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RESUMO

CONSTITUINTES QUIMICOS E PROPRIEDADES BIOATIVAS DE Lantana
montevidensis (SPRENG.) BRIQ. E Lantana camara L. (VERBENACEAE): EVIDENCIAS
PARA O USO FARMACOLOGICO

Autor: LUIZ MARIVANDO BARROS
Orientador: Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha
Co-orientador: Prof. Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes

Acredita-se que a utilizacdo de plantas medicinais como terapia curativa e preventiva seja
tdo antiga quanto o proprio homem. No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de
doencas apresentam influéncias da cultura indigena, africana e européia. Algumas dessas
plantas, como o camara-de-cheiro (Lantana camara) e o chumbinho (Lantana
montevidensis), sao utilizadas no Nordeste como agentes tonicos, sudoriferos e febrifugos,
contra tosses, bronquites, reumatismo, asma, Ulcera e infecgcdes microbianas. Considerando
a nao existéncia de tratamento eficiente contra leishmaniose e tripanossomiase devido a
resisténcia as drogas usadas, o pouco conhecimento sobre a toxicidade de plantas para uso
medicinal, este estudo pode contribuir para o desenvolvimento de terapias alternativas no
tratamento dessas doencas parasitarias. Neste contexto, o 6leo essencial extraido por
hidrodestilacido das folhas de L. camara foi testada contra a Leishmania braziliensis e
Trypanosoma cruzi. Adicionalmente, apesar do fato que as duas plantas sao utilizadas para
as mesmas finalidades, pouco é conhecido sobre as atividades biolégicas da L.
montevidensis, em particular, a respeito a sua toxicidade e seu potencial antioxidante. Desta
forma, outro objetivo desta tese era investigar a genotoxicidade e citotoxicidade de extratos
etanolicos (EtOH) e aquosos das folhas de L. montevidensis em leucécitos humanos, bem
como a sua possivel interagcdo com membranas de eritrécitos humanos in vitro. A atividade
antioxidante de ambos os extratos também foi investigado. Os resultados demonstraram que
a composicdo do oleo essencial de L. camara analisado por cromatografia gasosa por
espectrometria de massa (GC/MS) revelou a presenca de (E)-cariofileno (23,75%),
biciclogermacrene (15,80%), germacreno D (11,73%), terpinoleno (6,1%), e sabineno
(5,92%). O oleo essencial de L. camara inibiu T. cruzi e L. braziliensis com ICsy de 201,94
pg/mL e 72,31 ug/mL, respectivamente. O 6leo essencial de L. camara foi téxico para os
fibroblastos NCTC929 em 500 ug/mL (ICso = 301,42 ug/mL). Esses resultados corroboram
entre si e, pelo menos em parte, explicado pela presenca dos constituintes presente no éleo
essencial. Tomados em conjunto, os nossos resultados sugerem que o 6leo essencial de L.
camara pode ser uma importante fonte de agentes terapéuticos para o desenvolvimento de
medicamentos alternativos contra doencas parasitarias. A analise de HPLC-DAD dos
extratos EtOH e extratos aquosos de L. montevidensis identificou acido clorogénico e
quercetina como os principais componentes para EtOH, enquanto os acidos caféicos e
clorogénicos foram os principais acidos fendlicos no extrato aquoso. Nos ensaios de
citotoxicidade, de fragilidade osmdtica de eritrécitos humanos e viabilidade celular em
ensaio cometa, os extratos EtOH e extratos aquosos de L. montevidensis (1-480 ug/mL) nao
demonstraram efeitos toxicos e nao afetaram o indice de danos no DNA, porém,
promoveram citotoxicidade nas maiores concentragbdes (240-480 ug/mL). Para a atividade
antioxidante, os extratos foram capazes de sequestrar o radical DPPH e inibir a peroxidagao
lipidica induzida pelo Fe** (10 yM) em homogenados de cérebro e figado de rato e, esta
acao parece nao ser atribuida a quelagéo de ferro (ll). Estes resultados justificam pelo
menos em parte o uso popular desta planta na medicinal tradicional e sugerem que cuidado
deve ser tomado quanto a sua dosagem ou frequencia de uso. Contudo, espera-se que
estes resultados possam contribuir significativamente com o conhecimento fitoquimico e
atividade bioldgica destas espécies. Isto podera ser de extrema importancia para a regiao na
obtengao de novos farmacos naturais, e consequentemente melhoria da qualidade de vida
dos brasileiros.

Palavras-chave: Atividades tripanossomicida e leishmanicida. Trypanosoma cruzi.
Leishmania braziliensis. Oleo essencial. Toxicologia. Plantas. Agentes terapéuticos.



ABSTRACT

CONSTITUENTS CHEMICALS AND BIOACTIVE OF Lantana montevidensis
PROPERTIES (SPRENG.) BRIQ. AND Lantana camara L. (VERBENACEAE): EVIDENCE
FOR USE PHARMACOLOGICAL

Author: LUIZ MARIVANDO BARROS
Supervisor: Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha
Co-supervisor: Prof. Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes

Humans have been using medicinal plants for centuries as preventive or curative agents. In
Brazil, the use of plants in the treatment of diseases is influenced by Indigenous, African and
European cultures. Among these plants are Lantana camara and L. montevidensis
commonly known as “camara-de-cheiro” and “chumbinho”, respectively. They are used in the
North-eastern part of Brazil as tonic sudorific and febrifuge agent. They are also used
against, coughs, bronchitis, rheumatism, asthma, ulcer and microbial infections. Considering
that there is limited therapy against Leishmaniasis and Trypanosomiasis, due to drugs
resistance, the knowledge of the pharmacology of plants extracts can constitute a pre-
requisite for the development of alternative drugs against these parasitic diseases. In this
context, the essential oil extracted by hydrodistillation of L. camara leaf was tested against
Leishmania braziliensis and Trypanosoma cruzi. Although both plants are used for the same
purpose, there is limited information regarding the potential toxicity and antioxidant activity of
L. montevidensis. Thus, we aimed to investigate the genotoxicity and cytotoxicity of ethanolic
(EtOH) and aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis in human leukocytes, as
well as its possible interaction with membranes from human erythrocytes in vitro. The
antioxidant activity of both extracts was also investigated. The results demonstrated that the
essential oil composition of L. camara analyzed by gas chromatography mass spectrometry
(GCIMS) showed a large amount of (E)-caryophyllene (23.75%), biciclogermacrene
(15.80%), sesquiterpene (11.73%), terpinolene (6.1%), and sabinene (5.92%). The essential
oil of L. camara inhibited T. cruzi and L. braziliensis with ICs, of 201.94 pug/mL and 72.31
pg/mL, respectively. L. camara essential oil was toxic to NCTC929 fibroblasts at 500 pug/mL
(ICso = 301.42 pg/mL). These results corroborate each other and can be explained at least in
part, by the presence of some chemical constituents in the oil. The results suggest that L.
camara essential oil can be an important source of therapeutic agents for the development of
alternative drugs against parasitic diseases. HPLC analysis of EtOH and aqueous extracts of
L. montevidensis showed chlorogenic acid and quercetin as main components in EtOH
extract, whereas, caffeic and chlorogenic acids were the major phenolic acids in the aqueous
extract. It was observed that treatment of human leukocytes with EtOH and aqueous extracts
of L. montevidensis (1-480 pg/mL) did not affect the osmotic fragility of human erythrocytes
and DNA damage index, but, promoted cytotoxicity at higher concentrations (240-480
pg/mL). Regarding the antioxidant activity, the extracts scavenged DPPH radical and
prevented Fe**-induced lipid peroxidation in rat brain and liver homogenates, and this action
was likely not attributed to iron (IlI) chelation. These results justify at least in part the use of
this plant in folk medicine and suggests that caution should be made regarding its dosage or
frequency use. All together, it is hoped that these results would contribute significantly to the
knowledge about the phytoconstituents and biological activity of these species. This finding
could be of immense importance for the region by obtaining new natural medicines from
biodiversity and consequent improvement in quality of Brazilian life’s.

Keywords: trypanocidal and leishmanicide activities. Trypanosoma cruzi.
Leishmania braziliensis. Essential oil. Toxicology. Plants. therapeutic agents.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, contém uma Revisdo da Literatura concisa sobre os

temas desenvolvidos nesta tese.

A metodologia realizada e os resultados obtidos que compdem esta TESE
estdo apresentados sob a forma de artigos, 0os quais se encontram no item
RESULTADOS. Nestes artigos constam as secdes: Introducdo, Materiais e Métodos,

Resultados, Discussao, Conclusdo e Referéncias.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSAO, encontrados no final desta tese,
apresentam descricoes, interpretacdes e comentarios gerais sobre os artigos

cientificos incluidos neste trabalho.

As REFERENCIAS descritas correspondem somente as citacdes que
aparecem nos itens APRESENTACAO, INTRODUCAO e DISCUSSAO desta tese.

Esta tese é parte integrante dos projetos desenvolvidos no Laboratério de
Bioquimica Toxicolégica da UFSM com a aprovacdo n°® 076-2012-2 - Toxicidade in
vitro envolvendo ratos e aprovacdo n° 0890.243.000-07 - Toxicidade em células
humanas, do Comité de Etica e Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Maria. Os animais foram mantidos e usados de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal elaborado pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA). Todo o estudo esta em conformidade com as
normas e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres Vivos:
humanos (Res. N° 196/1996 e 301/2000 do Conselho Nacional de Saude — CNS),
animais ndo-humanos (Guide for the care and use of laboratory animals, do NIH -
National Institute of Health-EUA, 1996); Lei Federal N° 11.794/2008; Principios
Eticos da Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —
COBEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998) (BAZZANO,
2006; BRASIL, 2006, 2008; MACHADO et al., 2012; PICON, 2015).
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCAS PARASITARIAS E PLANTAS COM FINS MEDICINAIS

As doencas parasitarias sdo causadas pela infestacdo ou infeccdo com
parasitas, como protozodrios, seres unicelulares, vermes ou insetos. Estas
doencas sdo comuns na Africa, sul da Asia, América Central e América do Sul,
sobretudo entre as criancas. As doencas parasitarias, tais como a doenca de
Chagas e a leishmaniose, chegam a causar um milh&o ou mais de casos em todo
0 mundo, anualmente (NEVES et al., 2005).

As doengas parasitarias sdo responsaveis por consideravel morbidade e
mortalidade em todo o mundo, e frequentemente estdo presentes com sinais e
sintomas nao especificos (MILLER et al., 2003). A diversidade de manifestacdes
clinicas e de lesbes esta relacionada as caracteristicas biologicas dos parasitas
(estagio de evolucéo, densidade populacional, localiza¢&o no trato gastrointestinal,
capacidade de invasdo, de migracdo e de consumo de nutrientes e sangue) e as
condicbes do hospedeiro (estado nutricional, competéncia imunolégica e
alteracOes patologicas associadas) (MENEZES et al., 2008).

Nwaka e Ridley (2003), relatam que as doencas parasitarias permanecem
sendo uma barreira para o desenvolvimento social e econémico dos paises mais
pobres, e s&o frequentemente chamadas de “doengas negligenciadas”, “doengas
orfas” ou “doencas tropicais”. Conforme (WHO, 2010), estas doencas tropicais
negligenciadas (DTN) afetam mais de um bilhdo de pessoas, especialmente nas
areas tropicais e subtropicais do mundo e, a maioria do total das mortes ocorrem
em regides situadas abaixo da linha do Equador (KETTER e MARJANOVIC,
2004).

As DTN sdo um conjunto de doencas infecciosas diferenciadas pelo alto
nivel de morbidade, entretanto com baixo nivel de mortalidade e dentre as 17 DTN
priorizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estdo varias doencas
parasitarias transmitidas por vetores (malaria, tripanosomiases, leishmanioses,
esquistossomose e as filarioses), que afetam intensamente a qualidade de vida
(REGUERA et al., 2005, KEALEY e SMITTH, 2010). De acordo com a OMS, o

Brasil € um dos paises com a maior ocorréncia de DTN e o impacto dessas
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doencas difere de regido para regido, mas, apresenta uma estreita relacdo com as
areas de maior pobreza e menor desenvolvimento socio-econémico, que no Brasil
se concentram nas regides Norte e Nordeste (LINDOSO e LINDOSO, 2009).

Para YAMANAKA (2012), as doengas parasitarias devido complexidade
ecoepidemioldgica, associadas as dificuldades no controle vetorial e a auséncia de
vacinas eficazes para uso humano, fazem do tratamento medicamentoso uma das
Unicas alternativas para enfrentar estes agravo de saude. Além disso, 0 escasso
arsenal quimioterapico disponivel para tratamento destas doencas, somado a
limitada eficacia e os efeitos colaterais dos medicamentos utilizados na clinica e o
surgimento de parasitos resistentes aos quimioterapicos séo problemas de ordem
global (LINDOSO e LINDOSO, 2009).

Conforme Lima (2014), a busca por novos farmacos para as doencas
humanas negligenciadas tem se acelerado na ultima década. A expansdo dos
programas de descoberta e desenvolvimento de novas substancias tem sido
apoiado pelas empresas farmacéuticas.

Os numeros relativos ao desenvolvimento e pesquisa de novos farmacos
para essas doencas preocupam, de 1975 até hoje, com exce¢do da malaria,
apenas 13 novos farmacos foram aprovadas para uso na acdo dessas doencas,
representando 0,9% de todos os medicamentos aprovados no periodo, o que esta
muito abaixo da necessidade da demanda necessaria atual, uma vez que as DTNs
respondem por 5% do impacto de doencas no mundo e apenas 0,1% dos
investimentos globais em pesquisa sédo destinados a busca de novas alternativas
terapéuticas, sendo que, 5% sao oriundos de industrias farmacéuticas, 54% de
instituicoes filantrépicas e 41% de instituicbes publicas (KETTER e MARJANOVIC,
2004; FREARSON et al., 2007).

Dada esta condi¢do, Sangenis et al. (2014), alertam para alguns fatores que
vem contribuindo para o aumento da incidéncia dessas doencas tropicais:
aparecimento de parasitas resistentes aos farmacos usados em clinica; vetores com
resisténcia aos inseticidas e populacbes endémicas (FIGUEIREDO et al.,, 2014)
crescentes nos paises subdesenvolvidos, em desenvolvimento e desenvolvidos
devido ao processo migratorio e a co-infecgcdo devida a outras doencas (LIMA,
2014).

O uso de plantas com fins medicinais vem crescendo substancialmente nos

ultimos anos devido a facilidade de acesso aos produtos naturais, o baixo custo e
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sua compatibilidade cultural. A Caatinga e a Floresta Nacional do Araripe séo
bastante diversificadas e em parte, constituidas por espécies com caracteristicas
peculiares, como as que apresentam principios ativos com potencial fitoterapico.
Entre as diversas espécies nativas encontradas nestes ecossistemas a Lantana
camara e Lantana montevidensis, popularmente conhecidas como “camara de
cheiro” e “chumbinho”, respectivamente, destacam-se por suas potencialidades
medicinais, sendo suas folhas muito utilizadas na medicina popular devido as
propriedades curativas que Ihe sdo atribuidas (SOUSA et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2014).

Entre as diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura com L. camara
e L. montevidensis pode-se destacar a agcao sobre a proliferacdo de microrganismos
como bactérias e fungos (BARRETO et al., 2010; SOUSA et al., 2011; NAZ e BANO,
2013).

Neste sentido, diante dos promissores relatos na literatura, a cerca desse
género, e levando em consideracdo o potencial terapéutico destas espécies €
notéria a importancia na continuidade de estudos envolvendo bioatividade e
toxicologia in vitro, para um possivel uso no tratamento das doencas parasitarias tais

como a leishmaniose e a doenca de Chagas.

1.2 LEISHMANIOSE E DOENCA DE CHAGAS

1.2.1. Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca antropondética e zoondtica, transmitida por um
protozoario que durante seu ciclo de vida tem como hospedeiro vertebrado o
homem (TESH, 1995; NEUBER, 2008). Um grande numero de mamiferos
silvestres e domésticos como roedores, carnivoros, marsupiais, ungulados,
canideos silvestres e primatas foram encontrados naturalmente infectados por
diferentes espécies de Leishmania (COLLA-JACQUES et al., 2010; BRASIL, 2010;
QUARESMA et al., 2011; MARCELINO et al.,, 2011; FREITAS et al., 2012,
CARREIRA et al., 2012). Embora estes animais sejam considerados reservatoérios

silvestres do parasito, o0 cdo domeéstico possui um papel fundamental como
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reservatério da leishmaniose visceral no ciclo de transmissdo nas areas urbanas
(WERNECK, 2010).

A leishmaniose € um dos maiores problemas de saude publica de paises
em desenvolvimento e encontra-se entre as endemias consideradas prioritarias no
mundo, sendo citada em 98 paises e territorios, afetando 12 milhdes de pessoas,
sendo que 350 milhdes estdo expostas a infeccdo (WHO, 2013; LIMA, 2014). A
ocorréncia da doenca esta relacionada a mdultiplos fatores: sociais, econémicos,
politicos e culturais (CARLOS et al., 2015).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana apresenta ampla
distribuicdo, com registro de casos em todas as regides brasileiras (BRASIL,
2007). As grandes alteracbes na cobertura vegetal ao longo do século XX,
influenciaram diretamente no perfil epidemiolégico da leishmaniose (TOLEZANO,
2001). Essas ac¢bes provocaram modificacdes no ambiente natural que foram
associadas a surtos de leishmaniose.

Em um estudo realizado no periodo de 1998 a 2006, objetivando identificar
os fatores ambientais e sociais determinantes da leishmaniose no Vale do Ribeira
em Sado Paulo verificou-se que extensas areas com remanescentes da mata
atlantica na regido favoreceu a presenca de flebotomineos, isso explicaria a
presenca em grande parte dos municipios da regido apresentar vetores, segundo
dados da SUCEN (SILVA, LATORRE e GALATI, 2010).

Pessoas concentradas nas &reas residenciais periféricas e que tem mais
contato com a mata estdo mais expostas a leishmaniose. Observou-se que muitas
moradias num dos bairros de Ubatuba — SP, mais atingidos pela doenca, se
encontravam inseridas na mata, com vegetacdo densa ao redor. Notou-se também
a precariedade das residéncias, a falta de telas de protecdo contra insetos, em
portas e janelas o que provavelmente favorece a invasao vetorial, especialmente
no periodo noturno quando os mosquitos sdo atraidos pela luminosidade no
interior da residéncia (SILVA e GURGEL, 2015). Entre a populacdo atingida pela
leishmaniose a escolaridade parece ser um fator de influéncia nas pessoas
atingidas pela doenca. Entre 1998 e 2006, 70% das pessoas nao tinham o Ensino
Fundamental completo, 12% concluiram o Ensino Médio, maximo grau de
instrugcéo observado entre os individuos notificados com a leishmaniose.

De forma geral, a transmissdo urbana apresenta dois aspectos: quando ha

o deslocamento do inseto transmissor das florestas para bairros proximos a mata
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ou pela acdo dos flebotomineos adaptados a é&reas arborizadas, periféricas a
cidade. Quando a mata é devastada, os animais das proximidades fogem ou
morrem deixando os flebotomineos sem suas fontes alimentares naturais. Tal risco
se relaciona a destruicdo dos nichos ecologicos naturais dos flebotomineos, que
nesses casos em geral migram para o ambiente peridomiciliar, que conta com a
presenca de animais domeésticos, o que pode propiciar condi¢cbes favoraveis de
transmissdo da doenca para o homem.

Assim, surtos e epidemias de leishmaniose estdo associadas as alteracdes
ambientais para exploracdo dos recursos naturais, a invasdo do homem no
ambiente natural, a ocupacdo desordenada do espaco urbano e as precarias
condicOes de vida da populacdo (RODRIGUES e LIMA, 2013).

O género Leishmania (Filo Protozoa: Ordem Kinetoplastidae: Familia:
Trypanossomatidae) descrito por Ross em 1903, compreende protozoarios
unicelulares e heteréxenos, que sao transmitidos a varios mamiferos por vetores
(fémeas infectadas) dipteros da familia Psychodida, hemat6fagos pertencentes
aos géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (READY,
2010; SHUKLA et al., 2010; VENDRAMETTO et al., 2010), com ampla distribuicéo
nas regides com climas quentes e temperados (BORASCHI e NUNES, 2007). O
género abrange cerca de 20 espécies, existentes nas formas flagelada,
promastigota e amastigota, parasita intracelular obrigatério de macrofagos de
mamiferos (WHO, 2013).

Ha varias espécies de leishmanias envolvidas na transmissdo. Nas
Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania
causadoras de doenca humana e 8 espécies descritas, somente em animais. No
Brasil, j& foram identificadas 7 espécies, sendo 6 do subgéneros Viannia e 1 do
subgénero Leishmania. As mais importantes sao Leishmania (Viannia) braziliensis,
L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis, levando o pais a ser considerado
altamente endémico (BRASIL, 2010; MOTA e MIRANDA, 2011). No Brasil é
encontrada a maior prevaléncia de todo continente Americano, estimando-se
65.000 novos casos por ano. A leishmaniose € a segunda doenca parasitaria mais
comum no mundo, estimando-se 600.000 novos casos por ano (SILVA et. al.,
2007).

As leishmanias apresentam com um ciclo de vida digenético (heteroxénico),

vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, estes
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ultimos sendo responsaveis pela transmissdo dos parasitas de um mamifero a
outro. Nos hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias ordens e
espécies, 0s parasitas assumem a forma amastigota, arredondada e imovel, que
se multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario.
A medida que as formas amastigotas vdo se multiplicando, os macrofagos se
rompem liberando parasitas que sédo fagocitados por outros macrofagos. Nos
flebotomineos as leishmanias vivem no meio extracelular, na luz do trato digestivo.
Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto sanguineo, se diferenciam
em formas flageladas, morfolégica e bioquimicamente distintas das amastigotas,
sendo posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos durante a picada como

descrito na Figura 1.

Figura 1 - Ciclo de vida Leishmania sp.
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Fonte: (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013 (US) UNIVERSITY OF
FLORIDA. Acesso em 24/03/2016).
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A leishmaniose € uma das afeccbes dermatoldgicas que merece atencéo,
pela sua dimensédo, risco de ocorréncia de deformidades e envolvimento
psicolégico, com reflexos no campo social e econémico (BRASIL, 2010). A OMS
divide as leishmanioses em quatro grupos clinicos: cutdnea, mucocutanea,
cutaneo-difusa e visceral. A cutanea € a forma mais frequente da doenca e
comeca com o aparecimento de uma papula ou ndédulo no sitio de inoculacao pelo
mosquito infectado (REITHINGER et al., 2007).

A estrutura e 0 mecanismo de acao dos antimoniais pentavalentes (Sb) séo
desconhecidos, sendo provaveis a inibicdo das adenosina (ATP) e guanosina
trifosfatos (AGP) através da inibicdo do ciclo do acido citrico e da glicdlise 5 e a
ativacao e conversédo do antimonial para a forma trivalente (Sblll). Parece que o Sb é
capaz de alterar o potencial redox tiol da célula induzindo o efluxo de tiol intracelular
e inibindo a tripanotiona redutase. Uma enzima especifica do parasito, TDR1, pode
catalisar a conversédo de ShV para Sb Ill usando glutationa como redutor. A enzima
antiménio redutase, ACR2, também reduz o SbV e aumenta a sensibilidade ao
mesmo. O tiol, incluindo tiol parasito-especifico como glicilcisteina, pode reduzir SbV
para Sb Il de forma ndo enzimatica.

Ha possibilidade de que mais de um mecanismo seja responsavel pela
ativacdo da droga. anfotericina B € um antibi6tico polieno que interage com o
ergosterol da membrana celular, formando poros que alteram a permeabilidade
celular e o balanco idnico, causando a morte celular (LIMA et al., 2007).

Nesse contexto, Carvalho et al. (1994), Osdério et al. (2007) e Goto e Lindoso
(2010), relatam que o tratamento da leishmaniose ndo é satisfatorio em termos de
efetividade e toxicidade, sendo que o antimonial pode atingir o limiar de toxicidade,
podendo levar a alteracBes cardiacas ou renais que obriguem a suspensdo do
tratamento. Além disso, a resisténcia as drogas ja existentes e a sensibilidade de
diferentes cepas. Diante do exposto a busca de novas moléculas e também de
novas formas farmacéuticas para o tratamento das leishmanioses, tem sido
incentivada (MALTEZOU, 2010).

Seu tratamento é desafio porque as drogas disponiveis apresentam elevada
toxicidade, e nenhuma delas é bastante eficaz. A recidiva, a falha terapéutica em
pacientes imunodeprimidos e a resisténcia ao tratamento sao fatores que motivam

a busca de uma droga ideal (LIMA et al.,, 2007). Tal toxicidade dos farmacos
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utilizados atualmente e as formas resistentes de Leishmania tém impulsionado as
pesquisas para a sintese de novos compostos sintéticos, semissintéticos e
produtos naturais, principalmente os fitoterapicos tradicionalmente usados para o
tratamento de parasitoses (TEMPONE et al., 2005; BRASIL, 2010).

1.2.2. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma zoonose causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi pertencente ao subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastidae,
familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma. Ela é transmitida pelo inseto
triatomineo, um hemiptero, hematéfago da familia Reduviidae (CHAGAS, 1909;
SCHMUNIS, 2000; LANA e TAFURI, 2001; REY, 2001). O numero de mortes é
cerca de quatorze mil por ano. Ainda constitui a doenca parasitaria responsavel
pelo maior nimero de mortes na América Latina, superando a malaria.

A propagacado da doenca continua através da transfusdo e dos transplantes
de 6rgaos em regides endémicas e nao-endémicas, assim como em casos isolados
pela via oral (STEINDEL et al., 2008; RASSI JUNIOR et al., 2010). Da mesma forma
como nas leishmanioses, o panorama da doenca de Chagas tem relacao direta com
as baixas condi¢cbes socioecondmicas, 0 que leva a crer que a prevencao e controle
da doenca dependem das condi¢cfes de saude, alimentacao, educacdo e, sobretudo
0 acesso ao diagnostico e tratamento eficiente (VIOTTI et al., 2009).

Schmunis e Yadon (2010) e Coura e Vidas (2010), relatam que
ultimamente, a disseminacéao internacional da doenca passou a existir através dos
vigjantes e imigrantes, considerando-se que a infeccéao pelo T. cruzi ocorre por via
oral, transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos.

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi € heteroxeno, com hospedeiros
vertebrados e invertebrados (LANA e TAFURI, 2001) e, se inicia quando o barbeiro
(triatomineo infectado), ao se alimentar do sangue do hospedeiro vertebrado,
elimina, em suas fezes e urina, o parasito em sua forma alongada (tripomastigotas
metaciclicos) préximo do local da picada. Através de mucosas ou por ferimentos
na pele, estes infectam células do hospedeiro, como as do coragdo. Dentro do
hospedeiro, os tripomastigotas invadem células proximas ao ponto de entrada

onde diferenciam-se nas formas intracelulares arredondadas, os amastigotas;
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estes amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria; entdo diferenciam-se em
tripomastigotas e sao liberados na circulacdo sanguinea. Os tripomastigotas
infectam células de uma grande variedade de tecidos e transformam-se em
amastigotas intracelulares, num ciclo infectante continuo; o triatomineo infecta-se
ao ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado contendo parasitas circulantes; os
tripomastigotas ingeridos transformam-se em epimastigotas no intestino médio do
vetor; multiplicando-se por divisdo binaria; no intestino posterior o parasita se
diferencia na forma infectante, o tripomastigota metaciclico (Figura 2) (DPDx,
2016).

Figura 2: Ciclo de vida do género Trypanosoma
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Fonte: (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013 (US) UNIVERSITY OF
FLORIDA. Acesso em 24/03/2016).

De acordo com Coura e Dias (2009) e Brasil (2010), a doenca de Chagas
compreende duas fases clinicas distintas: aguda e crbénica. A primeira fase é
caracterizada por miocardite difusa e, a segunda é responsavel por consideraveis
taxas de morbidade e mortalidade (ZULANTAY et al., 2004).
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O periodo de incubacéo do T. cruzi pode variar de 3 a 112 dias, dependendo
do modo de infeccdo (SHIKANAI-YASUDA e CARVALHO, 2012). Sendo assim, a
fase aguda dura de 4 a 8 semanas e se caracteriza pelo predominio do parasita
circulante na corrente sanguinea e geralmente é assintoméatica ou oligossintomatica,
nesse ultimo caso Marcondes et al. (2000), relataram que a infec¢éo pelo T. cruzi na
fase aguda estd associada com anemia, hipoplasia da medula O&ssea,
trombocitopenia e leucopenia (PEREIRA e NAVARRO, 2013). Também sao
mencionadas, febre prolongada, mal-estar, hepato e/ou esplenomegalia e
linfadenomegalia localizada na regido da picada (sinal de Romafa ou chagoma de
inoculac&o) (RASSI JUNIOR et al., 2010).

Rassi Junior et al. (2010), relatam que cerca de 8 milhGes de pessoas se
encontram na fase crbnica sintomatica da infeccdo, no entanto, a maioria dos
infectados sao assintoméaticos, podendo permanecer nesta condicdo por cerca de 30
anos ou mais.

A taxa de mortalidade pode variar de 5 a 10% nessa fase e geralmente
envolve criangas que morrem de miocardite e/ou mieloencefalite (MURCIA et al.,
2013). Segundo o Ministério da Saude entre 2005 e 2009 foram notificados 455
casos da doenca em fase aguda no Brasil, dos quais 389 (85,5%) ocorreram na
regido norte do pais, sendo 310 (68,1%) no Para e 29 (6,3%) casos no estado do
Amazonas (MONTEIRO et al., 2010; BRASIL, 2013). O numero anual de casos
agudos relatados entre 2000-2012 em El Salvador chegou a 731 entre criancas e
adultos com mais de 13 anos. Embora o numero anual de pacientes com doenca
de Chagas aguda tenha diminuido de 117 em 2007 para 16 em 2012, a razdo para
o grande numero de casos agudos em El Salvador ndo é clara, uma vez que, a
transmissdo oral da doenca ndo tem sido relatada no pais (SASAGAWA et al.,
2014).

Segundo Soares-Sobrinho et al. (2007) e Pereira e Navarro (2013), a fase
cronica da doenca € caracterizada pela baixa incidéncia de parasitas circulantes
na corrente sanguinea e costuma ser assintomatica, o paciente nao apresenta
sintomatologia importante do ponto de vista clinico ou resultados anormais no
eletrocardiograma (ECG) de repouso e no estudo radiolégico de térax, eséfago e
célon, cerca de 60% dos pacientes apresenta 25 esse quadro conhecido como
forma indeterminada, que se mostra como o melhor progndstico clinico para os

pacientes crénicos, uma vez que, nao existe comprometimento cardiaco ou
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digestivo podendo perdurar pelo resto da vida. No entanto, de 20 a 40% dos
pacientes evoluem para a forma cardiaca e/ou digestiva (SOARES-SOBRINHO et
al., 2007; SATHLER-AVELAR et al., 2009).

Conforme Marin-Neto et al. (2007), a patogénese da forma cardiaca ocorre
em cerca de 30% dos casos e € caracterizada por infiltrado inflamatoério, morte
celular e fibrose intersticial que levam a distarbios do sistema de conducédo
cardiaca, arritmia ventricular e miocardite, além de distarbios microvasculares que
podem resultar em morte subita. Coura (2009), em seu estudo demonstrou que a
persisténcia do parasita nos tecidos do hospedeiro desempenha um papel
importante na agressao do miocardio, sendo assim, acredita-se que eliminando o
parasita, ou ao menos reduzindo sua quantidade pode-se melhorar a eficacia da
resposta imune e reduzir a progressdo da doenca (MARIN-NETO et al., 2009;
SOSA-ESTANI et al., 2009).

De acordo com Lescure et al. (2010), a prevaléncia da forma digestiva
ocorre em 10% dos casos e geralmente resulta em dilatacdo do trato
gastrointestinal que frequentemente, evolui para megacoélon (constipacao cronica,
dor abdominal e obstrucdo) ou megaesofago (disfagia, dor no peito e regurgitacéo)
e segundo Oliveira et al. (2009), hd uma estimativa de 300 mil individuos com
megacolon. As disfuncbes do esb6fago também podem estar associadas as
alteracdes no transito intestinal, que se torna cada vez mais lento levando a
hipertrofia muscular e em casos mais exacerbados, a dilatacdo do 6rgao (REY,
2008).

Segundo Kirchhoff (1996), a terapia utilizada no tratamento da doenca
baseia-se na eliminacdo do parasita durante a fase aguda e na atenuacdo dos
sintomas durante a fase crénica com o uso de cardiotdnicos e antiarritmicos, para
0 coragdo, ou através de cirurgias corretivas do esdfago e do colon. Apesar de
muitas pesquisas e de grandes progressos alcancados no estudo dessa
parasitose, 0 seu tratamento apresenta ainda hoje muitos problemas (SANTELLO,
2009). O principal obstaculo para o tratamento da doenca de Chagas é o uso de
medicamentos toxicos e pouco eficazes, capazes de eliminar o parasita no periodo
inicial da doenca, porém com indices de cura muito baixos em sua fase crbénica
(BRASIL, 2009a, 2009b).

No final da década de 60 surgiram, respectivamente, o nifurtimox e o

benznidazol, no entanto, nenhum destes compostos apresenta estudos
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comprobatérios de sua efetividade durante a fase cronica da doenca, além dos
sérios efeitos colaterais que ocorrem em até 40% dos pacientes tratados (COURA
e CASTRO, 2002; MARIN-NETO et al., 2009). A administragdo é feita por um
longo periodo (30-60 dias) e ndo garante o sucesso do tratamento, ja que existe
uma grande variacdo na susceptibilidade de isolados do parasita a acdo destes
farmacos, além da resisténcia a ambos compostos ja terem sido descritas
(CARRILERO et al., 2011).

O tratamento especifico para doenca de Chagas, deve ser realizado o mais
precocemente possivel quando forem identificadas a forma aguda ou congénita da
doenca, ou a forma crénica recente. A droga disponivel no Brasil € o Benznidazol,
um derivado nitroimidazoélico, com cujo nomenclatura é 6-N-benzil-2-nitro-1-
imidazolacetamida, é ativo na fase aguda da doenca de Chagas, curando cerca de
70% dos infectados, mas apresenta eficacia limitada na forma crénica da doenca,
com expressivos efeitos colaterais, provavelmente como consequéncia de lesdes
oxidativas ou redutivas nos tecidos do hospedeiro (URBINA e DO CAMPO, 2003;
SANTORO et al.,, 2007; BRASIL, 2010), sendo contraindicado em gestantes
(FERREIRA, 1990; BARROS et al., 2016).

O tratamento sintomatico depende das manifestacdes clinicas, tanto na fase
aguda como na cronica. Para as alteracdes cardiolégicas sdo recomendadas as
mesmas drogas que para outras cardiopatias (cardiotdonicos, diuréticos,
antiarritmicos, vasodilatadores). Nas formas digestivas, pode ser indicado
tratamento conservador (dietas, laxativos, lavagens) ou cirargico, dependendo do
estdgio da doenca. O nifurtimox, desde a década de 1980, teve a sua
comercializacdo descontinuada, primeiro no Brasil e em seguida em outros paises
da América do Sul: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (COURA e
CASTRO, 2002). Segundo Maya et al. ( 2007), seu mecanismo de agao envolve a
sua metabolizacdo, que produz espécies reativas de oxigénio as quais sao
acumuladas pelo T. cruzi, ocasionando danos na membrana e no DNA do parasito

O nifurtimox foi retirado do mercado devido aos varios efeitos colaterais
sofridos pelos pacientes (RASSI et al., 2002), como a anorexia, perda de peso,
nauseas, vomito, diarréia, excitabilidade ou sonoléncia e alteracbes psiquicas
(COURA e CASTRO, 2002). Dados da literatura mostram que o tratamento
etiologico com estes farmacos na fase aguda da doenca de Chagas € superior a

80% e na fase cronica recente é de 50% a 60%, porém, diferentes estudos



28

mostraram taxas de cura de apenas 5 a 8% em pacientes cronicos adultos
tratados com benzonidazol ou nifurtimox (CANCADO, 2002; URBINA e DO
CAMPO, 2003; COURA e DIAS, 2009). Na mesma linha, Fernandes et al. (2009),
relataram uma taxa de cura de 5% de pacientes em um periodo de trés anos de
acompanhamento

Apesar da baixa eficacia do nifurtimox e do benzonidazol na fase crénica da
doenca e dos efeitos adversos como anorexia, alteracdes psicologicas, erupcdes
cutaneas, leucopenia, polineuropatia periférica e anormalidades teciduais e sua
contra-indicagdo em gestantes, porém, ainda representam o0s Unicos farmacos
hoje disponiveis para o uso clinico (BRENER, 2000). Neste sentido, apesar da
atuacdo de varios grupos de pesquisa, os avancos a fim de obter drogas mais
efetivas e menos tdéxicas sdo relativamente poucos. Dentre estes os derivados
triazdlicos apresentam vantagens em relacao as terapias atuais, com potencial de
cura de infeccbes agudas e cronicas, bem como em casos de reativacdo da
doenca em pacientes com imunossupressao (URBINA, 2009). Outra alternativa
terapéutica presente na literatura sdo o uso de produtos naturais, componentes
isolados e os semi-sintéticos com atividade tripanocida (COURA e CASTRO,
2002).

1.3. RESISTENCIA AS DROGAS ANTIPARASITARIAS E TERAPIAS NATURAIS
CONTRA DOENCAS PARASITARIAS

A resisténcia aos medicamentos, eficacia variavel, toxicidade, administracéo
parenteral, e a necessidade de longos cursos de administracdo sdo as principais
desvantagens de drogas antiparasitarias atuais. Os farmacos comumente
utilizados para o tratamento da leishmaniose s&o os antimoniais pentavalentes, os
guais exercem a toxicidade renal e cardiaca. Desse modo, existe uma forte
necessidade de tratamentos mais seguros e mais eficazes (PEREIRA et al., 2011;
MORAIS-BRAGA et al., 2013).

Wrigley et al. (1997) e Pinto et al. (2002), relatam que o significativo
desenvolvimento da pesquisa de produtos naturais nos ultimos anos deve-se
especialmente ao rapido progresso de técnicas de isolamento e andlise dos

compostos bioativos em plantas e pela facilidade da busca de informagdes em
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diversos sistemas de bases de dados. O alvo principal da pesquisa fitoquimica é
conhecer as espécies vegetais e seus constituintes quimicos através do
isolamento e identificacdo dos metabdlitos secundarios.

Até poucos anos atras, o tratamento para Leishmaniose visceral foi um
longo curso de inje¢cbes com um antimonio pentavalente. Contudo o parasita na
india desenvolveu progressivamente a resisténcia a esta classe de drogas e hoje
praticamente, se tornou ineficaz para o tratamento clinico. Atualmente existem
opcdes para o tratamento como: AmBisome B® [anfotericina B lipossomal]
administrada como duas perfusfes, no entanto, o tratamento ainda é muito caro,
mas a OMS vem se empenhando para obter um preco para baixo. A miltefosina é
a Unica droga administrada por via oral disponivel contra a Leishmaniose visceral,
mas o tratamento leva tempo e tem que ser tomado duas vezes por dia durante 28
dias e, ndo pode ser prescrito para mulheres em idade fértil, a menos que elas
tomem precaucdes contraceptivas confiaveis (WHO, 2010).

Diversas classes de metabdlitos, oriundos de produtos naturais, tém sido
reportadas na literatura como eficientes agentes leishmanicidas (CARVALHO e
FERREIRA, 2001). Alguns alcaldides da classe dos quinolinicos (FOURNET et al.,
1993; FOURNET et al, 1994; FOURNET et al., 1996), isoquinolinicos
(AKENDENGUE et al., 1999) e inddlicos (MUNOZ et al., 1994) tem se mostrado
promissores frente a distintas espécies de Leishmania.

Devido a viabilidade restrita de agentes quimioterapicos leishmanicidas
eficazes em areas endémicas, uma ampla parte da populacdo que vive nestes
lugares depende de plantas medicinais que sado usadas em tratamentos populares
para tratar e aliviar os sintomas da leishmaniose (CHAN-BACAB e PENA-
RODRIGUEZ, 2001).

S&do poucos os estudos controlados sobre a terapéutica especifica para a
doenca de Chagas crbnica, particularmente em areas de campo, onde o
acompanhamento dos pacientes torna-se mais dificil, por falta de condicdes
laboratoriais e de profissionais capacitados para fazé-lo adequadamente. Alguns
estudos sobre tolerancia e eficacia do nifurtimox e do benznidazole em pacientes
nas fases aguda e crénica da doenca de Chagas foram realizados no Brasil e em
outros paises do nosso continente, mostrando importantes efeitos colaterais com

as duas drogas e indicios de cura parasitologica em torno de 60% nos casos
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agudos, porém pouco expressivos nos casos cronicos (COURA et al.,, 1997;
RASSI et al., 1992).

Neste contexto, Amato et al. (2008) e Schmidt et al. (2012a, 2012b),
afirmam que estes farmacos além de serem toxicos e de alto custo apresentam
eficacia limitada, tornando urgente a busca por novas alternativas terapéuticas.
Para tanto, é necessario descobrir novas substancias ativas em modelos in vitro e
in vivo, visando ao desenvolvimento de novos farmacos (PRITCHARD et al.,
2003). Este processo é complexo, lento e de alto custo, fatores estes que causam
grande impacto quando se trata de desenvolvimento de farmacos para doencas
neglicenciadas. Sendo assim, segundo Moran et al. (2005) e Newman e Cragg
(2012), relatam que de 1975 até 2010 apenas 13 novos farmacos para doencas
negligenciadas foram desenvolvidos.

Os produtos naturais sdo importantes na busca por novas substancias
bioativas, tendo sido utilizados como base para o0 desenvolvimento de
medicamentos. Para se ter uma ideia, uma grande fracdo dos farmacos aprovados
para consumo nos ultimos 30 anos tem sua origem na natureza, principalmente
nas areas de cancer e doencas infecciosas onde mais de 60 % e 75 % destes
farmacos, respectivamente, tem origem natural (NEWMAN et al., 2003; NEWMAN
e CRAGG, 2012). Varias etapas compdem o processo de descoberta desses
novos farmacos (PRITCHARD et al., 2003). As etapas de identificacdo de alvos e
0s estudos de mecanismos de acdo sdo muito importantes neste processo
(SCHENONE et al.,, 2013). Estas informagbes podem contribuir para a
identificacdo de novos alvos farmacoldgicos, para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas (SEN e CHATTERJEE, 2011), bem como predizer a
seletividade, a toxicidade e auxiliar na otimizacdo compostos promissores
(NATURE, 2010).

O uso de plantas para obtencdo de novos farmacos tem aumentado pela
necessidade do combate a microorganismos resistentes aos farmacos sintéticos
atuais, pela melhora no controle de doencas endémicas (CROFT e COOMBS,
2003; SHARIEF et al., 2006), por sua alta viabilidade e pela baixa toxicidade
também, vem sendo apoiada pela Organizacdo Mundial de Saude através de seu
Programa de Doencas Tropicais e, tem considerando a investigagdo sobre 0 uso
plantas no tratamento da leishmaniose e da doenca de Chagas como essencial e
de alta prioridade (OMS, 2012). Neste sentido Anthony et al. (2005), ja afirmava
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gue as plantas sdo importantes fontes para a descoberta de novas substancias,
sobretudo com acao antiparasitaria, devido a associacao entre a convivéncia dos
parasitos, seres vivos e plantas medicinais.

Mishra et al. (2009), afirma que os produtos naturais proporcionam
moléculas com impacto intenso na salude humana e que o0s metabdlitos
secundarios sdo produzidos na natureza com caracteristicas biolégicas distintas.
Neste sentido diversos estudos ja legitimaram o efeito de produtos naturais como
potenciais fontes de novos e seletivos agentes para o tratamento de doencas
tropicais causados por protozoarios e outros parasitos e especificamente,
abordando atividade tripanocida (HAMEDT et al., 2014; CARNEIRO et., 2015;
FRANCA RODRIGUES et al., 2015).

O Brasil € o0 pais com maior variedade genética vegetal do mundo, descrito
com mais de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO e SILVA, 2006), apenas 8%
desse percentual biolégico foi avaliado na procura de compostos bioativos das
1.100 espécies vegetais analisadas em suas propriedades medicinais. Sendo que
590 plantas foram registradas no Ministério da Saude para comercializacdo
(SIMOES et al., 2010). E ainda segundo Brasil (2006), as culturas tradicionais
brasileiras utilizam com frequéncia as plantas medicinais com propriedades

curativas, e esse conhecimento é transmitido ao longo de geracoes.

1.4 FAMILIA VERBENACEAE, GENERO LANTANA: Lantana camara e Lantana

montevidensis

A familia Verbenaceae compreende 100 géneros e cerca de 2000 espécies
distribuidas nas regibes tropicais e subtropicais, nas regides temperadas do
Hemisfério Sul e Hemisfério Norte (BARROSO, 1991; BUENO e LEONHARDT,
2011). O Brasil reane a maior rigueza da familia, com 16 géneros e 290 espécies,
sendo 191 endémicas (SOUZA e LORENZI, 2012; SALIMENA et al., 2014), com
ocorréncia principalmente na regido Sul e extremo Sul do Estado da Bahia, sendo 50
dessas espécies apontadas como raras (SOUZA e LORENZI, 2012; GIULIETTI,
2009). Os géneros mais representativos na flora brasileira sao Lippia L., com 88
espécies, sendo 68 endémicas (SALIMENA e MULGURA, 2014; SALIMENA e
MULGURA, 2015), e Stachytarpheta Vahl, representado por 81 espécies, 75
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endémicas (SALIMENA et al., 2014), ambos com maior rigueza nos cerrados e
campos rupestres do Planalto Central e Cadeia do Espinhaco. Lantana L. esta
representado por 22 espécies na flora brasileira, das quais 12 s&o endémicas
(SILVA e SALIMENA, 2014).

Nessa familia estdo incluidas espécies ornamentais comumente cultivadas,
como a Petrea volubilis (flor-de-miguel), Duranta repens (dourinha), pequena cerca -
viva muito comum, com folhas jovens douradas, Lantana camara (camard) e
Lantana montevidensis (chumbinho) com pequenas flores ornamentais de cores
variadas, muito atrativas as borboletas (SOUZA e LORENZI, 2012). O género
Lantana, foi descrito por Linnaeus em 1753 onde continhas sete espécies, seis da
América do Sul e uma da Etidpia (MUNIR, 1996). O termo Lantana (vem do latim
lento, para se dobrar) deriva, provavelmente, do antigo nome latim do género
Viburnum que se assemelha um pouco em folha e também em inflorescéncia
(GHISALBERT, 2000). Entretanto, sua classificacdo taxonémica apresenta grandes
variacfes devido ao elevado namero de hibridacdo neste género, como alteracdes
de cor na inflorescéncia que podem variar com a idade e maturidade da planta.

O género Lantana inclui em sua maioria plantas herbaceas e arbustos,
podendo atingir até 2 m de altura (JOLY, 2002), sendo muitas vezes plantadas com
0 objetivo de decoracdo devido a beleza de suas flores (RANJHAN e PATHAK,
1992). E nativa das Ameéricas tropicais e subtropicais, mas poucos taxons sdo
originarios da Asia tropical e da Africa; atualmente ocorrem em aproximadamente 50
paises com um numero de espécies e subespécies que varia de 50-270, onde a
melhor estimativa € de 150 espécies, sendo uma espécie nativa para o Brasil
(GHISALBERT, 2000; SOUZA e LORENZI, 2012).

As espécies de Lantana sdo geralmente pouco palataveis e nem todas sdo
toxicas (JONES et al.,, 1997). S8o espécies conhecidas por serem praticamente
imunes ao ataque de herbivoros, devido a presenca de uma grande diversidade de
substancias naturais (KOHLI et al.,, 2006). Este género tem sido largamente
estudado em relacdo aos seus fito constituintes volateis e ndo-volateis. Neste
sentido, as pesquisas conduziram ao isolamento de varios compostos pertencentes
principalmente as classes de triterpendides pentaciclicos, glicosideos, esterdides,
irridéides, quinonas e flavondides. As espécies Lantana camara L., tipica das
Américas e Africa, e Lantana montevidensis Brig., nativas do Brasil e Uruguai s&o

arbustos introduzidas em muitos paises como plantas ornamentais (DAY et al., 1998;
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GHISALBERT, 2000), e especificamente na Chapada do Araripe, localizada ao Sul

do Estado do Ceara, no Cariri em Crato, sdo endémicas (Figura 3).

Figura 3 — Localizacéo da area de estudo: Chapada do Araripe, Crato-CE .

POSICAD GEOGRAFICA

Fonte: (BARROS, 2015; Mapa adaptado da APA ARARIPE, 2011).

Lantana camara L., Verbenaceae € conhecida popularmente no Brasil pelo
nome de camara e camara-de-cheiro (BRITO, 2004). Ocorre em muitas regides

tropicais e subtropicais do mundo, sendo introduzida em muitos paises como plantas
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ornamentais, devido & beleza de suas flores que possuem coloracdo intensa. E
usada na medicina popular como emenagoga, diurética, expectorante, febrifuga e
antirreumatica. Suas raizes e folhas sao atribuidas propriedades anticonvulsivantes
(SOUSA, 2010).

Sousa (2010), descreve em seus trabalhos a espécie de acordo com suas
caracteristicas botanicas, onde a mesma apresenta arbusto ereto, até 2 m de altura
(mais alto quando se torna trepador); ramos quadrangulares armados de pequenos
aculeos recurvados, as vezes inermes; folhas ovado-cordiformes, opostas, serrado-
crenado, vilosa ou aspero-hirtas e hispidas na pagina superior e palida e vilosa-hirto-
hirtusas na pagina inferior e de cheiro semelhante ao da Lippia alba (erva-cidreira);
flores primeiramente amarelas de ouro, depois cor de laranja, r0seas ou vermelhas e
finalmente, vermelhdo, desabrolhando do centro para a circunferéncia, dispostas em
capitulos longo-pedunculados frutos baga roxo-escuros (Figura 4), e pequenos e
muitissimo apreciados pelos passaros e quando maduro também sdo comidos pelos

Hindus em época de escassez.

Figura 4 - A) Aspecto geral da parte aérea de Lantana camara L. B) Folha. C) Flor
D) Fruto.

Fonte: (BARROS, 2015)
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Segundo Sharma et al. (2007), os frutos verdes da planta séo toxicas para 0s
seres humanos.

E grande a variabilidade morfolégica de L. camara (SILVA, 1999), e em outras
espécies do género verificou-se a ocorréncia de hibridiza¢do natural, o que dificulta
a identificagcdo de espécies no campo. Devido a problemas taxondémicos essas
plantas sdo frequentemente classificadas incorretamente (SILVA, 1999; SALIMENA,
2002). A separacédo entre algumas espécies de Lantana é normalmente realizada a
partir da analise de amostras férteis, o que é dificultado quando as plantas néo
apresentam flores e frutos.

A espécie Lantana montevidensis Briq., Verbenaceae € conhecida
popularmente no Brasil como "chumbinho" (BARRETO et al., 2010), € um arbusto
nativo no Brasil e Uruguai, considerada uma espécie invasora em muitas partes do
mundo, sendo utilizada também em muitos paises como uma planta ornamental em
parques e jardins, devido a beleza de suas flores. Herbacea perene semi-arbustiva
rasteira ou pendente com longa ramagem que pode atingir até 2,0 m de
comprimento. Folhas opostas curto-pecioladas, ovado-blongas, arredondadas na
base, acuminadas, crenado-serradas, reticulado-rugosas, verde escuras,
texturizadas e de odor forte caracteristico (SOUSA et al., 2011). As flores séo
tubulares, pequeninas, em branco ou violeta, reunidas em inflorescéncias globosas
ao longo da ramagem (Figura 5). Floresce da primavera ao outono e pode ser
cultivada em regides de clima ameno a quente, mas é sensivel a geadas e muito frio.
Produz pequenas bagas escuras ndo comestiveis (STUMPF, 2016).

As folhas ndo devem ser ingeridas, tem substancias toxicas e apresenta em
sua constituicdo quimica um expressivo numero de compostos, principalmente os da
classe dos sesquirterpenos, aos quais sdo atribuidas atividades biolégicas, como
antibacteriana e modificador da resisténcia aos antibidticos aminoglicosideos
(MONTANARI et. al., 2011; SOUSA et. al., 2013). No entanto Deena (2000), relata
gue a infusdo das folhas de L. montevidensis € utilizada na medicina popular como
antipirética, carminativa, para tratar problemas respiratérios, e muitas outras
doencas. Nos estudos de Nagdo et al.,, (2002), também relatam que o extrato
metandlico das folhas mostrou uma atividade anti-proliferativa contra as células
tumorais e a fracdo rica em flavonodides foi eficaz contra o adenocarcinoma gastrico

humano, carcinoma uterino humano, e linhas de células de melanoma.
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Figura 5 - A) Aspecto geral da parte aérea de Lantana montevidensis Brig. B) Folha.
C) Flor. D) Fruto.

Fonte: (BARROS, 2015)

1.5 OS RADICAIS LIVRES NO SISTEMA BIOLOGICO e ANTIOXIDANTES
SINTETICOS E NATURAIS.

Radicais livres sdo moléculas instaveis e que apresentam um elétron que
tende a se associar de maneira rapida a outras moléculas de carga positiva com as
guais pode reagir ou oxidar. No nosso organismo, os radicais livres sdo produzidos
pelas células, durante o processo de queima do oxigénio, utilizado para converter 0os
nutrientes dos alimentos absorvidos em energia (FERREIRA et al., 1997).

Os radicais livres podem danificar células sadias do nosso corpo, entretanto,
NOSSO Oorganismo possui enzimas protetoras que reparam 99% dos danos causados
pela oxidac&o, ou seja, n0sSso organismo consegue controlar o nivel desses radicais
produzidos através do nosso metabolismo (BARBOSA et al., 2010). Os processos
metabodlicos ndo sdo a unica fonte de radicais livres. Fatores externos podem
contribuir para o aumento da formagéo dessas moléculas. Entre esses fatores esto:
poluicdo ambiental; raios-X e radiacdo ultravioleta; cigarro; alcool; residuos de
pesticidas; substancias presentes em alimentos e bebidas (aditivos quimicos,

hormonios, entre outros); estresse; consumo excessivo de gorduras saturadas.
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Espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radical hidroxila (*OH), anion
radical superoxido (O; *—) e hidroperoxila (ROO¢), causam danos ao DNA ou podem
oxidar lipidios e proteinas. Os EROs atacam as cadeias de &cidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo
metileno bis-alilico, iniciando assim o processo de peroxidacao lipidica nas
membranas celulares. Os radicais de carbono formados podem reagir com oxigénio
originando radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas cadeias de acidos
graxos poliinsaturados, propagando a reacdo. O resultado deste processo € a
oxidacao de véarias moléculas de acidos graxos (VALKO et al., 2004; SOUSA et al.,
2007)

Em niveis considerados normais, os radicais livres ndo sdo prejudiciais a
saude. Em excesso, essas moléculas podem ser tdxicas ao nosso organismo. A
oxidagdo € parte fundamental da vida aerdbica e do nosso metabolismo. Portanto,
os radicais livres, conhecidos comumente como espécies rativas sdo produzidas
naturalmente ou por alguma disfuncdo biolégica. No organismo, encontram-se
envolvidas na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacao e sintese de substéncias biolégicas importantes. No entanto, o excesso
destas espécies pode apresentar efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos
lipidios das membranas, agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas,
alteracdo do DNA e inativacdo de enzimas. Dessa forma, podem estar relacionados
com varias patologias, como por exemplo, artrite, catarata, choque hemorragico,
problemas cardiacos, disfun¢des cognitivas, cancer, podendo ser a causa ou o fator
agravante do quadro geral (BARREIROS, 2006).

Segundo Cai et al. (2004), a progressao de muitas doencas crénicas em
humanos tem sido associada ao estresse oxidativo. Cai et al. (2004), Rahman e
Adcock (2006), Bhooshan Pandey e Ibrahim Rizvi (2009) e Lobo et al. (2010),
relataram que os niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS) podem
induzir a oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA, levando a alteragcdo das suas
funcdes normais, no entanto, o0 consumo a longo prazo de dietas ricas em polifendis
de plantas tem sido associada como fator de risco reduzindo-se a cancro, doencgas
cardiovasculares, diabetes e distlrbios neurolégicos.

A geracgdo de radicais livres esta diretamente relacionada com a oxidacdo em
alimentos e sistemas biologicos. Portanto, a busca de métodos para determinacao

do sequestro de radical livre é importante, cujos ensaios constituem instrumentos
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Uteis para fazer uma selegéo entre diferentes espécies vegetais, variedades, grau de
maturacao e condi¢cdes de cultura, a fim de obter alto teor de antioxidantes naturais
em alimentos. O excesso de radicais livres no organismo € combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta.

A producdo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (por ex., superoxido
dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas
Ultimas destacam-se tocoferois (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), polifendis,
selénio e carotendides (HASLAM, 1996; VALKO et al., 2004). Quando ha limitagédo
na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesGes oxidativas de carater
cumulativo. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais
livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células.

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes
em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato. Os radicais formados a partir
de antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo
neutralizados por reacdo com outro radical, formando produtos estaveis ou podem
ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al., 2007).

De acordo com Halliwell (1994), antioxidante é qualquer substancia que,
guando presente em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significantemente a oxidagcdo do mesmo. Dentre 0s
aspectos preventivos é interessante ressaltar a correlagdo existente entre atividade
antioxidante de substancias polares e a capacidade de retardar o envelhecimento
das células, bem como inibir o aparecimento de células cancerigenas (BARREIROS,
2006). Os antioxidantes sao moléculas que podem interagir de forma segura com os
radicais livres e terminar a reacdo em cadeia antes das moléculas vitais estarem
danificadas (HARMAN, 1992; HALLIWELL,1994).

Para Ozen et al. (2011), atualmente, existe uma procura crescente de
antioxidantes naturais, especialmente de origem vegetal, ndo sG para proteger o
organismo contra as doengas associadas com o stress oxidativo mas, também, para
aplicacdo como nutracéuticos, bio-farmacéuticos e aditivos alimentares
(BRAITWAITE et al., 2014). Neste contexto, Kamdem et al. (2013) e Barbosa-Filho

et al. (2014), afirmam que para este fim, a extracao e caracterizacao de fitoquimicos
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€ necesséaria e, isto é reforgcado pelo uso popular do extrato de plantas, bem como
suas evidéncias cientificas.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante. A geracao
de radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais € resultante do metabolismo de
oxigénio. A mitocéndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal
fonte geradora. O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir
os danos causados pela acao deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas nao
radicais. Esse sistema, usualmente, é dividido em enzimatico (superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase) e ndo-enzimatico. No ultimo caso, € constituido por
grande variedade de substancias (BARBOSA et al., 2010).

Segundo Bailey (1996), os antioxidantes podem ser classificados em
primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, biologicos, agentes quelantes e
antioxidantes mistos. Os antioxidantes primarios sdo compostos fenodlicos que
promovem a remocao ou inativacao dos radicais livres formados durante a iniciacédo
ou propagacdo da reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a rea¢do em cadeia (SIMIC e JAVANOVIC, 1994).

Frankel (1980), apresentou o0 mecanismo de acdo representado pelo atomo
de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais livies R" e ROO" com
maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim
formam-se espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A")
procedente do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonéncia, ndo tem a
capacidade de iniciar ou propagar as reagoes oxidativas.

Os antioxidantes principais e mais conhecidos deste grupo séo os polifendis,
como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) e propil galato (PG), que sao sintéticos, e tocoferodis, que sédo naturais. Estes
altimos também podem ser classificados como antioxidantes bioldgicos. Os
sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que
podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em
combinacdo adequada com eles. Alguns antioxidantes primarios quando usados em
combinacdo podem atuar sinergisticamente. Os removedores de oxigénio sao
compostos que atuam capturando o oxigénio presente no meio, através de reacdes
guimicas estaveis tornando-os, consequentemente, indisponiveis para atuarem

como propagadores da autoxidagdo. Acido ascorbico, seus isémeros e seus
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derivados sdo os melhores exemplos deste grupo. O acido ascoOrbico pode atuar
também como sinergista na regeneracéo de antioxidantes primarios (BAILEY, 1996).

Os antioxidantes biolégicos incluem varias enzimas, como glucose oxidase,
superéxido dismurtase e catalases. Estas substancias podem remover oxigénio ou
compostos altamente reativos de um sistema alimenticio. O organismo € dotado de
mecanismos para manter o equilibrio entre compostos pro- e antioxidantes. Quando
h& insuficiéncia do potencial antioxidante em contrabalancar aumentos na formacéao
de ERO, ha danos oxidativos celulares. Dos mecanismos de defesa antioxidante
para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse oxidativo, participam enzimas
endogenas (superoxido dismutase - SOD, catalase e glutationa peroxidase) e outras
substancias disponiveis na dieta, como os carotenoides, o alfa-tocoferol, o acido
ascoérbico e compostos fendlicos, entre outras. O sistema enzimatico representa a
primeira defesa antioxidante enddgena contra as ERO. No entanto, para impedir 0s
danos celulares decorrentes de estresse oxidativo persistente, o aporte exdgeno de
substancias com potencial antioxidante é de fundamental interesse (CATANIA et al.,
2009).

Os agentes quelantes/seqlestrantes complexam ions  metdlicos,
principalmente cobre e ferro, que catalisam a oxidacéo lipidica. Um par de elétrons
ndo compartilhado na sua estrutura molecular promove a acdo de complexacao. Os
mais comuns sao acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de acido etileno diamino
tetra acético (EDTA) (BAILEY, 1996; LABUZA, 1971).

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém
sido amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estédo
varias proteinas hidrolisadas, flavondides e derivados de acido cinamico (acido
caféico) (BAILEY, 1996; RAMALHO e JORGE, 2006)

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em especial entre
0s compostos fendlicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliacdo da
capacidade antioxidante de amostras. Estes ensaios diferem em relacdo ao
mecanismo de reacao, as espécies-alvo, as condi¢cdes reacionais e na forma com o0s
resultados sdo expressos. N@o obstante a diversidade de métodos para avaliar a
capacidade antioxidante, ndo existe um procedimento metodoldgico universal. Este
fato impbe a necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes

ensaios, com fundamentos e mecanismos de acéo diferentes (DE OLIVEIRA, 2009).
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O ferro € um metal potencialmente toxico por ser capaz de catalisar reacdes
de geracao de espécies reativas (ERs), devido a sua capacidade de doar e receber
elétrons, interconvertendo-se entre o estado férrico e ferroso. Consequentemente, as
ERs interagem com véarios componentes celulares, ocasionando oxidacdo de
biomoléculas (GHOTI et al., 2010; DUARTE et al., 2016). Quando a sobrecarga de
ferro supera a capacidade de transporte de ferro da transferrina, ele é depositado
nos tecidos como ferro livre (SHANDER et al., 2009). O ferro livre participa da
reacdo de Fenton, que catalisa uma reacdo ndo enzimatica a partir de perdxido de
hidrogénio, resultando na formacé&o do radical hidroxila (OH-), um potente oxidante,
com capacidade de atravessar membranas e reagir com moléculas celulares
(HALLIWELL, 2006; SHANDER et al., 2009; GATTERMANN e RACHMILEWITZ,
2011).

A Toxicologia avalia a possibilidade de risco que uma substancia quimica
pode provocar quando em contato com um organismo vivo. Qualquer substancia,
dependendo das condicbes de exposicdo, pode ser considerada toxica. Assim,
torna-se necessario conhecer as condicbes de uso seguro de uma substancia
guimica para o homem. Ou seja, toda substancia pode ser usada de forma segura,
desde que as condi¢cdes de exposicdo sejam mantidas abaixo dos niveis de
tolerancia (SPINDLER et al., 2000).

Sabe-se que plantas sao utilizadas por automedicacdo a maior parte ndo tem
o seu perfil toxico bem conhecido. O aumento no numero de reacbes adversas
reportado € possivelmente justificado pelo aumento do interesse populacional pelas
terapias naturais observado nas ultimas décadas. A farmacovigilancia de plantas
medicinais e fitoterapicos é uma preocupacdo emergente e através do sistema
internacional sera possivel identificar os efeitos indesejaveis desconhecidos,
guantificar os riscos e identificar os fatores de riscos e mecanismos, padronizar
termos, divulgar experiéncias, entre outros, permitindo seu uso seguro e eficaz
(SILVEIRA et al., 2008).

Alguns fitoquimicos que séo utilizados atualmente por automedicac&o ou por
prescricdo médica ndo tem o seu perfil téxico bem conhecido (VEIGA-JUNIOR,
2008). Por outro lado, a utilizacdo inadequada de um produto, mesmo de baixa
toxicidade, pode induzir problemas graves desde que existam outros fatores de risco
tais como contra-indicacbes ou uso concomitante de outros medicamentos
(CORDEIRO et al., 2005; AMORIM et al., 2007).
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Segundo Silva et al. (2006) e Alexandre et al. (2008), a crendice de que as
plantas medicinais sdo naturais e inofensivas, ndo € facilmente contradita, pois as
evidéncias cientificas de ocorréncia de intoxicagcdes e efeitos colaterais relacionados
com o uso de plantas medicinais consistem em informagdes que dificilmente chegam
ao alcance dos usuarios atendidos nos servi¢os de saude publica como SUS e nos
Postos dos PSF, por serem caracterizado como individuos de baixa escolaridade e
acervo cultural. O aumento no numero de reacfBes adversas € possivelmente

justificado pelo aumento do uso de plantas medicinais (GALLO et al., 2000).
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2. JUSTIFICATIVA

As doengas parasitarias, notadamente a leishmaniose e a doencga de Chagas
representam um problema de saude publica nos paises onde elas sdo endémicas. O
tratamento dessas doengas com compostos sintéticos como a Anfotericina B,
apresar de sua eficacia, tem apresentado bastante toxicidade, causando efeitos
colaterais como anafilaxia, trombocitopenia, dores generalizadas, febre, anemia,
convulsdes e anorexia. No entanto, ndo existe um tratamento efetivo para essas
doencas principalmente na sua forma crbnica. Desta forma, produtos naturais que
possuem baixa toxicidade vém sendo avaliados como fontes potenciais de agentes

terapéuticos para o tratamento de doencas parasitarias.

Neste contexto, este estudo foi realizado com o intuito de investigar a
toxicidade do Oleo essencial das folhas de Lantana camara, bem como seu potencial
anti-leishmanicida e anti-tripanocida. A L. camara € uma espécie, comum na
Chapada do Araripe, localizado no Cariri (Sul do Ceara) € utilizada com frequéncia
para dor de estdbmago, febre biliosa, dor de dente, gripe, asma, bronquite e
antisséptica para feridas e coceiras entre outros.

Embora tenham na literatura estudos comprovando as propriedades
farmacoldgicas da L. camara, ndo existe, evidéncia cientifica do seu uso em

doencas parasitarias.

Por outro lado, ha poucas evidéncias cientificas sobre o uso da espécie L.
montevidensis, em particular, a composicédo quimica e suas propriedades biolégicas
(SOUZA et al., 2013a; 2013b), entre elas o potencial antioxidante e citotdxico. Dessa
forma, a segunda parte deste estudo foi realizada com o intuito de comprovar 0 uso
desta planta na medicina tradicional no tratamento de doencas associadas ao
estresse oxidativo. Diante desse contexto, objetivou-se com este estudo, avaliar a
atividade antiparasitéaria de L. camara e o perfil antioxidante e toxicoldgico in vitro da

espécie L. montevidensis, além disso, analisar a composi¢cao quimica das espécies.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os constituintes quimicos e as propriedades bioativas de Lantana
montevidensis (SPRENG.) BRIQ. e Lantana camara L. a fim de evidenciar seu uso

farmacologico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a composi¢do fitoquimica dos constituintes presentes no Oleo
essencial de Lantana camara e dos compostos fendlicos presentes nos extratos

aquoso (EALM) e etandlico (EELM) de Lantana montevidensis;

» Investigar a atividade tripanocida, leishmanicida e citotoxica contra fibroblastos,

pelo dleo essencial de Lantana camara em ensaios in Vitro;

» Avaliar o potencial quelante de metais, dos extratos EELM e EALM de Lantana
montevidensis sobre Fe** bem como investigar a fragilidade osmética, o
potencial antioxidante, citotoxico, genotoxico e antioxidante em modelos

quimicos e biolégicos.
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Abstract: Drug resistance in the treatment of neglected parasitic diseases, such as leishmaniasis and
trypanosomiasis, has led to the search and development of alternative drugs from plant origins. In
this context, the essential oil extracted by hydro-distillation from Lantana camara leaves was tested
against Leishmania braziliensis and Trypanosoma cruzi. The results demonstrated that L. camara
essential oil inhibited T. cruzi and L. braziliensis with ICs of 201.94 ug/mL and 72.31 ug/mL,
respectively. L. camara essential oil was found to be toxic to NCTC929 fibroblasts at 500 pg/mL (ICso
=301.42 pg/mL). The composition of L. camara essential oil analyzed by gas chromatography—mass
spectrometry (GC/MS) revealed large amounts of (E)-caryophyllene (23.75%), biciclogermacrene
(15.80%), germacrene D (11.73%), terpinolene (6.1%), and sabinene (5.92%), which might be, at least
in part, responsible for its activity. Taken together, our results suggest that L. camara essential oil
may be an important source of therapeutic agents for the development of alternative drugs against
parasitic diseases.

Keywords: Lantana camara; Leishmania braziliensis; Trypanosoma cruzi; essential oil

1. Introduction

Leishmaniasis is a complex disease known to cause serious public health problems in 88
countries (mainly from Africa, Asia, and Latin America) where the disease was found to be
endemic [1]. It is caused by protozoan parasites from more than 21 Leishmania species that are
transmitted to humans by bites of about 30 species of infected female phlebotomine sandflies [2—4].

The complexity of leishmaniasis is probably attributed to its multiple forms, including
cutaneous, visceral, and mucocutaneous, which result from the replication of the parasite in
macrophages in the mononuclear phagocyte system, dermis, and naso-oropharyngeal mucosa,
respectively [5,6]. According to the World Health Organization [1], 12 million of people are affected
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by the disease and the number of new cutaneous and visceral leishmaniases cases reported are
increasing annually. In Brazil, for instance, ten among the fourteen species identified of Leishmania
have been reported to infect human [7] and about 26,000 new cases of the disease are registered per
year [8,9]. This is, at least in part, because the currently-available drugs (e.g., Pentavalent antimony,
Paramomycin sulfate) (i) are unaffordable for the developing countries, and (ii) have developed
resistance to parasites [6,10-12].

Another protozoan disease that is of critical concern in the Latin America is Chagas disease,
which is caused by Trypanosoma cruzi. Its transmission to human is through feces of infected
triatomine insects [13,14]. Like leishmaniasis, the available drugs for the treatment of Chagas disease
(nifurtimox and benznidazole) are associated with undesirable effects and are not effective against
the chronic forms of the disease [15,16].

Since the last decade, there has been a growing interest from the scientific community for the
use of natural therapeutic agents in combating parasitic protozoa diseases including leishmaniasis
and trypanosomiasis [17-19]. This is because natural therapeutic agents are generally regarded as
safe, affordable, and are found to be more effective than synthetic pharmaceuticals in chronic
diseases [18,19].

Lantana camara, commonly known in Brazil as “camara” and “camara de espinho”, is one of the
most toxic plants with diverse and broad geographic distribution [20-24]. Its toxicity has been
reported in animals [25]. The plant extracts of L. camara are used in folk medicine for the treatment of
catarrhal infections, cancers, ulcers, asthma, high blood pressure, swellings, tetanus, malaria, chicken
pox, bronchitis, respiratory diseases, and rheumatism [21,26,27]. Of pharmacological therapeutic
importance, L. camara methanolic extract was reported to exhibit anti-leishmanial activity against the
promastigote forms of Leishmania amazonensis [27]. On the other hand, L. camara oil is used for the
treatment of skin itches, as an antiseptic for wounds, and externally for leprosy and scabies [22]. In
addition, substantial evidence from the literature indicates that essential oil from the leaves of
L. camara exhibit anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, and antimicrobial activities [28-31].

Although the use of essential oils from plant extracts for the treatment of parasitic protozoa
diseases is less investigated, they can be of utmost importance for the development of new drugs
against parasitic diseases. Their low density associated with their rapid diffusion across cell
membranes (as a result of their liposolubility) can enhance the integration of their active components
into the parasites. In this context, the present study aimed to investigate, the trypanocidal,
leishmanicidal, and cytotoxic potential of essential oil from the leaves of L. camara. Further, chemical
characterization of L. camara leaf essential oil was performed using gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS).

2. Results

2.1. GC/MS Analysis of L. camara Leaf Essential Oil

Table 1 shows the chemical composition of L. camara essential oil analyzed by GC-MS. As it can
be seen, twenty seven (27) different compounds representing 98.69% of the total oil were identified.
Based on our results, it appears that the major constituents were: (E)-caryophyllene (23.75%),
bicyclogermacrene (15.80%), germacrene D (11.73%), terpinolene (6.01%), and sabinene (5.92%),
while camphene (0.07%), a-terpinene (0.08%), t-sabinene-hydrate (0.13%), a-pinene (0.19%), and
terpin-4-ol (0.25%) were the less abundant chemicals found in L. camara essential oil (Table 1).
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Table 1. Composition of Lantana camara leaf essential oil.

Compounds RI: RIY Oil Composition (%)
a-Pinene 939 937 0.19
Camphene 953 951 0.07
Sabinene 976 675 592
[-Pinene 980 983 0.45
Myrcene 991 990 0.31
a-Terpinene 1018 1015 0.08
p-Cymene 1026 1026 273
(Z)-p-Ocimene 1040 1037 0.68
(E)-p-Ocimene 1050 1054 0.93
y-Terpinene 1062 1061 1.84
Terpinolene 1088 1079 6.01
Terpin-4-ol 1177 1174 0.25
a-Terpineol 1189 1193 1.02
t-Sabinene hydrate 1254 1257 0.13
a-Copaene 1376 1376 0.93
[-Elemene 1391 1389 1.50
B-Caryophyllene 1404 1401 3.46
(E)-Caryophyllene 1418 1423 23.75
Aromandendrene-allo 1461 1460 217
a-Humulene 1454 1451 4.04
Germacrene D 1480 1480 11.73
Valencene 1491 1489 8.32
Bicyclogermacrene 1494 1497 15.80
Cubebol 1514 1518 1.47
d-Cadinene 1513 1509 0.26
Spathulenol 1576 1573 1.98
Caryophyllene oxide 1581 1585 2.67
Total identified (%) - - 98.69

Relative proportions of the essential oil constituents were expressed as percentage. * Retention indices
from literature [32]; * Retention indices experimental (based on homologous series of n-alkane Cr—Ca).

2.2. Effect of L. camara Leaf Essential Qil against T. cruzi

L. camara essential oil inhibited T. cruzi growth as depicted in Table 2. At the highest
concentration tested (250 ug/mL), L. camara essential oil reduced the number of the parasites by
almost 70%, when compared to control group. Nifurtimox (50 pg/mL), which was used as standard
drug against the epimastigotes of T. cruzi, killed about 93% of T. cruzi. The ICso values (concentration
required to kill or inhibit the growth of parasites by 50%) for epimastigotes of T. cruzi were 3.02 and
201.94 pg/mL for nifurtimox and L. camara essential oil, respectively.

Table 2. Activity of essential oil from leaves of L. camara against T. cruzi.

Nifurtimox (ug/mL) %AE Essential Oil (ug/mlL) %AE
- - 250 67.39 £0.26
- - 125 22.04 +5.89
100 100 = 0.46 - -
- - 62.5 0+3.06
50 93 +0.66 - -
10 84 +0.62 - -
1 43+0.93 - -
0.5 13+£2.50 - .
0.1 0+1.54 - -
1Cso (ug/mL) 3.02+0.75 201.94+1.2

%AE: percentage of epimastigotes of T. cruzi killed after treatment with nifurtimox or L. camara
essential oil. Results are the mean of n = 3 independents experiments performed in triplicate.
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2.3. Effect of Essential Oil from L. camara Leaves against Leishmania braziliensis

Essential oil from the L. camara leaves killed the promastigotes of Leishmanin braziliensis in a
concentration-dependent manner (Table 3). Of particular therapeutic importance, 100 pg/mL of L.
camara essential oil killed 100% of the L. braziliensis promastigote forms of the parasite, while the
standard drug used (pentamidine) killed 94% of the promastigotes. However, pentamidine was more
effective than L. camara essential oil, since the concentration needed to kill 50% (ICso) of the parasites
was 5.69, whereas the ICso for the essential oil of L. carnara was 72.31 pg/mL.

Table 3. Activity of L. camara leaf essential oil against Leishmania braziliensis.

Pentamidine (ug/mL) %AP Essential Oil (ug/mL) %AE
- - 250 100 £ 0.76
- - 125 100 +1.25
- - 100 100 +2.23
100 93.9+0.3 - -
- - 80 94,95 + 1.46
- - 70 36.4+2.22
- - 62.5 16.44 +0.90
- - 50 159 +1.50
50 93.9+0.1 - -
25 89.2+0.6 - -
12,5 80.6+0.2 - -
6.25 54.2 +0.3 - -
3.125 155+1.1 - -
1Cs0 (pg/mL) 5.69 +0.42 72.31 +0.89

%AP: percentage of promastigotes of L. braziliensis killed by pentamidine or essential oil of L. camara.
%AE: percentage of epimastigotes of T. cruzi killed after treatment with pentamidine or L. camara
essential oil. Results are the mean of n = 3 independents experiments performed in triplicate.

2.4. Effect of L. camara Leaf Essential Oil on NCTC929 Fibroblasts

The cytotoxic potential of essential oil from L. camara in NCTC929 fibroblasts is shown in Table
4. Essential oil of L. camara at a concentration of 500 pg/mL completely killed the fibroblasts, while
the same effect was observed for nifurtimox (the reference drug) at concentrations ranging from 200
to 600 pg/mL. The order of effectiveness of killing the fibroblast was: nifurtimox (ICso = 82.39 pg/mL)
> L. camara essential oil (ICso = 301.42 ug/mL) (Table 4).

Table 4. Toxicity of Effect of L. camara leaf essential oil on NCTC929 fibroblast.

Nifurtimox (pg/mL) %C Essential Oil (ug/mL) %C
600 100 + 4.4 - -
- - 500 100 +1.49
400 100+ 3.8 - -
- - 250 14.57 £ 0.72
200 100 +0.7 - -
- - 125 728+1.18
100 64+1.7 - -
- - 62.5 6.06+7.72
50 70+23 - B
- - 31.25 0.0+4.09
25 14+14 - B
ICso (ug/mL) 82.39+2.16 301.42 +3.1

%C: percentage of NCTC929 fibroblasts killed by nifurtimox or essential oil of L. camara. Results are
the mean of n = 3 independents experiments performed in triplicate.
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3. Discussion

There are an increased interest in finding alternative drugs from the plant kingdom for the
treatment of neglected parasitic diseases, in an attempt to replace or supplement those in current
use [17,18,33]. Nowadays, phytochemicals are being synthesized and chemically modified to warrant
higher potency against these human pathogens [18]. As a pre-requisite for the identification and
isolation of active component(s) from plant extracts and/or essential oils, the knowledge of their
biological activity is required. In this context, the main objective of the present study was to
investigate the biological activities of L. camara essential oil with emphasis to its potential to inhibit
the promastigote and epimastigote forms of Leishmania braziliensis and Trypanosoma cruzi, respectively.

Previous studies have reported the leishmanicidal activity of L. camara leaf essential oil on
promastigote forms of L. chagasi and L. amazonensis [34] as well as its antibacterial activity [31]. Here,
the anti-leishmanicidal activity of L. camara essential oil was assessed against the promastigote form
of Leishmanin braziliensis. Comparing our results with that obtained by Machado et al. [34], it is
possible to extrapolate that L. camara essential oil was more effective against L. amazonensis (ICso =
0.25 ug/mL) and L. chagasi (ICs = 18 ug/mL) than L. braziliensis (ICso = 72.31 pg/mL) used in this study.
Similar observation was reached by Morais-Teixeira ef al. [35] when using meglumine antimoniate
against the three species of Leishmania. In a region of Tunisia (Sned region) endemic to leishmaniasis,
Ahmed et al. [36] showed that essential oils obtained from Thymus hirtus is significantly active against
both Leishmania major and L. infantum, while that of Ruta chalepensis was only active against
L. infantum. The difference in the effectiveness of these oils against different species of Leishmania can
possibly be attributed to their distinct chemical composition.

The ability of L. camara essential oil to inhibit the epimastigote form of Trypasomia cruzi was
evaluated for the first time. The results demonstrated that L. camara essential oil at relatively high
concentration (250 pg/mL) exhibited 67.39% inhibition against T. cruzi. On the other hand, 500 pg/mL
of L. camara essential oil was highly toxic to NCTC929 fibroblast. The toxicity of essential oil from
L. camara was possibly related to its triterpenes (i.e., lantadenes) reported to be present in all parts of
the plant [37]. However, compounds other than triterpenes may be involved in L. camara essential oil
toxicity. In line of this, Martinez-Diaz ef al. [38] demonstrated recently that (E)-caryophyllene, which
was the major component of L. camara essential oil, exhibits potent antiparasitic effect against T. cruzi.
This result suggests that (E)-caryophyllene might be at least in part, responsible for the observed anti-
parasitic activity. However, we cannot rule out the fact that minor and major compounds from
L. camara essential oil should have made significant contribution to the oil’s activity.

Recently, Charneau et al. [39] screened Brazilian Cerrado plant extracts for their anti-protozoan
activity. They demonstrated that eight extracts from Connarus suberosus, Blepharocalyx salicifolius,
Psidium laruotteanum, and Myrsine guianensis exhibited high anti-protozoan activity with ICso values
lower than 10 pg/mL. Similarly, Costa et al. [40] showed that essential oils obtained from the leaves
of species of Annonaceae family, specifically, Annona pickelli and A. salzmannii, have potent
trypanocidal activity against Trypanosoma cruzi with ICso value lower than 100 ug/mL. If we compare
our results with that obtained by Charneau et al. [39] and Costa et al. [40] under a similar assay system,
we can presume that the anti-Trypanosoma cruzi activity of L. camara leaf essential oil was relatively
low (ICso =201.94 pg/mL).

4. Materials and Methods

4.1. Chemicals

Resazurin sodium salt was obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) and stored at 4 °C and
protected from light. A solution of resazurin was prepared in 1% phosphate buffer, pH 7, and filter
sterilized prior to use. Chlorophenol red-3-D-galactopyranoside (CPRG; Roche, Indianapolis, IN,
USA) was dissolved in 0.9% Triton X-100 (pH 7.4). Penicillin G (Ern, 5.A., Barcelona, Spain),
streptomycin (Reig Jofré S.A., Barcelona, Spain), and dimethylsulfate were also used.

50
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4.2. Plant Material and Isolation of Essential Oil

The leaves of Lantana camara were collected in Padre Cicero, Crato—Ceara (7°22'S; 39°28'W, 492
m above sea level), Brazil, in June 2012. The plant material was identified and the specimen was
deposited in the Herbarium Caririense Dardano de Andrade-Lima, Regional University of Cariri
(URCA), under the number 7518.

The essential oil from the dried leaves of L. camara was obtained by hydro-distillation using a
Clevenger-type apparatus as described by Guenther [41] with small modifications. At the end of the
extraction process, the oil was dried over anhydrous sodium sulfate to remove the aqueous phase,
and then stored at 4 °C prior to use.

4.3. Gas Chromatography Coupled with Mass Spectrometry (GC/MS) Analysis

The essential oil after preparation was submitted to GC/MS analysis in a Varian 3800 Gas
Chromatograph (SHIMADZU, Houston, TX., USA) equipped with a fused silica capillary column (25
m = 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 um) coated with SE-54; carrier gas helium, flow rate 1.0 mL/min
and with split mode. The injector temperature and detector temperature were 200 °C and 250 °C,
respectively. The column temperature was programmed from 50 °C to 300 °C at 4 °C/min. Individual
components were identified by matching their 70 eV mass spectra with those of the spectrometer
database using the Wiley L-built library and two other computer libraries” MS searches using
retention indices as a pre-selection routine, as well as by visual comparison of the fragmentation
pattern with those reported in the literature [32]. The percentage composition was obtained from
electronic integration measurements using flame ionization detection (FID), also set at 250 °C. n-
Alkanes (C7—Cso) were used as reference points in the calculation of relative retention indices (RIs).
The concentration of the identified compounds was computed from the GC peak area without any
correction factor. GC analyses were equipped with a flame ionization detector (FID) and a ] and W
Scientific DB-5 fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum). Injector and detector
temperatures were 250 °C and 290 °C, respectively. Hydrogen was used as carrier gas, flow rate 1.0
mL/min, split mode (1:10).

4.4. Cell Lines Used

For in vitro studies of T. cruzi, the clone CL-B5 was used [42]. Parasites were stably transfected
with the Escherichia coli [B-galactosidase gene (lacZ), provided by Buckner F. at the Instituto
Conmemorativo Gorgas (PPanama, Brazil). Epimastigotes were grown at 28 °C in liver infusion
tryptose broth (Difco, Detroit, MI, USA) with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA,
USA), penicillin (Ern, S.A., Barcelona, Spain), and streptomycin (Reig Jofré S.A., Barcelona, Spain), as
described previously [43], and harvested during the exponential growth phase.

Culture of L. braziliensis was obtained from the Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud, Asuncion, Paraguay—IICS. The maintenance of the strain, the form of cultivation, and isolation
of shape promastigota were performed following the procedures described by Roldos et al. [43]. The
inhibition assays of promastigotes was performed using the strain of L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), grown at 22 °C in Schneider’s Drosophila medium supplemented with 20% FBS.

For the cytotoxicity assays, the fibroblast cell line NCTC929 grown in Minimal Essential Medium
(Sigma) was used. The culture medium was supplemented with heat-inactivated FBS (10%),
penicillin G (100 U/mL), and streptomycin (100 pg/mL). Cultures were maintained at 37 °C in humid
atmosphere with 5% COo:. The viability of these strains was assessed according to Roldds et al. [43],
through the use of resazurin as a colorimetric method.

4.5. Trypanocidal Assay

The essential oil from the leaves of L. camara was evaluated against epimastigotes forms of
T. cruzi using cultures that have not reached the stationary phase [44]. Briefly, epimastigotes were
seeded at 1 x 105/mL in 200 uL of liver tryptose broth medium. The plates were then incubated with
or without different concentrations of L. camara essential oil (250, 125, and 62.5 pg/mL) at 28 °C for 72 h, at
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which time 50 uL of CPRG solution (200 uM) was added. The plates were incubated at 37 °C for an
additional 6 h and were then read at 595 nm. Nifurtimox (100, 50, 10, 1, 0.5, and 0.1 ug/mL) was used
as reference standard. The efficacy of the essential oil was estimated by calculating the anti-
epimastigotes percentage (AE%) as follow: %AE = [(Acxp — Aboit)/(Acont = Acu)] x 100, where, Aexp =
absorbance of the experimental sample; Avoit = Absorbance of the blank sample; Acont = Absorbance of
the control; Acu: = Absorbance of the culture medium. It should be stressed that the essential oil was
solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSQ) prior to the experiment.

4.6. Leishmanicidal Assay

Cultures of promastigotes of Leishmania braziliensis were grown in 96-well microplates to a
concentration of 10¢ cells/mL. Different concentrations of L. camara essential oil (250, 125, 100, 80, 70,
62.5, and 50 pug/mL) previously dissolved in DMSO, was incubated with the parasite for 72 h at 28
°C. The concentration of DMSO in the wells was not higher than 0.01%. The concentrations of the oil
were obtained by serial dilutions. At the end of the incubation period, 20 uL of resazurin (2 mM) was
added to the plates and the efficacy of the essential oil or the standard drug was evaluated by direct
counting of cells. Each test was performed in triplicate. Pentamidine (100, 50, 25, 12.5, 6.25, and 3.125
ug/mL) was used as standard drugs. The results were expressed in percent inhibition of
promastigotes (%AP) and compared with untreated control.

4.7. Cytotoxicity Assay

NCTC929 fibroblasts were plated in 96-well microplates at a final concentration of 5 x 10*
cells/well. The cells were grown at 37 °C in an atmosphere of 5% CO:. After that, the culture medium
was removed and L. camara essential oil at different concentrations (500, 250, and 125 pg/mL) and a
new culture was performed for 24 h. Then, 20 uL of 2 mM resazurin was added to each well. The
plates were incubated for 3 h, and the reduction of resazurin was measured using dual absorbance
at wavelengths of 490 and 595 nm. The value of the control (blank) was subtracted. Nifurtimox at
concentrations of 600, 400, 200, 100, 50, and 25 pg/mL was used as reference.

4.8. Statistical Analysis

Results are expressed as mean + standard error of mean (SEM) of at least three independent
experiments performed in triplicate.

5. Conclusion

This study demonstrates for the first time the anti-parasitic effect of L. camara essential oil against
L. braziliensis and T. cruzi. However, the oil was also toxic to fibroblasts, indicating its potential
toxicity to mammalian cells. Consequently, further studies with isolated compounds from L. camara
essential oil need to be investigated to elucidate the mechanism(s) underlying its anti-parasitic action.
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Abstract

This study sought to investigate for the first time the genotoxicity and cytotoxicity of
ethanolic (EtOH) and aqueous extracts from the leaves of Lantana montevidensis in human
leukocytes, as well as their possible interaction with human erythrocytes membranes in vitro.
The antioxidant activity of both extracts was also investigated. Treatment of leukocytes with
EtOH or aqueous extracts (1-480 pg/mL) did not affect DNA damage index, but promoted
cytotoxicity at higher concentrations (240-480 pg/mL). Both extracts did not modify the
osmotic fragility of human erythrocytes. The extracts scavenged DPPH radical and prevented
against Fe* -induced lipid peroxidation in rat and brain homogenates and this was likely not
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attributed to iron(II) chelation. HPLC analysis identified chlorogenic acid and quercetin as the
major components in EtOH extracts, while caffeic and chlorogenic acids were the major
phenolic acids in the aqueous extract. These results provide supportive information on the
functional use of L. montevidensis in folk medicine and suggests that caution should be
exercised regarding it dosage and frequency use.

Keywords: Lantana montevidensis, genotoxicity, cytotoxicity, osmotic fragility, HPLC-DAD

1. Introduction

Plants with therapeutics actions have been used by rural communities and even urban
population in the treatment of several human diseases, and their beneficial effects have been
attributed to their chemical constituents. This is at least, in part, because their chemical
constituents may have antioxidant activity, thereby, preventing the oxidative damage resulting
from oxidative stress, which has been implicated in many diseases including stroke, cancer
and neurodegeneration (Uttara et al., 2009; Visconti and Grieco, 2009; Rodrigo et al., 2013).

The genus Lantana is composed of about 150 species (Ghisalberti, 2000) in which L.
camara and L. montevidensis are represented. The two species are very similar in a botanical
point of view (Munir, 1996) and are used in popular medicine as carminative antispasmodic,
antiemetic and to treat respiratory infections, rheumatism, wounds, asthma, biliary fever,
bronchitis, tumor, ulcers, high blood pressure, etc (Tokarnia et al., 1984, 1999; Munir, 1996;
Barreto et al., 2010; Sousa et al., 2011; Kalita et al., 2012). The difference between the two
types of Lantana is height and flower color.

Although, L. camara is well studied for its pharmacological properties (Kalita et al.,
2012), it 1s recognized so far among the most toxic plants (Ghisalberti, 2000; Kalita et al.,
2012). Its toxic effects to human and livestock have been reported in Australia, India, New
Zealand, South Africa and America, and were attributed to the presence of lantadenes A, B
and D (Seawright et al., 1983; Sharma et al., 1988; Pass, 1991; Kalita et al., 2012). In
addition, the essential oil obtained from the leaves of L. camara was recently found to be
toxic to NCTC929 fibroblasts (Barros et al., 2016).

L. montevidensis (Family, Verbenaceae), popularly known as “camara” or “cambara”, is a
sprawling shrub native to Brazil and Uruguay. It is considered an invasive species in many
parts of the world where it has been introduced as an ornamental plant (Taylor et al., 2015).

The dried leaves of L. montevidensis prepared in different ways (infusion, maceration,
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decoction), and its essential oil have been traditionally used for the same purposes like L.
camara (Hashimoto, 1996). In opposition to the widely studied L. camara, very few studies
have demonstrated the pharmacological potential of L. montevidensis. Extracts and essential
oil from the leaves of L. montevidensis have been reported to exhibit antibacterial activity
with the potential to modulate antibiotics drugs used in clinical infections (Barreto et al..
2010; Sousa et al., 2011, 2012, 2013). In addition, methanolic extract of the leaves showed
anti-inflammatory, anti-pyretic, analgesic, antioxidant and antibacterial activities (Makboul et
al., 2013; Sousa et al., 2015). Phytochemical studies revealed that flavonoid fraction from the
leaves of L. montevidensis exhibits antiproliferative activity against human gastric
adenocarcinoma, human uterine carcinoma and murine melanoma cell lines (Nagio et al.,
2002). Triterpenoids and flavones are likely to be the major components of L. montevidensis
leaves extracts (Wollenweber et al., 1997; Nagdo et al., 2002; Makboul et al., 2013), while p-
caryophyllene, germacrene and bicyclogermacrene are the main constituents of its essential
oil (Sousa et al., 2013).

Considering the lack of information in the literature regarding the biological activities of
L. montevidensis, and that little is known about its chemical composition, the present study
aimed to chemically characterize the aqueous and ethanolic extracts from the leaves of L.
montevidensis, and to evaluate their bioactive properties. Particularly, their potential
antioxidant (DPPH, TBARS, and Fe’" chelation) and toxic effects (genotoxicity and
cytotoxicity), as well as their influence on osmotic fragility were investigated in human

leukocytes and erythrocytes respectively.
2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

All chemical were of analytical grade. Acetonitrile, phosphoric acid, gallic acid, caffeic
acid, ellagic acid, chlorogenic acid and catechin were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). Quercetin, quercitrin, isoquercitrin, kaempferol, luteolin, apigenin and rutin were
acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). High performance liquid
chromatography (HPLC-DAD) was performed with a Shimadzu Prominence Auto Sampler
(SIL-20A) HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with Shimadzu LC-20AT
reciprocating pumps connected to a DGU 20A5 degasser with a CBM 20A integrator, SPD-
M20A diode array detector and LC solution 1.22 SP1 software. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
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(DPPH), ascorbic acid, malonaldehydebis-(dimethylacetal) (MDA), thiobarbituric acid
(TBA), sodium azide and hydrogen peroxide (H,O,) were obtained from Sigma Chemical Co.
(St. . Louis, MO, USA).

2.2. Plant material

The leaves of Lantana montevidensis were collected in Padre Cicero, Crato - Ceara (7°
22°S; 39" 28'W, 492 m above sea level), Brazil, in January 2012. The plant material was
identified and the specimen was deposited in the Herbarium Caririense Dardano de Andrade -
Lima, Regional University of Cariri (URCA), under the number 7519. For the aqueous extract
of L. montevidensis 300 g of crushed fresh leaves were mixed with 2 L of hot water and the
mixture was allowed to stand for 3 days. On the 31 day, the mixture was filtered and the
filtrate was lyophilized. However, for the ethanolic extract (EtOH), the fresh crushed leaves
(300 g) was macerated with 1.5 L of 92% ethanol for 3 days. The suspension was then filtered
and the filtrate was evaporate under pressure and lyophilized to obtain a dark brown solid.

The prepared extracts (aqueous and ethanolic) were stored in the freezer until being used.

2.3. Characterization of aqueous and ethanolic extracts from the leaves of L. montevidensis
by HPLC-DAD

Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient conditions
using Phenomenex C,g column (4.6 mm x 250 mm) packed with Sum diameter particles; the
mobile phase was: (A) acetonitrile: water (95:5, v/v) and (B) water: phosphoric acid (98:2,
v/v), and the composition gradient was: 5% of B until 10 min and changed to obtain 20%,
40%, 60%, 70% and 100% B at 20, 30, 40, 50 and 60 min, respectively, following the method
described by Colpo et al. (2014) with slight modifications. The ethanolic and aqueous extracts
from the leaves of L. montevidensis and the mobile phase were filtered through 0.45 pm
membrane filter (Millipore) and then degassed by ultrasonic bath prior to use. The extracts
(ethanolic and aqueous) of L. montevidensis were analyzed at 30 mg/mL. The flow rate was
0.6 mL/min and the injection volume was 50 pL. Stock solutions of standards references were
prepared in the HPLC mobile phase at a concentration range of 0.025 — 0.400 mg/mL for
catechin, quercetin, quercitrin, isoquercitrin, kaempferol, luteolin, apigenin and rutin; and
0.030 — 0.250 mg/ml for gallic, chlorogenic, ellagic and caffeic acids. Quantification was
carried out by integration of the peaks using the external standard method, at 270 nm for

gallic and ellagic acids, 280 nm for catechin, 327 nm for chlorogenic and caffeic acids, and
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365 for quercetin, quercitrin, isoquercitrin, kaempferol, apigenin, luteolin and rutin. The
chromatography peaks were confirmed by comparing its retention time with those of
reference standards and by DAD spectra (200 to 600 nm). The calibration curve for the
standards used is presented in Table 1. Limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) were calculated based on the standard deviation of the responses and the slope using
three independent analytical curves, as defined by Boligon et al. (2013). LOD and LOQ were
calculated as 3.3 and 10 o/S, respectively, where o is the standard deviation of the response

and S is the slope of the calibration curve.

2.4. Antioxidant activity in chemical and biological models
2.4.1. 1, I-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity

The antioxidant activity was determined by the ability of the aqueous and ethanolic
extracts from the leaves of L. montevidensis to scavenge the DPPH radical, as described by
Kamdem et al. (2012) with some modifications. Briefly, 50 uL of ethanolic and aqueous
extracts in different concentrations (1- 480 pg/mL) were mixed with 100 pL of freshly
prepared DPPH solution (0.3 mM in ethanol). The plate was then kept in the dark at room
temperature for 30 min. The reduction of DPPH color was measured by monitoring the
decrease in absorption at 517 nm using a microplate reader (SpectraMax, USA). Ascorbic
acid was used as positive control. The percent DPPH inhibition was calculated as follow: %
inhibition = 100 - [100 (Agmple — Ablank)/ Acontrol], Where Agnpie 1s the absorbance of the tested
sample with DPPH; Apjank, the absorbance of the test tube without the addition of DPPH and

Aconirol 1 the absorbance of DPPH solution.

2.4.2. Fe'* Chelating activity of the extracts

The Fe®* chelating activity of the ethanolic and aqueous extracts from the leaves of L.
montevidensis was determined using a modified method of Kamdem et al. (2013). The
reaction mixture containing 58 uL of saline solution (0.9%, w/v), 45 uL Tris-HCI1 (0.1 M, pH,
7.5), 27 uL of extracts (1-60 pg/mL) and 36 uL of 110 uM FeSO4 was incubated for 10 min
at 37°C. Subsequently, 34 puL of 1, 10-phenanthroline (0.25%, w/v) was added and the
absorbance of the orange coloured complex formed was measured at 0, 10 and 20 min at 510
nm (against blank solutions of the samples) using microplate reader (SpectraMax, USA). The
same procedure was performed for the control (i.e., Fe™"), but without the extract. To ascertain

the chelating potential of the extracts, we determined the potential reduction of any Fe" (that
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might be formed during the incubation periods) by adding the reducing agent, ascorbic acid
(to give a final concentration of 5 mM) to the reaction mixture. The absorbance was then
determined after 5, 10 and 20 min following ascorbic acid addition. This is because the
extracts could be oxidizing Fe*' to Fe'', leading to a decrease in absorbance that was not
related to Fe>* chelation. To summarize, the schedule for the evaluation of Fe’' chelation or

oxidation by the extracts is presented in Table 2.

2.4.3. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay

TBARS production was determined as described by Ohkawa et al. (1979) and modified
by Barbosa-Filho et al. (2014). The rats were killed by decapitation and the whole brain and
liver were rapidly removed, placed on ice and weighed. The tissues were immediately
homogenized in cold 10 mM Tris-HCI, pH 7.4 (1:10 w/v for the liver and 1:5 w/v for the
brain) and centrifuged at 3600 rpm for 10 min. The pellet was discarded and the supernatant
was used for the assay. Aliquots of homogenates of brain or liver (20 pL) were incubated with
10 uM FeSO4, in the presence or absence of extracts (1-480 ng/mL) at 37 ° C for 1 h to
induce lipid peroxidation. Subsequently, 40 pL of sodium dodecyl sulfate (8.1%), 100 mL of
acetic acid/HCI (pH 3.4) and 100 pL of 0.6% thiobarbituric acid (TBA) were added and the
reaction mixture was incubated at 100 °C for 1 h. After cooling, the samples were centrifuged
for 2 min at 6000 rpm and the absorbance of the supernatant was read at 532 nm using an
ELISA microplate reader (SpectraMax, USA). This work was performed in accordance with
the guidelines of the Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria (UFSM) and
approved by the Ethics Committee of UFSM (076.2012-2).

2.5. Blood sample collection and preparation of human leukocytes and erythrocytes

The heparinized venous blood was obtained from healthy volunteer donors from the
Hospital of the Federal University of Santa Maria (HUFSM), Santa Maria-RS, Brazil, (age 26
+ 9). The study was approved by the Ethics Committee of UFSM and registered under the
protocol number 0089.0.243.000-07. Human leukocytes and erythrocytes were obtained as
previously described (Kamdem et al., 2013; Barbosa-Filho et al., 2014). The leukocytes were
separated by differential sedimentation rate using 5% dextran and subsequent adjustment of
samples 2 x 10° leukocytes/mL with Hank’s buffered saline solution (HBSS)/heparin (5.4
mM KCI, 0.3 mM Na,HPO,, 0.4 mM KH,PO4, 4.2 mM NaHCOs, 1.3 mM CaCl2, 0.5 mM
MgCl,, 0.6 mM MgSOy4, 137 mM NaCl and 10 mM D-glucose, 10 mM Tris-HCI, heparin 15
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IU/mL, adjusted to pH 7.4). The erythrocytes were separated by centrifugation of the blood
samples at 2000 rpm for 5 min at room temperature. The plasma was aspirated and the cell
pellet was washed three times with phosphate buffered saline (6.1 mM, pH 7.4, containing
150 mM NacCl).

2.6. Determination of osmotic fragility in erythrocytes

The effect of ethanolic and aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis on the
osmotic fragility of human erythrocytes was estimated by measuring their resistance to
hemolysis in increasing concentrations of salt solutions as described by Godal and Heisto
(1981) adapted by Barbosa-Filho et al. (2014). Five hundred microliters (500 pL) of
erythrocytes, 100 puL of various concentrations of aqueous and ethanolic extracts (1-480
pg/mL) and 900 mL of phosphate buffered saline (PBS) (6.1 mM, pH 7.4, containing 150
mM NaCl) were pre-incubated for 3 h at 37 °C. After incubation, the samples were mixed and
centrifuged at 2500 rpm for 10 min and the supernatant was discarded. The erythrocytes were
washed twice with PBS, centrifuged at 2500 rpm for 2 min and the supernatant discarded.
Treated and untreated erythrocytes (7.5 pL) were then incubated with 1.5 mL of various
concentrations of NaCl (0 to 0.9%), pH 7.4 for 20 min. The samples were homogenized and
centrifuged at 2000 rpm for 5 min. The obtained supernatant from each ependorf was
transferred to microplate and the lysis of erythrocytes was followed by measuring the
absorbance of the hemoglobin content in the supernatant at 540 nm using microplate reader

(SpectraMax, USA). The results were expressed as percent of control.

2.7. Genotoxicity evaluation by the Comet Assay

The potential genotoxic effect of the extracts was investigated according to the methods
described by Collins (2014) with some modifications. Leukocytes were isolated as described
above and treated with various concentrations of aqueous and alcoholic extracts of L.
montevidensis (1-480 pg/mL) for 3 h. The comet assay was performed according to the
following steps: (1) 15 pL of leukocyte suspension (2 x 10° leukocytes/mL) was mixed with
low-melting agarose and then, (2) added to 90 ml 0.75% LMP agarose (w/v), mixed, and
placed on a slide precoated with normal melting point agarose (1% w/v), (3) a coverslip was
added and the samples allowed to solidify at 4 °C, (4) coverslips were removed and slides
were placed in a lysis solution (2.5 M NaCl; 100 mM EDTA, 8 mM Tris-HCI, 1% Triton X -
100 pH 10-10.5), where they remained for 24 h under protection from light; (5) after lysis, the
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slides were placed in a bucket containing neutralizing solution (400 mM Tris-HCI, pH 7.5) for
15 min; (6) then, they were incubated in electrophoresis solution (300 mM NaOH, 1 mM
EDTA, pH 13.5) for 20 min at 4 ° C under the condition of 25 V, 300 mA, 7W; (7) the slides
were washed three times in distilled water and allowed to dry at room temperature; (8) slides
were rehydrated for 3 minutes in distilled water, fixed for 10 min in 15% trichloroacetic acid,
5% zinc sulfate and 5% glycerol, and then washed three times in distilled water and allowed
to dry at room temperature; (9) the slides were stained with 5% sodium carbonate, 0.1%
ammonium nitrate, 0.1% silver nitrate, 0.25% tungstosilicico acid and 0.15% formaldehyde;
(10) staining was stopped with 1% acetic acid and air dried sheets; (11) finally, the slides
were visualized and scored according to the tail length into five classes (from class 0: no
damage, no tail; to class 4: maximum damage, comet without heads) under blind conditions
for at least two individuals. DNA damage was expressed as DNA damage index (DI), which
is based on the length of the migration. The DI was calculated from the cells in different
damage classes as follows: DI = Inl + 2n2 + 3n3 + 4n4, where n1-n4 denote the number of
cells with the level 1-4 of damage. Methyl methanesulfonate (MMS) (20 uM) was used as

positive control while distilled water was used as negative control.

2.8. Cytotoxicity evaluation by trypan blue dye exclusion assay

The cytotoxic potential effect of the extracts was performed using a modified method of
Smith et al. (2007). Briefly, 2.5 mL of the extracts (1-480 pg/mL) was added to 497.5 mL of
leukocytes suspension and incubated in the presence or absence of hydrogen peroxide (2 mM)
+ azide (1 mM) at 37°C for 3 h. Fifty microliters (50 uL) of treated leukocytes was mixed
with 50 pL of 0.4% trypan blue and allowed to stand for 5 min at room temperature. From the
mixture, an aliquot of 10 pL was checked microscopically for viability using a
hemocytometer. Viability was expressed as the percentage of viable cells among the total

cells.

2.9. Statistical analysis
Results are expressed as mean + standard error of mean (SEM). One or two-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-test were used when appropriated, to

assess the differences between the groups. p < 0.05 was considered statistically significant.
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3. Results

3.1. Chemical constituents of ethanolic and aqueous extracts from the leaves of L.
montevidensis by HPLC

Phenolic acids and flavonoids determined in the ethanolic (Fig. 1A) and aqueous (Fig. 1B)
extracts of the leaves of L. montevidensis are depicted in Fig. 1. Both extracts revealed the
presence of gallic acid (R, = 10.05 min, peak 1), catechin (R, = 15.72 min, peak 2),
chlorogenic acid (R; = 22.46 min, peak 3), caffeic acid (R; = 25.13 min, peak 4), ellagic acid
(R¢ = 32.09 min, peak 5), rutin (R; = 39.87 min, peak 6), quercitrin (R; = 44.76 min, peak 7),
isoquercitrin (R = 45.61 min, peak 8), quercetin (R; = 49.97 min, peak 9), kaempferol (R, =
55.02 min, peak 10), luteolin (R; = 60.23 min, peak 11) and apigenin (R; = 70.15 min, peak
12).

The quantitative analysis of these constituents indicate that chlorogenic acid (8.59 + 0.01
mg/g) and quercetin (6.03 + 0.01 mg/g) were the major constituents found in the EtOH
extract, while catechin (0.48 + 0.03 mg/g) and kaempferol (1.57 + 0.02 mg/g) were the less
abundant (Table 3). Similarly, caffeic acid (6.25 + 0.01 mg/g) and chlorogenic acid (6.17 +
0.03 mg/g) were the major constituents found in the aqueous extract, whereas, apigenic (0.86

+0.01 mg/g) and quercitrin (0.71 £ 0.01 mg/g) were the minor (Table 3).

3.2. Antioxidant activity
3.2.1. DPPH free radical scavenging ability

The effect of EtOH and aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis on DPPH
reduction is presented in Table 4. Both extracts and the ascorbic acid used as reference,
showed antioxidant activity against DPPH radical scavenging in a concentration- dependent
manner. At the lowest concentration tested (1 pg/mL), the radical scavenging potential of the
aqueous extract (24.20 = 2.32 %) was more pronounced, even than that of ascorbic acid (9.55
+ 2.01%). Based on the ICsy values, the ability to scavenge the DPPH free radical of the
aqueous extract was two times higher than that of EtOH extract (108.2 + 3.46 vs. 290.5 £ 1.97
pg/mL). However, ascorbic acid exhibited the highest DPPH free radical scavenging, with
ICs0 of 37.05 = 1.69 ug/mL (Table 4).

3.2.2. Iron chelation or oxidizing effect of L. montevidensis

In this assay, the rate of the reduction in the absorbance of the orange complex formed by
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Fe*" and orthophenanthroline allows estimation of a co-existent chelator. As it can be seen in
Fig. 2A and 2B, EtOH (1-60 ng/mL) and aqueous extracts (1-60 pug/mL) caused a decrease in
the absorbance at 510 nm compared with Fe*". In order to investigate whether the reduction in
the absorbance in the presence of extracts was attributed to Fe*' chelation or oxidation,
ascorbic acid (AA) was added to the reaction medium after 20 min of incubation of Fe*" with
the extracts and orthophenanthroline. Addition of ascorbic acid caused only a modest
increase in the absorbance at 510 nm and this was a little more apparent for the aqueous
extract (Fig. 2B). The most plausible interpretation of these results is that the extracts can
chelate Fe’" and accelerate the oxidation of Fe”” to Fe’”. However, this Fe’” was only partially
or not released from the complex; because otherwise ascorbic acid should have reduced Fe**
to Fe’", resulting to the formation of the complex between Fe’™ and ortho-phenanthroline.

But, this occurred only to a limited extent.

3.2.3. Effect of L. montevidensis extracts on lipid peroxidation (LPO) induced by iron in rat
brain and liver homogenates

In the rat brain homogenate, the potential of EtOH (Fig. 3A) and aqueous (Fig. 3B) extracts to
inhibit LPO was assessed by the amount of MDA produced. Both extracts caused a significant
reduction in the amount of MDA produced when compared to the basal (p <0.05; Fig. 3A and
3B). The basal inhibition with the EtOH extract was effective starting at 240 pug/mL where its
maximum effect was attained (Fig. 3A). Whereas, inhibition by the aqueous extract occurred
at concentrations of 120 and 240 pg/mL (Fig. 3B). There was a significant increase in the
amount of MDA in Fe*" (10 pM)-induced LPO when compared with the basal, in rat brain
homogenate (Fig. 3A and 2B; p < 0.05). EtOH extract (60-480 ng/mL) was effective to
protect against LPO induced by Fe** in brain homogenate (Fig. 3A) when compared to iron
alone. The same effect was observed in a concentration-dependent manner with aqueous (120-
480 pg/mL) (Fig. 3B).

The capacity of EtOH and aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis to inhibit
Fe*"-induced lipid peroxidation was also investigated in rat liver homogenate. The use of
these two tissues (brain and liver) is because they have distinct enzymes that can interact with
the components of the extracts and possibly change their antioxidant activities (De Freitas and
Rocha, 2011).

As shown in Fig. 3C and Fig. 3D respectively, EtOH (30-480 pg/mL) and aqueous (60-
480 pg/mL) extracts caused a significant reduction in the amount of MDA produced under
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basal condition, when compared with the basal (p < 0.05). As expected, Fe’™ (10 uM)
significantly induced LPO in the rat liver homogenate, which was evidenced by the amount of
MDA produced (Fig. 3C and 3D). Treatment with both extracts protected against LPO
induced by iron in a concentration dependent manner (Fig. 3C and 3D). But, the reduction in
MDA produced was statistically significant only at concentrations of 240 and 480 pg/mL for
both extracts (Fig. 3C and 3D).

3.3. Cytotoxicity and anti-cytotoxic effects of L. montevidensis leaf extracts

The potential cytotoxic effect of EtOH and aqueous extracts from the leaves of L.
montevidensis was investigated in human leukocytes as well as their capacity to protect
against H>O, cytotoxicity. As it can be observed in Fig. 4, EtOH (Fig. 4A) and aqueous (Fig.
4B) extracts by themselves, caused a significant decrease in the cell viability at the higher
concentrations tested (240-480 pg/mL) when compared with the control (p < 0.05).

We also investigated whether these extracts could protect against the exogenous oxidative
stressor, H,O, (2mM). As expected, there was a significant decrease of cell viability (~
41.43%) of leukocytes treated with H,O, when compared with the control (p < 0.05, Fig. 4C
and 4D). Co-treatment with EtOH (Fig. 4C) or aqueous (Fig. 4D) extracts did not change
H,0; cytotoxicity (p > 0.05).

3.4. Genotoxicity effect of L. montevidensis leaf extracts

Fig. 5 shows that incubation of human leukocytes with EtOH (Fig. 5A) or aqueous (Fig.
5B) extracts at all the concentrations tested did not have any effect on DNA damage, when
compared to the control (p > 0.05). However, methyl methanesulfonate (MMS) used as
positive control, dramatically increased the DNA damage index compared with the control (p

< 0.05), suggesting a possible induction of DNA single-strand breaks.

3.5. Effect of ethanolic and aqueous extracts on erythrocytes osmotic fragility

Fig. 6 shows that there was a complete hemolysis (100%) in the control group containing
0% NaCl (i.e., distilled water). Treatment of human erythrocytes with EtOH (Fig. 6A) or
aqueous (Fig. 6B) extracts (1-480 pg/mL) did not modify the percentage erythrocyte fragility
(p > 0.05) at different salt concentrations (0-0.9%), when compared with their respective

controls.
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4. Discussion

Lantana montevidensis leaf extracts have been used in traditional Brazilian medicine to
treat various ailments including tumor and ulcers, in which free radicals have been implicated
in their etiology (Goldstein et al., 1989; Demir et al., 2003). Although L. montevidensis has
been used in traditional medicine for the same purpose what L. camara, there is however, very
limited studies on its pharmacological activities as well as its safety. In this context, this study
aimed at investigating the antioxidant capacity of L. montevidensis in various assays systems,
and its toxicity in human leukocytes and erythrocytes.

In biological system, antioxidants are extremely important due to their direct removal of
pro-oxidants in order to ensure maximum protection for biological sites (Cheeseman and
Slater, 1993; Kohen and Nyska, 2002; Pisoschi and Pop, 2015). Iron(Il) is a potent pro-
oxidant that has been found to be increased in many neurodegenerative disorders associated
with oxidative stress, including Parkinson’s and Alzheimer’s diseases (Zecca et al., 2008;
Becerril-Ortega et al., 2014). Indeed, Fe’' has been extensively used in vitro to access the
antioxidant potential of chemicals or plant extracts, since it can induce oxidative stress via the
generation of ROS (Harris et al., 1992). In the current study, Fe*" caused a significant increase
in the amount of malondialdehyde (MDA), one of the most abundant by-products of lipid
peroxidation (LPO) generated via radical-initiated oxidative decomposition of
polyunsaturated fatty acid (Singh et al., 2015). Interestingly, EtOH and aqueous extracts from
the leaves of L. montevidensis efficiently inhibited Fe’"-induced LPO in rat brain and liver
homogenates. This results suggests that the components of both extracts may have interacted
with free radicals or chelated free iron, thereby, rendering it unavailable for the Fenton
processes. Our results are in agreement with that of Sousa et al. (2015) who showed that leaf
and root extracts of L. montevidensis inhibit Fe**-induced LPO in egg phospholipids.

The biological activity of transition metals such as iron is associated with the presence of
unpaired electrons that favor their participation in redox reaction (Repetto et al., 2010). For
instance, they can participate in the initiation step of LPO, DNA assault and oxidative stress
through metal-catalyzed reactions (Aboul-Ela et al., 2011; Pratviel, 2012; Repetto et al., 2012;
Aitken et al., 2014). Here, we have investigated the Fe*'-chelating ability of EtOH and
aqueous extracts of L. montevidensis. The results demonstrated that both extracts did not
chelate Fe’*, suggesting that their antioxidant capacity observed against LPO seems to be
associated with direct action with free radicals and not Fe** chelation.

The free radical scavenging activity of EtOH and aqueous extracts was evaluated by the
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DPPH assay. In this assay, the purple color of the DPPH is changed to the yellow color in the
presence of hydrogen donating antioxidant. Thus, the more yellowish color of DPPH
observed, the greater is the antioxidant activity of the tested compound/extract. Both extracts
caused a concentration dependent reduction in the color of DPPH radical, suggesting their
hydrogen donating ability. However, aqueous extract exhibited a higher DPPH radical
scavenging activity than EtOH extract. The difference in this activity may be explained by the
ability of the aqueous extract to quickly donate hydrogen atoms to the DPPH radical than the
EtOH extract. It has been postulated that molecules that can donate hydrogen atoms to
damaged molecules can be considered as repair compounds (Kohen and Nyska, 2002). Thus,
it is possible to extrapolate that the donation of hydrogen atoms by EtOH and aqueous
extracts to fatty acid radical which was previously attacked by a radical (and lost its
hydrogen) in the Fe*"-induced LPO, has contributed to limit the damages or inhibit LPO.

The exceptional growth of human exposure to natural products particularly from plants
origin has led to the resurgence of the scientific interest in their biological activities, with
emphasis on their toxicological evaluations in order to ascertain their safety (Kamdem et al.,
2013; Barbosa-Filho et al., 2014; Waczuck et al., 2015; Duarte et al., 2016). Substantial
evidence from the literature reveal that plants used in traditional medicine or as food can have
mutagenic, cytotoxic and genotoxic effects in vitro and in vivo assays (Zink and Chaffin,
1998; Celik, 2012). Here, the effect of EtOH and aqueous extracts of L. montevidensis on
DNA of human leukocytes was evaluated by the comet assay, which is regarded as a valuable
biomarker of genotoxicity (Tice et al., 2000; Matic et al., 2013). We found that both extracts
(1-480 ng/mL) did not have genotoxic affect in relation to the control. However, at the higher
concentrations tested (240-480 pg/mL), they showed a slight cytotoxic effect. Although we
have not identified the constituent (s) responsible for the cytotoxic effect, some of the
compounds identified including rutin, quercetin and kaempferol have been shown to have
toxic effects at relatively high concentrations (Soares et al., 2006). Consequently, it is
possible to presume that the DNA damage evaluated by the comet assay can occur in parallel
or not with the toxicity detected as decreased survival (by Trypan blue). Despite the fact that
it 1s difficult to translate the in vitro results obtained here to a real in vive situation, our
findings suggest that caution should be taken regarding the dosage and the frequency use of L.
montevidensis in the traditional medicine.

Exposure of human erythrocytes to phytotherapeutic products can influence erythrocyte

membrane integrity making the cells more fragile and labile to damage (Rizvi and Srivastava,
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1999; Mpiana et al., 2010). In the present study, osmotic fragility was used as a useful
cytotoxic indicator to evaluate the interactions of L. montevidensis extracts with the cell
membrane in vitro. However, L. montevidensis extracts did not have any effect on the osmotic
fragility of erythrocytes, suggesting that the antioxidant defense systems of the erythrocytes
may have contributed to protect the cell membranes.

The chemical composition of L. montevidensis extracts showed the presence of
polyphenolic compounds (phenolic acids and flavonoids). Their long-term consumption has
been shown to be associated with reduced risk of cardiovascular diseases, neurodegenerative
diseases, cancer and diabetes among others in epidemiological studies (Qiao et al., 2014; Lall
et al., 2015). Therefore, the action of these phytochemicals alone or synergistically could be

responsible for radical scavenging activity and the prevention of LPO observed in this study.

5. Conclusions

Overall, the present study investigated for the first time the toxicity of ethanolic and
aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis in human cells, and their antioxidant
activity in various assays systems. Exposure of human leukocytes to higher concentrations of
both extracts (240-480 pg/mL) caused cytotoxicity, without any sign of DNA damage,
indicating that caution should be exercised regarding the dosage and frequency use of L.
montevidensis in traditional medicine. However, treatment of human erythrocytes with both
extracts (1-480 pg/mL) did not have any effect on erythrocytes membranes. Ethanolic and
aqueous extracts exhibited strong antioxidant activity as evidenced by their DPPH radical
scavenging activity and their efficacy to inhibit lipid peroxidation in rat brain and liver
homogenates. These effects can be attributed to the presence of bioactive phytochemicals

found in L. montevidensis, and may therefore justify its pharmacological use in folk medicine.
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Table 1- Calibration curve of the standards used in the analysis.

Standard Retention time Calibration Correlation
(R, min) Equation coefficient (rz)

Gallic acid Rt=10.05 Y =13062x + 1238.9 r=0.9995
Catechin Rt=15.72 Y =12594x +1195.7 r=0.9999
Chlorogenic acid Rt=22.46 Y =13584x + 1309.6 r=0.9997
Caffeic acid Rt=25.13 Y =11893x +1270.4 r=0.9999
Ellagic acid Rt =32.09 Y =12537x+1179.5 r=0.9996
Rutin Rt =39.87 Y =13015x + 1328.7 r=0.9995
Quercitrin Rt =44.76 Y =11854x + 1371.9 r=0.9998
Isoquercitrin Rt=45.61 Y =13476x + 1189.3 r=10.999%4
Quercetin Rt =49.97 Y =12065x + 1249.5 r=0.9997
Kaempferol Rt=55.02 Y =11968x + 1251.3 r=10.9999
Luteolin Rt =60.23 Y =12407x + 1294.8 r=0.9993
Apigenin Rt=70.15 Y =11704x + 1256.1 r=0.9998

All chromatography operations were carried out at ambient temperature and in triplicate.

Table 2- Schedule of evaluation of oxidation or chelation of Fe*'/Fe’” by plant extracts.

Time Sequence of addition Reading at 510 nm
0 min Extract (1-60 ng/mL)
FeSO4 (110 uM) )
10 min Ortho-phenanthroline i
(0.25%)
Omin LA A O st rading 0 i
20 min - Second reading (10 min)
30 min - Third reading ( 20 min)
30 min Ascorbic acid (AA, final i
concentration, 5 mM)
35 min - First reading after AA (25 min)
40 min - Second reading after AA (30 min)
50 min - Third reading after AA (40 min)
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641
642

643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653

654
655
656
657
658
659

Compounds Ethanolic Aqueous LOQ LOD
mg/g mg/g g/mL g/mL

Gallic acid 5.61+0.02 2.83+0.01 0.015 0.053
Catechin 0.48 +0.03 1.59+0.01 0.026 0.084
Chlorogenic acid 8.59+0.01 6.17£0.03 0.009 0.031
Caffeic acid 4.73+0.02 6.25+0.01 0.018 0.059
Ellagic acid 1.62 +0.01 2.73+£0.02 0.013 0.049
Rutin 5.78 £0.01 2.68+0.01 0.032 0.105
Quercitrin 5.16 £0.02 0.71+0.01 0.007 0.023
Isoquercitrin 2.81+0.03 4.05+0.03 0.025 0.079
Quercetin 6.03 +0.01 2.59+0.02 0.010 0.034
Kaempferol 1.57 +0.02 0.83+0.01 0.023 0.064
Luteolin 2.96 +0.01 2.70+0.01 0.017 0.053
Apigenin 2.08+£0.01 0.86+0.01 0.011 0.037

Concentration EtOH extract Aqueous extract Ascorbic acid
(ng/mL)
1 7.48 £0.73 2420+2.32 9.55+2.01
10 - - 23.35+0.34
30 11.84 £1.15 36.46 + 1.85 38.64 +0.38
50 - - 5793+ 1.77
60 19.19 £ 1.90 47.86 £5.65 -
100 - - 73.64 £ 0.47
120 23.88+1.22 54.12£53 -
240 41.92+2.79 62.46 £ 4.65 -
400 - - 89.81 £0.71
480 82.35+0.88 73.21+£2.12 -
ICso (ug/mL) 290.5+1.97 108.2 £ 3.46 37.05 £1.69
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Table 3- Quantitative analysis of phenolics and flavonoids from the ethanolic and aqueous
leaves extracts of L. montevidensis

Results are expressed as mean + S.E.M of three determinations. Averages followed by
different letters in the same column are significantly different by Tukey test (p < 0.05). LOD-
limit of detection, LOQ-limit of quantification.

Table 4- Percent inhibition of DPPH radical by EtOH and aqueous extracts from the leaves of
L. montevidensis

Results are expressed as mean = SEM (n = 4). Means with different letters are in the same
line differ significantly from each other.
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Figures Caption

Fig. 1. Phenolics and flavonoids constituents of ethanolic (A) and aqueous (B) extracts from
the leaves of L. montevidensis by high performance liquid chromatography (HPLC). Gallic
acid (peak 1), catechin (peak 2), chlorogenic acid (peak 3), caffeic acid (peak 4), ellagic acid
(peak 5), rutin (peak 6), quercitrin (peak 7), isoquercitrin (peak 8), quercetin (peak 9),
kaempferol (peak 10), luteolin (peak 11) and apigenin (peak 12). The retention time of each
compound is shown in Table 1.

Fig. 2. Oxidation of Fe’" by EtOH (A) and aqueous (B) extracts from the leaves of L.
montevidensis. The extracts (1-60 pg/mL) were incubated with FeSO4 (110 pM) for 10 min.
The extracts (1-60 pg/mL) were incubated with FeSO4 (110 puM) for 10 min. Then,
ortophenanthroline was added and the absorbance of the reaction mixture was measured at 0,
10 and 20 min following its addition. After the last reading (at 20 min), 5 mM ascorbic acid
(AA) was added to the reaction mixture, and the absorbance was read again after 5 min (at 25
min), 10 min (at 30 min) and 20 min (at 40 min) (see Table 1 for details). Values represent the
mean + SEM of 3 independent experiments performed in duplicate.

Fig. 3. Inhibitory potential of EtOH and aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis
on Fe’"-induced lipid peroxidation in rat brain (A and B) and liver (C and D) homogenates.
The results are expressed as mean £ SEM of n = 3 independent experiment performed in
duplicate. *p < 0. 05 vs. basal; and # p < 0.05 vs Fe™".

Fig 4. Effect of ethanolic and aqueous extracts from the leaves of L. montevidensis on human
leukocytes in the absence (A and B) and presence (C and D) of H,O,. The results are
expressed as percentage of control. Each column represent the mean £ SEM of four
independent. *p < 0.05 versus control, ns-not significant.

Fig. 5. Genotoxicity evaluation of ethanolic (A) and aqueous (B) extracts from the leaves of
L. montevidensis by the Comet assay. MMS-methyl methanesulfonate. Results are mean +
SEM of three independent experiments. *p < 0.05 vs. control.

Fig. 6. Osmotic fragility of erythrocytes treated with EtOH (A) and aqueous (B) extracts from
the leaves of L. montevidensis. Hemolysis was expressed in percentage of the positive control
(Triton-100). Treated erythrocytes were added to various concentrations of NaCl (0-0.9%)
and incubated for 20 min and the absorbance of the supernatants were measured at 540 nm.
The bars represent the means of n = 3 independent experiments performed in duplicate.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo evidenciam a relevancia de modelos in vitro na
avaliacdo da toxicidade de produto naturais, em duas espécies do género Lantana.

Neste estudo, foi abordado o potencial citotoxico e antiparasitario do 6leo
essencial de Lantana camara, além de caracteriza-lo quimicamente. A acao
tripanocida de plantas ja foram descritas em estudos realizados por (FIGUEIREDO
et al.,, 2014; BEZERRA et al., 2012). O aumento do numero de pessoas infectadas
com doencgas negligenciadas, tais como (Leishmaniose e Doenca de Chagas), aliado
ao da resisténcia e dos parasitas ao tratamento atual, demonstra a necessidade do
surgimento de candidatos a novos farmacos (SANTOS et al., 2013). Neste sentido,
ao investigar a citotoxicidade do 6leo essencial de L. camara (OLC) demonstrou-se
gue nas concentracbes testadas o Oleo essencial apresentou toxicidade contra
fibroblastos de mamiferos (NCTC929).

Apesar de pouco estudada, outras atividades biolégicas ja foram descritas
como propriedades antifungica, antibacteriana e antiacetilcolinesterasica (SANTOS
et al., 2015), cicatrizagéo de feridas e atividade antimicrobiana (KUMAR et al., 2015).
Sonibare e Effiong (2008), observaram em ensaio com Artemia salina (Brine shrimp
lethality test) que o Oleo se apresenta como altamente téxico, corroborando com
trabalhos anteriores que, também, mostraram que L. camara é altamente toxico para
animais de pasto (MC LENNAN e AMOS, 1989), e chegando até mesmo causar
morte em criangas ao consumirem as bagas verdes (WOLFSON e SOLOMON,
1964).

Neste estudo, L. camara foi extremamente téxica para fibroblastos de
mamiferos. Nas concentracfes mais baixas (125 e 100 pg/mL) o Oleo essencial
apresenta menor toxicidade (14,57 e 7,28%) para fibroblastos. A citotoxicidade pode
estar correlacionada com a capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana
celular devido uma provavel interacdo hidrofébica dos componentes presentes no
Oleo essencial com a mesma. Estes dados estdo de acordo com os apresentados
nesse estudo.

Tal toxicidade também pode explicar a acdo antiparasitéria frente as formas
promastigota de Leishmania brasiliensis e epimastigota de Trypanosoma cruzi. Oleos
essenciais podem ser eficazes no tratamento ou prevencao de doencas parasitarias,

visto que propriedades como baixa densidade e rapida difusdo através das
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membranas celulares, em decorréncia da sua lipossolubilidade podem melhorar a
insercdo intracelular dos componentes ativos do Oleo essencial nos parasitas
(JARAMILLO et al., 2004), além de desestabilizar as membranas, tornando-as mais
permeaveis, perdendo ions e outros contetdos celulares, ou interrompendo a bomba
de protons, a transferéncia de elétrons, o transporte ativo e a coagulacdo do
conteudo celular (FRANCA, 2011).

Observou-se neste estudo que os compostos (E)-cariofileno, germacreno D,
y-elemeno e o sabineno, foram os constituintes majoritarios presentes no o6leo
essencial de Lantana camara, resultados semelhantes foram encontrados por Khan
et al. (2002), que relataram o germacreno D, 3-elemeno, B-cariofileno como
constituintes principais presente no 6leo essencial de L. camara. Conforme Costa et
al. (2009), o oleo essencial de L. camara apresentou 25 constituintes, representando
99,75%, sendo o0s constituintes majoritarios biciclogermacreno, isocariofileno,
valenceno e germacrene D. Da mesma forma, Costa et al. (2009), encontraram o
biciclogermacrene, enquanto Passos et al. (2012), observaram predominancia de
mono e sesquiterpenos, tendo sido o componente majoritario, germacrene D
(19.8%). Tais diferencas podem ser atribuidas possivelmente a interagdo constante
entre 0s vegetais e os fatores ambientais: temperatura, umidade, luminosidade e
constituicdo quimica do solo.

A utilizacdo de Oleos essenciais ou extratos botanicos no controle
fitossanitario tem sido frequentemente relatada. Diversos trabalhos com 6leos
essenciais tém indicado o seu potencial no controle de bactérias (SILVA et al., 2010;
DEMUNER et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011) e de fungos fitopatogénicos. A
inibicdo do desenvolvimento de fungos pode ser atribuida tanto a sua acédo direta,
gue inibe o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto a inducéo de
resisténcia a diversos patégenos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003; DONLAPORN e
SUNTORNSUK, 2010; DEUS et al., 2011; PERINI et al., 2011; SEIXAS et al., 2011;
GARCIA et al., 2012; PASSOS et al., 2012).

O dleo exibiu efeito inibitério do crescimento das formas promastigotas em
concentragcbes que variaram entre 100-250 pg/mL. Estudos anteriores relataram a
atividade leishmanicida do 6leo essencial de L. camara em formas promastigotas de
L. chagasi e L. amazonensis (MACHADO et al., 2012), sendo mais eficaz contra a L.
amazonensis (ICsp = 0,25 pg/mL) e L. chagasi (ICso = 18 pg/mL), do que a L.

braziliensis (ICso = 72,31 pg/mL) utilizada nesse estudo.
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A capacidade de Oleo essencial de L. camara para inibir a forma
epimastigota de Trypasomia cruzi também foi avaliada. Os resultados demonstraram
gue OLC apresentou acao significativa em concentracéo relativamente elevada (250
png/mL) exibindo uma capacidade de inibicdo em 67,39% contra T. cruzi. Por outro
lado, 500 pg/mL de 6leo essencial L. camara foi altamente téxico para NCTC929
fibroblastos. A presenca de terpenos, sdo responsaveis pela sua toxicidade (KIM et
al., 2012), cujos efeitos benéficos, também sao observados.

Cunha et al. (2003) e Martinez-Diaz et al. (2015), demonstraram
recentemente que (E)-cariofileno, o principal componente do 6leo essencial de L.
camara, apresenta potente efeito antiparasitario contra T. cruzi. Outros triterpenos
(dcido  3B,6B,21B-trinydroxyolean-12- ene, acido oleandlico, acido beta-2-
methylbutanoyloxy-3-oxo olean-12-en-28-oic, acido pomodlico, acido camarico, B-
sitosterol 3-(B-d-glucopyranoside), (E)cariofileno) com potente  atividade
antitripanocida e moderada leishmanicida (MOHAMED et al., 2016). Neste caso, (E)-
cariofileno pode ser, pelo menos em parte responsavel pela atividade antiparasitaria
observada, embora, ndo se pode descartar a contribuicdo dos demais compostos.

O oleo de Lantana camara apresentou forte atividade contra Leishmania
brasiliensis em concentragdo de 250 pg/mL e moderada contra T. cruzi. A maior
resisténcia dos microrganismos patogénicos a baixas concentracdes do OLC pode
ser uma indicacdo, de que tais parasitos apresentam certos niveis de resisténcia
natural aos compostos do 6leo essencial e sua acao antiparasitaria pode ser dose-
dependente. Outros estudos com os compostos isolados do 6leo essencial de L.
camara, devem ser conduzidos, bem como 0s mecanismos relacionados a sua acao
antiparasitaria. Entretanto, outras pesquisas sdo necessarias abordando a aplicacéo
dos 6leos essenciais como agentes antikinetoplastideos.

Devido as condi¢des climaticas da Regido Nordeste, em funcdo do curto
periodo chuvoso, na localidade de coleta do material botanico da pesquisa que se
estendeu apenas de janeiro a marco de 2012, houve dificuldade na obtencdo de
material para obtencao do 6leo essencial de Lantana montevidensis, o que nos levou
a fazer o cultivo da espécie no Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Regional do Cariri - URCA. Dada esta dificuldade e o baixo rendimento (0,15%) na
obtencdo do 6leo essencial, optou-se por investigar o efeito toxico das folhas de
Lantana montevidensis, as quais tém sido utilizadas na medicina tradicional
brasileira, como antiproliferativa (NAGAO et al., 2002); larvicida (COSTA et al., 2010)
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e antioxidante (MONTANARI et al., 2011; SOUSA et al., 2013; RODRIGUES et al.,

2015); antimicrobiana e antiprotozoaria (MOHAMED et al., 2016), além das infusdes
de folhas da planta serem utilizadas para tratar a febre, gripe, asma, bronquite, e
outras doencas do aparelho respiratério (MAKBOUL et al., 2012). No entanto, ndo ha
relatos que descrevam a toxicidade dessa espécie, guer no ambito farmacolégico, ou
mesmo envolvendo a sua seguranga.

Por ser uma espécie amplamente usada pela comunidade cratense, Lantana
montevidensis necessita ser investigada quanto a natureza toxica, para assegurar 0
seu uso, para fins medicinais. Neste contexto, foi determinada a composi¢cdo de
polifenois, através da caracterizacdo dos extratos aquoso de L. montevidensis
(EALM) e etandlico de L. montevidensis (EELM); a capacidade antioxidante em
sistemas quimicos e bioldgicos, de ensaios in vitro, e sua toxicidade em leucdcitos e
eritrocitos humanos, bem como a capacidade de L. montevidensis complexar o ion
ferro (I1).

A impressao digital de HPLC dos extratos, revelou a presenca de compostos
fendlicos (acido clorogénico, galico, cafeico, elagico) e flavonoides (quercetina,
rutina, quercitrina, luteolina, apigenina, kaempferol). Sousa et al. (2015), também
demonstraram uma composi¢cdo quimica semelhante, pois, identificaram por HPLC-
DAD a presenca de compostos fendlicos e flavondides, entre eles quercetina, rutina,
acido galico, acido clorogénico e acido cafeico.

Costa e Sousa (2012), em seu estudo de reviséo de literatura sobre o género
Lantana, além de outras classes quimicas também relataram a presenca dos
compostos identificados nesse estudo. Estes polifendis e flavondides, classes
guimicas presente nesta espécie, demonstram um grande potencial terapéutico e,
neste sentido, destaca-se a atividade antioxidante e a acdo como inibidores de
peroxidacdo lipidica (PL) (ALOTHMAN et al., 2009; KUMBHARE et al., 2012;
PISTON et al., 2014).

A exposicdo ao Fe®" livre pode induzir ao estresse oxidativo, processo que
produz muitos eventos patolégicos nas células e para o organismo humano (FLOYD,
1999; AKINYEMI, et al., 2015; DUARTE et al.,, 2016). Em ambos os tecidos, 0s
extratos aquoso e etandlico mostraram atividade antioxidante contra a peroxidacao
lipidica (PL), induzida por Fe*, reduzindo significativamente a formacgéo de TBARS
em homogeneizados de cérebro e figado de ratos. O possivel potencial desses

extratos para inibir a PL induzida por Fe?* pode ser atribuida, pela capacidade dos
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constituintes quimicos de inativar Fe*, assim, inibir a geracao de espécies reativas.
Esses dados sdo interessantes, e corroboram com Souza et al. (2015), que
verificaram inibicdo da PL induzida por Fe* em fosfolipidios de ovo. Uma
abordagem interessante demonstrou recentemente que o acido clorogénico
encontrado na composicao desses extratos inibe a formacéo de radicais livres (RNS
e ROS) (PISTON et al., 2014).

O ensaio colorimétrico de DPPH € uma indicacao da capacidade da amostra
para eliminar os radicais livres. O extrato aquoso (EALM) e etandlico (EELM) foram
capazes de eliminar radicais livres, expressa pela redugcdo do DPPH. Ambos os
extratos causaram uma reducdo dose-dependente da concentracdo, na cor do
radical DPPH, sugerindo a sua capacidade de doar hidrogénio. Entretanto, o extrato
aquoso (EALM), apresentou uma atividade de eliminacdo de radicais DPPH, maior
do que (EELM). Isto pode ser explicado pela capacidade do extrato aquoso, de
reagir com o radical DPPH. A protecdo do antioxidante &cido ascoérbico tem sido
registrada (BARBOSA FILHO et al., 2014; LI et al., 2015, MA et al., 2015).

Relatos demonstram que os extratos das folhas de L. montevidensis exibem
menores valores de I1Csp, em comparacdo com 6leo essencial, 0 que indica o maior
potencial como sequestrantes de radicais livres, sendo possivelmente uma
importante fonte de fitoquimico antioxidante (SOUSA et al., 2013, RODRIGUES et
al.,, 2015). Esta evidéncia experimental sugere que devido a sua atividade
antioxidante, esta planta pode ser Gtil no tratamento de patologias humanas em que
a producéo de radicais livres desempenha um papel fundamental. Os compostos
presentes nestes extratos, como quercetina (FOTI, 2011), acido cafeico (GULCIN,
2006), acido clorogénico (XIANG e NING, 2008) e rutina (YANG et al., 2008), ja
tiveram sua atividade sequestrante de radicais livres comprovada.

A capacidade antioxidante pode ser correlacionada com a capacidade de
compostos para quelar metais e desativar a capacidade transicdo eletrbnica,
evitando assim a retirada ou transferéncia de elétrons que estad diretamente
relacionada a habilidade de gerar espécies reativas que sédo capazes de promover a
iniciacdo da PL e estresse oxidativo através da reacao catalisada de metal (OBOH et
al., 2007). O ferro € um metal essencial necessario para a fisiologia celular normal, e
esta presente em sistemas biologicos ligados a varias fracbes de proteinas, tais
como hemoglobina e ferritina. Nesse contexto, ao investigar a capacidade quelante

de Fe?*, ambos os extratos ndo apresentaram significativa atividade de quelacéo de
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Fe?*, sugerindo que a sua capacidade antioxidante observada contra PL parece
estar associada com acao direta com os radicais livres e ndo a quelacdo de Fe*".

Ensaios toxicologicos sdo importantes para avaliar a seguranca de extratos
vegetais, principalmente, quando usados para fins medicinais (DE FREITAS et al.,
2008; BARBOSA-FILHO et al., 2014; WACZUCK et al., 2015; DUARTE et al., 2016).
Neste sentido, foi avaliado o efeito lesivo dos constituintes quimicos presente nos
extratos das folhas de L. montevidensis através do ensaio de fragilidade osmatica
em eritrécitos humanos, conforme descricdo de Sharma e Sharma (2001). Neste
estudo, ndo houve alteragdo na fragilidade osmoética, apés 3 h de tratamento de
eritrécitos humanos com ambos os extratos de L. montevidensis. Neste caso, 0s
constituintes quimicos dos extratos provavelmente ndo provocaram alteracfes nas
proteinas da membrana e na estrutura lipidica das células.

A citotoxicidade dos extratos de L. montevidensis, também foi investigada,
agora em leucécitos humanos, utilizando o método de exclusdo de azul de trypan,
durante 3 h. Os dados deste estudo mostram que, assim como observado no ensaio
de fragilidade osmdtica, ndo houve citotoxicidade de leucocitos humanos, exceto nas
concentragcbes mais elevadas testadas (240-480 pg/mL). Pelo menos em parte, este
resultado assemelha-se a citotoxicidade encontrada em Oleo essencial, para
fibroblastos de mamiferos, investigada na primeira etapa desse estudo. Além disso,
ambos os extratos nao foram eficientes na reversao da citotoxicidade induzida por
H.O,, cujo efeito toxico, poderia ser atribuido aos fitoconstituintes presentes nas
concentracdes e que ndo foram capazes de neutralizar o radical.

Através do ensaio cometa, um biomarcador importante de genotoxicidade,
usado para avaliar lesbes primarias no DNA, foi também avaliado o efeito dos
extratos aquoso e etanolico, em leucdcitos humanos. Apesar da leve citotoxicidade,
nenhum sinal de dano ao DNA foi observado em todas as concentracdes testadas.
Este resultado assemelha-se com o obtido por Hernandes et al. (2014). Contudo,
nossos resultados sugerem que o cuidado deve ser tomado em relacdo a dosagem,
pois, doses superiores e/ou 0 uso frequente destes extratos de L. montevidensis, na

medicina popular na Regido do Cariri, pode resultar em efeitos tdxicos.
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6. CONCLUSOES

v" Nesta pesquisa Lantana camara ndo apresentou triterpenos, sugerindo que 0s
compostos que ndo sejam triterpenos podem estar envolvidos na toxicidade do

6leo essencial;

v" O 0leo essencial de L. camara inibiu T. cruzi e L. braziliensis, no entanto, foi

altamente toxico para os fibroblastos (NCTC929) na concentragcdo 500 pg/mL;

v' A composicao quimica do 6leo essencial de L. camara revelou uma grande
quantidade de (E) - cariofileno, biciclogermacreno e germacreno D, enquanto os
0s extratos etandlico e aquoso (EELM/EALM) das folhas de L. montevidensis
mostraram a presenca de compostos polifendlicos (acidos fendlicos e

flavonoides);

v' Os extratos EELM/EALM de Lantana montevidensis nao quelaram o Fe (ll), ndo
alteraram a fragilidade osmaética dos eritrécitos humanos, no entanto
apresentaram forte atividade antioxidante e inibiram a peroxidacédo lipidica nos

homogeneizados de cérebro e figado de rato;

v" Os leucécitos humanos em concentracdes elevadas dos EELM/EALM causaram
citotoxicidade, sem qualquer sinal de danos no DNA.
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7. PERSPECTIVAS

Nesta pesquisa constatamos que alguns resultados foram promissores e

suscitam a realizacdo de novos estudos:

v Investigar a atividade tripanocida e leishmanicida de compostos isolados do

6leo essencial das folhas de Lantana camara;

v' Avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida do 6leo essencial de Lantana

montevidensis, bem como seus componentes isolados;

v Caracterizar anatomicamente e realizar estudos histoquimicos das folhas e do

caule de Lantana montevidensis;

v Investigar a toxicidade do 6leo essencial obtido das folhas de L. camara e L.

montevidensis em modelos de Drosophila melanogaster;

v' Avaliar a atividade antioxidante/pré-oxidante do extrato etandlico de folhas
frescas (EEFFLMEEFFLC) e de folhas secas (EEFSLM/EEFSLC) e do extrato
aquoso de folhas frescas (EAFFLMEAFFLC) e de folhas secas
(EAFSLMEAFFLC) de L. montevidensis e L. camara, respectivamente;

v Avaliar a letalidade dos extratos EEFFLMEEFFLC, EEFSLMEEFSLC,
EAFFLMEAFFLC e EAFSLMEAFFLC, contra Artemia salina;

v' Avaliar a toxicidade aguda dos extratos EEFFLMEEFFLC, EEFSLM/ EEFSLC,
EAFFLMEAFFLC e EAFSLMEAFFLC, em Rhamdia quelen (jundid) e zebra
fish.
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