastos de pulméo denbter). Tais autores verificaram que 0s
alcaldides aumentaram a frequéncia de células cmmagdes cromossdmicas e induziram
dano no DNA avaliado pelo ensaio Cometa, provavelen&omo consequéncia de sua

habilidade de induzir quebras na fita do DNA.



Finalmente, Santos-Mellet al. (2002) mostraram que alcalbides extraidoSeleecio
brasiliensis (Sprengel) ainda apresentavam a capacidade deirindiicronicleos em
eritrocitos policromaticos de medula 6ssea de yatesmo depois de serem estocados por

mais de 23 anos sob diferentes condi¢cbes ambientais

1.5. CULTURA DE LINFOCITOS HUMANOS COMO MODELO DE ESTUDO

Os linfécitos sdo células responsaveis pela exdmadéria especificidade das respostas
imune adaptativas de nosso organismo. Como podastema figura 3, eles sado produzidos
na medula 0ssea e estdo presentes em grande qdantid corrente sanguinea, na linfa
(fluido incolor presente nos vasos linfaticos, goaeectam os linfonodos do organismo uns

com 0s outros e com a corrente sanguinea) e nasligféides (Alberet al, 2004).
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Figura 3: Os tipos celulares que a medula éssepazae formar (http://images.google.com.br).



Devido a sua grande abundancia na corrente samguaselinfocitos em cultura
tornaram-se um modela vitro bastante vantajoso para diversos estudos, comexganplo,
os de genotoxicidade, citotoxicidade, entre outab&m de oferecerem inUmeras facilidades
metodoldgicas, uma vez que sdo células de facénghb (puncdo venosa) e podem ser
obtidos praticamente livres de contaminacdo. Ogitamde vantagem dos linfécitos é a sua
facilidade de desenvolvimento em cultura por longasodos (Wnulet al, 2009).

Todas as vantagens citadas acima justificam a autititeacdo das culturas celulares
de linfécitos em estudos citogenéticos, tanto @ssitos (teste do microndcleo, ensaio do
cometa e aberracdes cromossdmicas), quanto osutarks (FISH), o que ressalta a utilidade
destes modelos em estudos de genotoxicidade, c@moi @roposto.

Portanto, o presente estudo objetiva gerar infobemca respeito do efeito da
julocrotina no DNA de linfécitos humanos, uma vere gesta substancia ja& demonstra um
claro efeito antileishmanicida, podendo no futugo ilizada efetivamente no tratamento da
leishmaniose. A importancia desta analise residéattode que danos genotoxicos gerados
por medicamentos podem aumentar o risco de ca@mesg em pacientes submetidos ao
tratamento com 0s mesmos. A expectativa € de quesakados produzidos nesta dissertagéo
colaborem no sentido de auxiliar na implementag@@stratégias de tratamento que sejam
seguras e eficazes no controle da leishmaniose,quo@devem em consideracdo os efeitos

adversos gue tais tratamentos possam exercer no DNA



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho objetivou avaliar vitro os possiveis efeitos citotdéxicos e genotdxicos
de diferentes concentracdes do alcaldide glutaaitbcrotina isolado da espédie pullei
em cultura de células linfocitarias humanas procextede sangue periférico humano.

2.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar a citotoxicidade de diferentes concegiies de julocrotina em cultura de linfocitos
humanos através do ensaio do MTT,;

b) Avaliar o indice de dano ao DNA demonstrado pealélulas apds o tratamento com
diferentes concentrac¢des da julocrotina utilizao@msaio do cometa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Extracao e Isolamento da Julocrotina

A julocrotina foi gentilmente cedida pela ProBiselle Guilhon do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Para. A extrac@oisolamento da substancia foram

realizados de acordo com Barbesal (2007).

3.2. Coleta do sangue

Sangue periférico foi coletado de 3 (trés) indivslthigidos, sendo duas mulheres e
um homem com idade entre 28 e 30 anos, 0s quatkecien aos padrdes exigidos para a
realizacdo de testes genotoxicos. Os voluntariomnfo entrevistados e forneceram
consentimento escrito de participacdo no estudsayue foi coletado com o auxilio de
seringa descartavel de 20 mL, devidamente hepadaifLiquemine — Laboratdrio Roche,
5000 U/mL) para evitar a coagulacéo.

3.3. Isolamento de linfécitos coRicoll Paque®

Apés a coleta, o sangue periférico foi diluido ngppr¢cédo de 1:1 (6 mL de sangue: 6
mL de solucdo salina) em solucdo salina estérb%,8A amostra foi homogeneizada por
inversdo e submetida a uma nova diluicad~&oll Paque® (especifico para o isolamento de
linfécitos T) na propor¢cédo de 3:1 (3,5 mL Beoll Paque®: 10,5 mL de sangue diluido),
sendo primeiramente acrescentad&icoll e entdo cuidadosamente o sangue diluido para
evitar a mistura. Apés este processo, os tubosacamostra foram centrifugados a 1500 rpm
por 30 minutos para separar os linfécitos de outtementos sanguineos. O aspecto obtido
apos a centrifugacdo é a formacdo de quatro camadas 0 plasma na por¢ao superior
seguido de uma fina camada mais esbranquicadanfdeiios, outra um pouco mais clara
contendoFicoll e por ultimo, na porcéo inferior, uma camada dewgbs vermelhos. O
conteudo (plasma + linfocitos) foi coletado e tfarido cuidadosamente para outro tubo,

com o auxilio de uma pipetRasteur estéril, homogeneizado por inversdo e em seguida
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diluido em solugéo ddanksestéril na proporcao de 3:1 (9 mL da solu¢céablaeks 3 mL da
mistura de plasma + linfcitos). Posteriormentenaterial foi centrifugado a 1100 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado deixahdmlL de conteudo, o qual foi
ressuspendido em 4 mL de solucadHdmkse levado novamente para centrifugacédo a 1200
rpm por 5 minutos. Apoés esta etapa, o sobrenadantiscartado por inversédo e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de meio de culturalRBND estéril suplementado com 20%
de SBF completo e 4% fito-hemaglutinina A. A cortcagéo celular foi determinada pelo
método de exclusao utilizando azultdpan (10 pL da suspenséao de células + 10 pL de azul
de tripan4%) e a contagem das células foi realizada comdli@awde uma camara de
Neubauer

3.4. Separacgdo de Linfécitos por Decantagéo

O sangue da seringa foi transferido lentamente g@igatubos de ensaio esterilizados
(10 mL em cada tubo). Apés a transferéncia do sanggl tubos foram fechados e cobertos
com papel aluminio para evitar a exposi¢cédo a lest®forma, os tubos foram deixados em
repouso por cerca de 2 horas a temperatura ampéefibe de se obter o plasma separado das
hemacias. Apds este tempo foram obtidas duas faseBemacias (cor vermelha) na fase
inferior e o plasma (cor amarela) na superior. Gaxilio de uma pipetRasteur o plasma
foi cuidadosamente retirado dos dois tubos de eresaiansferidos para um terceiro tubo de

ensaio estéril, havendo o cuidado de se coletalieupa de células sobre as hemacias.

3.5. Teste de Viabilidade Celular

Para a avaliacdo deste parametro foi utilizadostetdo MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Amresa). O principio do método € a reducdo de
um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT, gmimas mitocondriais resultando em
um produto azul/roxo chamado formazana que podgusartificado por espectrofotometria.
Desta forma esta reacdo ocorre somente em célil@s v que estejam com suas
mitocondrias ativas, configurando-se assim um ensgaisatil e quantitativo para avaliacéo da

viabilidade celular (Mosmann, 1983).
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Os linfocitos isolados corricoll Pague® foram cultivados em placas de cultura de 96
pocos (Corning) a uma concentracdo de 0,5 x#ulas/poco e incubados durante 24 horas
em meio completo (RPMI 1640 + 20% soro bovino fetad% fito-hemaglutinina A) em
estufa de C@5% a 37°C. Apos o periodo inicial de incubacaa;&slas foram tratadas com
diferentes concentragdes de julocrotina duranted?ds. Apos o tratamento, 100 pL de MTT
(5000 pug/mL) foram acrescentados as células par&hEm seguida, o MTT foi retirado e
foram acrescentados 100 pL de dimetilsufoxido (DMS@ma®) por uma hora, com o
objetivo de dissolver a formazana obtida duranj@aresso. O DMSO foi entédo lido em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 562(Maladareset al., 2007). A
sobrevida celular foi calculada como a porcentagerabsorbancia em relacdo a absorbancia
do controle. As concentragcfes de julocrotina atdlees foram: 19,75; 39,5; 79; 158; 316; 632
e 1.264 uM. Tais concentracdes foram definidasrér ghp trabalho previamente publicado
por Guimaraegt al (2010). Como controle positivo foi utilizado d@rasometilurea (NMU),

um composto alquilante carcinogénico.
3.6. Ensaio do Cometa (versao alcalina)
3.6.1. Principio da Técnica

Esta técnica foi desenvolvida por Sirgghal. (1988) e, posteriormente, modificada por
Andersonet al. (1994). A técnica corresponde a um ensaio de graedsibilidade para a
deteccdo de vérios tipos de danos no DNA (quebrditde duplas ou simples, danos
oxidativos e ligacbes cruzadas) induzidos por c@tgm genotoxicos e mutagénicos.
Partindo-se do pressuposto de que o DNA encontfarsemente compactado dentro do
nacleo, formando algcas de 5-200 Kpb, as quais sentram aderidas a uma rede protéica ou
matriz nuclear (Cook; Brazell, 1976; Coek al., 1978; Raziret al., 1995; Erikssoret al,
2002); se células embebidas em agarose tiveremnseabranas lisadas por detergentes e
suas proteinas nucleares (incluindo as histondslidas com altas concentracdes de sais, 0
DNA, sendo maior e mais pesado que o0 restantealopanentes ocupara um espaco no gel,
o qual era anteriormente preenchido pela célul@ré setido em uma estrutura residual
semelhante a um nlcleo denominada nucledide (CBodkzell, 1976). Desta forma, o
nucledide é por definicdo, uma série de alcas supeeladas de DNA desprovido de
histonas, aderidas a matriz nuclear residual datéwm do ndcleo da célula. Portanto, caso

existam quebras na molécula de DNA, a estruturauttedide sofrerd mudancgas, uma vez
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que as alcas de DNA se desenovelam, tornando-sefroakas e formando um halo (Cook;
Brazell, 1976; Coolet al.,1978; Vogelsteiret al., 1980).

3.6.2. Preparacao das Laminas

As laminas foram previamente cobertas em soluc@mdeose (ponto de fusdo normal
- 1,5%). Posteriormente, foram mantidas em tempexraambiente até a solidificacdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promowadtesdo na segunda camada de agarose
(baixo ponto de fusdo - 0,8%), na qual a amostra dauida. Os linfocitos obtidos por
decantacédo foram cultivados em meio RPMI completd®2p horas. Apos 20 horas, diferentes
concentracdes de julocrotina (79, 158, 316 e 632 fokém adicionadas as culturas por 3
horas. Apos este periodo foram coletados 450 pdnuestra de cada grupo e em seguida feito
uma centrifugacdo a 1000 rpm por 5 min. Como ctmthoositivo foi utilizado o
quimioterapico doxorrubicina a 3 pg/mL. Posteriontee o sobrenadante foi descartado
deixando 30 pL para a ressuspenséao. Deste contEhigd, foram acrescentados em 300 pL
de agarose de baixo ponto de fusdo (0,8%), sendo seguida homogeneizado.
Subsequientemente, 100 pL deste conteudo foramadpsicrapidamente sobre cada lamina
contendo agarose e em seguida, cada lamina foitaadmm uma laminula (24 x 60 mm). As
laminas foram mantidas a 4 °C por 5 min até aifickgdo da agarose. Apés este periodo, as
laminulas foram removidas cuidadosamente, e asé@minergulhadas em solucdo de lise
(2,5 MNaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1 % Triton X80 e 10 % DMSO; pH: 10) e

mantidas a 4 °C e protegida da luz.

3.6.3. Eletroforese

Apés a remocdo das laminas da solugdo de lise, emsnas foram dispostas em
posicdo horizontal na cuba de eletroforese. Emidaga cuba foi preenchida com a solugao
de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pHi3) a 4 °C recém-preparada, a um nivel
superior (0,25 cm, em média) as laminas. As lamiosn mantidas em repouso por 20 min
antes da eletroforese a fim de permitir o desemaovehto do DNA, o afrouxamento de suas
ligacdes e a exposicdo dos sitios alcali-labeigisAgste processo, a eletroforese foi realizada
a uma tensao (d.d.p: diferenca de potencial) d& 8 corrente de 300 mA por um periodo
de 25 min. Vale ressaltar que todos esses procémsws realizados em baixa luminosidade.

Apbs a eletroforese, as laminas foram retiradasutta e mergulhadas rapidamente es® H
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destilada gelada (4 °C) para a remocao dos resqudei solugdo de eletroforese e em seguida
transferidas para um novo mergulho epOHlestilada gelada por 5 min para a neutralizacao.

3.6.4. Coloracgéo

As laminas foram fixadas com etanol a 100% por 13 enposteriormente coradas com
50 puL de solugdo de Brometo de Etidio (20 pg/mun &eguida, foram cobertas com

laminula (24 X 60 mm) para a realizacédo das arglise

3.6.6. Analise das Laminas

As laminas foram visualizadas em microscopio deréacéncia, analisando-se um

total de 100 células. A analise foi feita pelo @adde escores (que vai de 0-4) (Figura 4) de

acordo com o tamanho e intensidade da cauda dot@omee representa o nivel de

fragmentacdo de DNA, indicando o grau de lesaadsofrela célula:

Nivel 2
Nivel 1
Nivel 3 Nivel 4

Figura 4: Padréo de escores utilizados para detagéo do indice de dano no teste do cometa (btath 2011)
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0 = sem danos (<5%)

1 = baixo nivel de danos (5-20%)

2 = médio nivel de danos (20-40%)
3 = alto nivel de danos (40-95%)

4 = dano total (95%)

3.7. ANALISES ESTATISTICAS

Para os dados que se enquadraram nas premissasrddidade, foi utilizado o teste
de andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste deeyuPorém, para os dados que nao se
enquadraram na premissa de normalidade foi utdizad teste ndo-paramétrico, denominado
Kruskal-Wallis. O nivel de significancia considevafi de 5%. O programa utilizado para
realizar as analises foi o BioEstat versdo 5.0 €8¢t al.,2007).
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4. RESULTADOS

4.1. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Os resultados dos ensaios de viabilidade celulatiaglos 24 horas apds o tratamento
com a julocrotina, demonstraram que néo houve digéo significativa nas porcentagens de
sobrevivéncia (Figura 5). No entanto, uma diminoigstatisticamente significativa nas
porcentagens de sobrevivéncia foi observada nfixiios apos tratamento de 24 horas com o
controle positivo NMU a partir da concentracao d@é M. Os valores de viabilidade celular
foram de 69,7; 78,4; 70,6; 64,2; 51,9; 45,7 e Bb,para o NMU e 121,3; 109,2; 115,4;
105,4; 115,2; 107,2 e 108,2 % para a julocrotira gencentracdes de 19,75; 39,5; 79; 158;
316; 632 e 1.264 uM, respectivamente.
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Figura 5: Valores de viabilidade celular observaeiwsculturas de linfécitos humanos apés 24 h dertrento
com diferentes concentracdes de julocrotina e NMBdia de trés experimentos. *p<0,05 (ANOAsteste

Tukey) em relagédo ao controle negativo.
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4.2.ENSAIO DO COMETA (VERSAO ALCALINA)

Os resultados do teste do cometa, avaliados apéstaomento com a julocrotin
demonstraram que a medida que aumentaram as c@gdE® da julocrotina na cultura
linfécitos, houve também um aumento nos indicedat®ms no DNA destas células (Fig
6). Os valores dos indices de danos para cada dldive para cada concentracdo
julocrotina estdo descritos na Tabela 1. A Unicacentracdo que apresentou um aum
estatisticamente significativo (p<0,05) no indiee dano em relacdo ao controle rtivo
(ID=0,78) foi a de 632 uM (ID=1,76). O tratamentmrcdoxorrubicina induziu um indice
dano de 1,80, sendo este valor também estatistitarsgnificativo em relacdo ao contri
negativo (ID=0,78) (p<0,05
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Figura 6:Efeito da julocrotina em cultura de linfécitos hinos analisado pelo ens:
do coneta. Média de trés experimentos. *p<0,05 (ANOpdsteste Tukey) er
relacdo ao controle negati



18

Tabela 1: indice de dano ao DNA (ID) observado iefid¢itos humanos apds tratamento com

julocrotina analisado pelo teste do cometa.

indice de Dano (ID)

Julocrotina (UM)

Doxorrubicina Controle 79 158 316 632
(3pg/ml)
Individuo 1 1,71 0,62 0,92 1,05 1,22 1,30
Individuo 2 2,09 1,04 1,12 1,51 1,33 1,91
Individuo 3 1,59 0,67 1,13 1,59 1,73 2,06
Média 1,80* 0,78 1,06 1,38 1,43 1,76*
Desv. Pad. +/- 0,26 +/- 0,23 +/-0,12 +/-0,29 +/-0,27 /40

*p <0,05 (ANOVA/posteste Tukey) em relagdo ao controle.
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5. DISCUSSAO

A leishmaniose é considerada uma doenca negliggm@aa segunda maior doenca
parasitaria no mundo, cuja subnotificacdo aindalarmante com apenas 32 paises
apresentando notificacdo obrigatéria, entre eleBrasil (Holzmulleret al., 2006; Clem,
2010). Os antimoniais pentavalentes permanecem esnalvogas de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses ha mais de 50 anos étial.,2007). Embora a administracao
parenteral destes compostos continue a ser a ded®iprimeira escolha para todas as
leishmanioses, sua utilizagdo vem sendo comproanéedido, principalmente, a resisténcia
desenvolvida pelo parasita ao medicamento (@tadt, 2006, Mishraet al, 2007).

N&o havendo resposta satisfatéria, com o tratanyeitantimonial pentavalente, as
drogas de segunda escolha sdo a Anfotericina Bsetmnato de Pentamidina (FUNASA,
2002). Em geral estes compostos sdo toxicos, st elevado, de dificil administracdo e
podem também causar resisténcia ao parasito (Q@oftimbs 2003; Ratkt al., 2003). A
internacdo prolongada e os efeitos adversos cote@ebes cardiacas, renais, pancreaticas e
hepaticas dificultam a adesédo ao tratamento ddsraisoses. Considerando as dificuldades
de tratamento e a auséncia de vacinas, hi urgémtiasca de novas drogas para o tratamento
desta enfermidade (Carvalho; Ferreira, 2001; Patlal., 2003; Nakamurat al., 2006).
Assim, o estudo e utilizacdo de praticas da medlitiadicional e a escolha de drogas
derivadas de plantas devem aparecer como novdégsdrgpara o controle da leishmaniose
(Mendonca-Filhcet al.,2004).

E sabido que os extratos de muitas plantas podensados no tratamento de muitas
doencas (Junqueirat al., 2007), devido suas acdes benéficas. No entantmpértante
verificar que alguns de seus constituintes podenoge&os ao organismo. Além do mais, as
plantas utilizadas para fins terapéuticos podentecqoropriedades genotoxicas, causando
alteragbes no DNA (Marque=st al, 2003). Assim, 0 presente trabalho teve comotieobje
avaliar o efeito citotéxico e genotdxico induzidelgjulocrotina — um alcaldide glutarimida
encontrada na espédz Pullei com potente efeito leishmanicida — em linfocitesnianos
utilizando os testes MTT e Cometa.

A Figura 5 apresenta o resultado do teste de idablé celular, avaliado pelo método
MTT, em linfécitos humanos ap0s 24 horas de tratmneom a julocrotina. Os dados
demonstraram que a droga né&o foi citotéxica naserdracdes testadas. Guimaraesal
(2010), também usando o teste MTT, demonstraranaqukcrotina nao foi citotoxica para

macrofagos peritoneais de camundongo. Os autoiEzandm 79 puM de julocrotina por
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periodos de 24, 48 e 72hr de tratamento. Porénmdgua julocrotina foi testada vitro em
promastigotas e amastigotas de(L.) amazonensis) alcaléide demonstrou ter atividade
leishmanicida em concentracfes que variavam de31%aM. Os achados de Guimaraes

al. (2010) indicam que a julocrotina tem a capaciddelse difundir através das membranas
da célula e ser citotdxica para os parasitas igluieres, mas ndo para a célula hospedeira.
Segundo Croft e Coombs (2003), a nova quimioteraptdeshmania deve ter como alvo as
formas amastigostas intracelulares que sobrevivemdividem nos macréfagos dos tecidos.
A julocrotina parece preencher este requisito.

Efeitos moderados de citotoxicidade e até auséteiaitotoxicidade de alcaloides,
como a observada em nossos resultados, também feedficados em outros estudos.
Barreto et al. (2006) trataram astrocitos corticais de ratos bre 72hr com o alcaldide
pirrolizidinico monocrotalina e observaram que csme néo foi citotoxico mesmo na mais
alta concentracao (0,1 - 500uM) no teste do MTTvaltanti et al. (2008) em estudo
recente, demonstraram que o alcaldide ingenaminsolddo da espéciP. alcaloidefera
induziu um moderado efeito citotoxico em linfécitbemanos apos 24h de tratamento,
também utilizando o teste do MTT. Pitaregaal. (2011) apos tratarem astrécitos de ratos com
o alcal6ide monocrotaline, demonstraram que apdw 2 tratamento as células nao foram
afetadas. No entanto, apdés 72 hr de tratamentoyehamma redugcé@o consideravel na
viabilidade destas células na concentracao de 80 p

A literatura tem mostrado que, no que tange a iciixde, os resultados com
alcaldides sao bastante variaveis. No entanto, nodose de maneira geral uma acao
citotoxica especifica destes compostos em célidaplasicas. Por exemplo, o estudo recente
de Songsiangt al. (2011) demonstrou que os alcaldides carbazdlitagailas A, B e C,
isolados das raizes deC. harmandiana(planta medicinal usada na Tailandia) néo
apresentaram citotoxicidade para células KB (caroaepiderméide humano) e células Vero
(rim de macaco verde africano). No entanto, a alluA mostrou-se citotoxica para células
NCI-H187 (cancer de pulmao). Em estudo semelh&fttaekrabortyet al (2004) mostraram
que o extrato de alcaldides totais isolados dadaik. racemosgplanta medicinal utilizada
na india) ndo se mostrou citotoxico para linfociosnanos. Todavia, tal extrato mostrou-se
citotoxico para um painel de quatro células nedagdds a saber: HL-60 (leucemia aguda), K-
562 (leucemia cronica), MCF-7 (adenocarcinoma dea)a& Hela (carcinoma cervical).

O ensaio do cometa € um método bem reconhecidostidos de toxicogenética
devido as suas peculiaridades e vantagens, poisicara simplicidade da técnica bioquimica

de deteccédo de quebras de DNA com a utilizacamdegs células (Burlinscet al.,2007).
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No presente estudo verificamos, através destecergaé a julocrotina induziu dano
significativo no DNA de linfécitos humanos apenasmaior concentracdo testada (632 uM).
Em estudos recentes, diversos autores usando o ant=ste demonstraram resultados
semelhantes aos nossos. Como exemplo podemosositegsultado de Cavalcardt al.
(2008) que observaram que o alcaldide ingenaminexi@ido da espéciPachychalina
alcaloidifera aumentou significativamente o indice de dano ad\2f linfécitos humanos
nas concentracbes de 15 e g@/mL. Igualmente, o alcaldide vincristina, uma drog
antineoplasica com efeitos genotoxicos, induziuodamnificativo ao DNA também de
linfécitos humanos (Weét al, 2008). Kleinsasseat al. (2005) ao avaliar células da tonsila e
linfécitos humanos, apods tratamento com o alcaldidetina, verificaram que o0 mesmo induz
dano significativo no DNA destas células na conegidio de 0,5 mM.

Além dos resultados acima mencionados, existendestque demonstram que 0s
alcaloides, além de induzirem danos imediatos ad\,Didmbém sdo capazes de originar
alteracdes mais complexas nos cromossomos de élutaridticas. Por exemplo, a nicotina
induz em células de ovario de hamster chinés (CHMas frequéncias de aberracbes
cromossomicas e trocas de cromatides irmas (Treteali. 1990). Por outro lado, o alcaldide
sulfato de vincristina induz altas frequénciasidftitos micronucleados. Utilizando sondas
centroméricas, Gonzalez-Cidt al. (1999), demonstraram que a maior parte destes
micronucleos era centrbmero-positivo, o que evidencefeito aneugénico desta substancia
que interage com as proteinas microtubulares levamduma distribuicdo anormal dos
Cromossomos e consequente aneuploidia.

Alcaléides sdo também conhecidos indutores dessstrexidativo. Uma inducédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) foi verificata células de glioblastoma humano
(T98G) apobs tratamento das mesmas com a berbarmaalcaldide com propriedades
antitumorais (Eonet al., 2010). O alcalbide nicotina também € capaz dezindestresse
oxidativo em células do sistema nervoso centraiNanet al, 2002), em células de cérebro
de ratos (Bhagwat al,1998) e em espermatozoides humanos (Arabi, 2004).

As ROS, ainda que produzidas durante o metabolagnadbico normal de células de
mamiferos, estdo implicadas em dano celular e uati®s radicais livres produzidos por
processos oxidativos podem atacar as bases oureglta DNA, causando quebras de fitas
simples que podem evoluir para quebras de fitaadlpin como sitios abasicos (Marsiell
al., 2009). Assim, sugerimos que os efeitos genoddximduzidos pela julocrotina, no
presente estudo, podem ser devido a capacidadelcéides de induzir ROS que podem

danificar o DNA. A deoxiamfimedina, um alcalbideigbacridina, demonstrou a capacidade
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de induzir danos ao DNA ap6s um significativo autoera inducdo de ROS (Marshatlal,
2009). Além disto, um dos provaveis mecanismos gakd a julocrotina induz seus efeitos
leishmanicidas seria pela inducdo de ROS (Guimatsals 2010)

Apesar da inducdo de ROS ser o mecanismo mais valopélo qual a julocrotina
induz seus efeitos genotoxicos, outros mecanisrangém devem ser considerados. Ja
mencionamos previamente a capacidade dos alcaldédesluzir efeitos aneugénicos através
de sua interacdo com as proteinas microtubulareszglez-Cidet al., 1999). Além disso,
alcaldides piridoacridinas, além de induzir ROSssuem a habilidade de se intercalar com o
DNA e 1) alterar a topologia desta molécula; 2) ifwal a maneira como as enzimas de
metabolizacdo do DNA interagem com 0 seu substratgue pode inibir muitos dos
processos de metabolizacdo desta molécula, indwsimtese e topoisomerizacdo (Marshall;
Barrows, 2004).

Finalmente, os resultados do presente estudo pang@anissores no que diz respeito
ao uso da julocrotina no tratamento da leishmaniosi® menos em relagcédo aos seus efeitos
citotoxicos, uma vez que ndo observamos tais ef@ito linfécitos periféricos, mesmo em
concentracdes bastante elevadas (i.e. 1264 pM)oGawritado anteriormente, Guimarass
al. (2010) demonstraram que a julocrotina na concgfitrade 79uM também nao foi
citotéxica para macrofagos peritoneais de camurmndNo entanto, este alcaldide
demonstrou um claro efeito genotéxico em céluladoditarias, ainda que em uma
concentracdo muito elevada (632 uM), o que refargeecessidade de se obter as devidas

precaucdes quanto ao seu uso como fitoterapidmheisicida.
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6. CONCLUSAO

A julocrotina demonstrou n&o ser citotoxica para lpgocitos humanos nas
concentracdes utilizadas neste estudo.

A julocrotina mostrou-se genotoxica para linfocitbsimanos tratados com a
concentracdo de 632uM da substancia.
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