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RESUMO

Endémica em 102 paises, a leishmaniose € uma doenca considerada negligenciada causada por
parasitos flagelados do género Leishmania. Apesar da sua importancia epidemioldgica, a
terapia contra essa enfermidade € limitada e apresenta alta toxicidade e efeitos adversos
indesejados. Diante de tal contexto, a busca de novos farmacos leishmanicida é essencial. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito leishmanicida das solugdes aquosas das plantas
Allium sativum (alho), Curcuma longa (acafrdo), Zingiber officinale (gengibre) e Glycine
max(soja), que fazem parte da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Satde (RENISUS), com o intuito de descobrir novas opcdes terapéuticas mais
acessiveis. A principio, foi investigada a citotoxicidade das solucGes extrativas aquosas sob 0s
macrdfagos da linhagem J774.A1 por meio do ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3- [4,5
—dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio). Posteriormente, macrofagos infectados com
promastigotas das espécies de Leishmania spp. foram tratados com soluc@es extrativas aquosas
das plantas. Em seguida, foram analisados os niveis de Oxido nitrico produzido pelos
macrofagos infectados. Foi observado que nenhuma das plantas apresentaram efeito citotoxico
até a maxima concentracdo testada (100 pg/mL). Além disso, as espécies vegetais ndo
apresentaram atividade leishmanicida contra amastigotas de Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi. Zingiber officinale induziu 0 aumento de 6xido nitrico. Desse modo, cabe
salientar que estudos com plantas medicinais na forma do uso popular (cha) se faz necessario
devido a facil administracdo. Ademais, novos estudos devem ser realizados para entender 0s

mecanismos farmacoldgicos dessas plantas.

Palavras-chave: Leishmaniose; RENISUS; Alho; Agafrdo; Gengibre; Soja



ABSTRACT

Endemic in 102 countries, leishmaniasis is a neglected disease caused by flagellated parasites
of the genus Leishmania. Although epidemiological importance, the therapy against this disease
is limited and has high toxicity and unwanted adverse effects. In this context, the search for
new leishmanicidal drugs is essential. The aim of this study was to evaluate the leishmanicidal
effect of aqueous solutions of Allium sativum (garlic), Curcuma longa (turmeric), Zingiber
officinale (ginger) and Glycine max (soybean) plants, which are part of the National List of
Medicinal Plants of Interest to the Unified Health System (RENISUS), with the aim of to
discover new accessible therapeutic options. Initially, the cytotoxicity of agueous extractive
solutions on J774.A1 lineage macrophages was investigated by means of the MTT(3-[4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) colorimetric assay. Afterwards,
macrophages infected with promastigotes of Leishmania spp. species were treated with aqueous
extractive solutions from the plants. Then, the levels of nitric oxide produced by infected
macrophages were analyzed. It was observed that none of the plants showed cytotoxic effect
up to the maximum concentration tested (100 pug/mL). Furthermore, plant species did not show
leishmanicidal activity against Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi amastigotes.
Zingiber officinale induced the increase in nitric oxide. Thus, it should be noted that studies
with medicinal plants in the form of popular use (tea) is necessary due to easy administration.
Furthermore, further studies must be carried out to understand the pharmacological

mechanisms of these plants.

Keywords: Leishmaniasis; RENISUS; Garlic; Turmeric; Ginger; Soybean
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1. INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo de doengas causadas por diferentes
agentes etioldgicos como parasitos, fungos, bactérias e virus, que possuem maior prevaléncia
nos paises das regides tropicais e subtropicais. O predominio destas estd relacionado as
precarias condi¢des de saneamento basico, higiene, dgua potavel sem contar o fato de que
muitas comunidades vivem em &reas rurais, aumentando as chances de contato com vetores
e animais possivelmente infectados (MITRA; MAWSON, 2017; ENGELS; ZHOU, 2020).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas tropicais negligenciadas séo:
ulcera de Burili, doenca de Chagas, dengue, drancunculiase, equinococose, infecgdes por
trematddeos de origem alimentar, doenca do sono, hanseniase, filariose linfatica, micetoma,
oncocercose, escabiose e outros ectoparasitoses, esquistossomose, complexo teniase-

cisticercose, leishmaniose, entre outras.

A leishmaniose humana é uma parasitose de grande importancia na saude publica
mundial, causada por 20 espécies de protozoarios flagelados do género Leishmania,
pertencentes a familia Trypanosomatidae. Sua transmissao ocorre atraveés do repasto
sanguineo de fémeas de insetos vetores do género Phlebotomus, no Velho Mundo, e
Lutzomyia, no Novo Mundo (GABRIEL et al., 2019). Essa doenca apresenta duas formas
clinicas principais, a leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral. Estima-se que no
mundo ha entre 7 a 1,2 milhdes de novos casos de leishmaniose tegumentar e 2 a 4 milhdes
de novos casos de leishmaniose visceral (OPAS,2019; GEORGIADOU,2015). A
leishmaniose tegumentar é endémica em 18 paises das Américas. Entre os anos de 2001-
2017 foram registrados 940.396 novos casos de leishmaniose tegumentar e mucosa, enquanto
gue a leishmaniose visceral € endémica de 12 paises do continente americano, com um total
de 59.769 novos casos (OPAS,2019).

Apesar dos elevados nimeros de casos e da gravidade da doenca, o arsenal terapéutico
é bastante limitado. Os farmacos de primeira escolha sdo 0s antimoniais pentavalentes
(estibogluconato de sodio e antimoniato de meglumina) e os de segunda escolha sdo
conhecidos como anfotericina B, pentamidina e miltefosina (KEDZIERSKI, 2010).
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Entretanto, a utilizagdo desses farmacos € insatisfatoria pois apresenta muitas desvantagens
como alta toxicidade, inducdo a resisténcia parasitaria e custo elevado (GHORBANI;
FARHOUDI, 2018).

Desse modo, é de grande importadncia a busca por novos protétipos farmacos
leishmanicidas que sejam mais seguros e acessiveis para as popula¢des acometidas. O uso de
plantas medicinais é um vultoso aliado na busca desses protétipos, uma vez que extratos e
derivados de plantas possuem baixo custo, menores efeitos colaterais e sdo mais acessiveis
para a populacdo, podendo ser aplicado no tratamento da leishmaniose (GHODSIAN et al.,
2020). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito leishmanicida das solugdes
aquosas das partes que sdo comumente utilizadas das plantas Allium sativum, Curcuma longa,
Zingiber officinale e Glycine max, que fazem parte da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS) e que foram selecionadas

por apresentarem atividade antiparasitaria ja descrita na literatura para outros parasitos.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O parasita Leishmania, seus vetores e reservatorios

As leishmanioses sdo doencgas tropicais negligenciadas causadas por protozoarios
flagelados que pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Existem cerca de 53 espécies descritas do parasito, das quais 31 sdo parasitas de
mamiferos e 20 sdo espécies que apresentam patogenicidade para humanos (ALEMAYEHU e
ALEMAYEHU, 2017). Os protozoéarios do género Leishmania sdo digenéticos, ou seja, durante
0 seu ciclo de vida apresentam duas formas evolutivas, a promastigota e a amastigota. A forma
promastigota caracteriza-se por ser a forma movel do parasito devido a presenca de um flagelo,
mede entre 20 e 30uM e é encontrado no intestino do inseto vetor. A forma amastigota é
caracterizada por ser a forma intracelular, aflagelada que possuem tamanho variavel de 2 a 5uM
e infectam as células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente, os macrofagos
(OPAS,2019; KAYE, 2011). A Figura 1 representa as formas evolutivas do parasito.

Figura 1. Forma promastigota (A). Forma amastigota (B)

10um

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose 10C- Fiocruz, 2020
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A leishmaniose é transmitida por meio do repasto sanguineo das fémeas dos insetos
denominados flebotomineos. Os flebotomineos sdo classificados na ordem Diptera, classe
Insecta, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, que englobam o0s géneros
Phlebotomus, do Velho Mundo, e Lutzomyia do Novo Mundo (AKHOUNDI,2016). Os
flebotomineos sdo holometabolos, pois apresentam metamorfose completa divididas nas
seguintes fases de desenvolvimento: ovo, larva (4 estadios), pupa e adulto. As fémeas adultas
pbem os ovos em regides ricas em matéria organica e com excrementos no solo para que possam
garantir nutricdo e umidade adequada para as larvas que emergirdo. Os adultos sdo pequenos,
medem de 1 a 3 mm de comprimento, possuem pelos no corpo, suas asas apresentam forma de
“V” quando em repouso e sua cor varia de branco ao preto (Figura 2). Esses invertebrados
possuem atividade crepuscular e noturna, mas também podem estar ativos durante o dia.
Machos e fémeas adultos alimentam-se de seiva, no entanto, apenas as fémeas necessitam de
sangue para o desenvolvimento dos seus ovos (MAROLLI, 2012; BRASIL, 2014).

Figura 2. Inseto Vetor da Leishmaniose - Flebotomineo

Fonte: Organizacdo Mundial da Salde, 2020

Disponivel em:https://www.who.int/leishmaniasis/disease/vector/en/> Acesso em margo, 2020
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O sistema de relacdo parasito-hospedeiro determina os fatores que influenciam na
capacidade de infeccdo das espécies de Leishmania de hospedeiros mamiferos, como a idade,
sexo, comportamento, caracteristicas dos parasitos, bioquimica do parasito, entre outros. Assim,
pode-se definir que um reservatério compreende uma ou mais espécies de mamiferos
responsaveis por manter o parasito na natureza e, portanto, dar continuidade ao ciclo natural da
doenca (ROQUE e JANSEN, 2014). Os reservatorios desses parasitos incluem os humanos,
animais domésticos e da regido peridomiciliar, além de animais silvestres. O homem ¢
denominado como principal reservatdrio da leishmaniose visceral, causada pelas espécies L.
donovani e da leishmaniose cutanea causada por L. tropica, podendo esté relacionado como
reservatorio das espécies L. braziliensis, L. guyanensis e L. paranensis (WHO,2010).

Os cées, domésticos e outros canideos, sdo reservatorios da L. chagasi, outra espécie
causadora da leishmaniose visceral. Existem algumas raz0es para que esses animais sejam
potenciais reservatdrios, como o fato desses estarem presentes nas casas e também nas ruas,
devido ao crescente abandono, alta taxa de reproducdo desses animais juntamente com a maior
adaptacdo do vetor ao ambiente urbano aumentando, assim, as chances de transmissdo
doméstica da leishmaniose. No ambiente silvestre, 0s reservatorios sdo representados por
animais: da ordem Didelphimorpha, como as espécies Didelphi marsupialis e Didelphi
albiventris; da ordem Rodentia animais dos géneros Proechimys spp. e Thrichomys spp.; além
da ordem Primata, géneros Cebus spp. e Aotus spp., como pode ser visto na Figura 3 (BASTOS;
MADRID; LINHARES, 2015; DANTAS-TORRES, 2007; ROQUE e JANSEN, 2014).

Figura 3. Reservatorios das espécies de Leishmania spp. (A) Didelphi albiventis (B)

Thrichomys pachyurus (C) Canis lupus familiaris

Fonte: OPAS,2019
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2.2 Ciclo Biologico e Resposta Imune

O ciclo de vida no hospedeiro mamifero tem inicio quando a fémea do inseto vetor inocula
as formas promastigotas metaciclicas (forma infectante do parasito) atraves de seu repasto
sanguineo. Na corrente sanguinea, essas promastigotas sdo fagocitadas por células do sistema
fagocitario mononuclear, principalmente os macrofagos. Apds o processo de fagocitose, as
promastigotas se transformam em amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria (Figura 4).
Devido a grande multiplicacdo das amastigotas intracelulares, as células infectadas sofrem lise
e essas amastigotas podem infectar novas células e diferentes tecidos do corpo (PATIL et al,
2012).

A infeccdo do vetor ocorre quando 0 mesmo realiza um repasto sanguineo em um individuo
infectado. Desse modo, o flebotomineo ingere macréfagos que contém amastigotas em seu
interior. As formas amastigotas sdo envoltas por uma matriz peritréfica que € caracterizada por
uma malha proteica produzida pelo epitélio do intestino médio do inseto vetor. Devido as
mudancas fisioldgicas, como a diminuicdo da temperatura e o aumento do pH, hd o
desencadeamento de transformacGes morfoldgicas do parasito, assim, as amastigotas
transformam-se em promastigotas prociclicas, essas apresentam flagelos curtos e pouco maveis.
Posteriormente, as promastigotas prociclicas multiplicam-se e migram para a regido da valvula
estomedeal, localizada no intestino médio do inseto. Ademais, ha a transformacdo dessas em
promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes. O ciclo de vida do parasito
Leishmania spp. se repete quando, ao realizar um novo repasto sanguineo, a fémea regurgita as

formas infectantes e inocula em um novo hospedeiro mamifero (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

A resposta imune contra o parasito Leishmania spp. depende dos mecanismos que
envolvem a imunidade inata e imunidade adquirida (CARNEITO; NUNES-PINHEIRO,2013).
Quando injetadas na pele, através do repasto sanguineo dos flebotomineos, as promastigotas
interagem com células dérmicas como os macrofagos, células de Langerhans e queratindcitos.
As promastigotas sdo rapidamente fagocitadas pelos macréfagos por meio do mecanismo CR3
dependente e se transformam em amastigotas. Logo, vacuolos parasitoforos sdo formados com
a presenca de lisossomas marcados com proteina de membrana associada ao lisossoma 1 e 2
(LAMP-1, LAMP-2) e Rab7p (MOUGNEAU; BIHL; GLAICHENHAUS, 2011).
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Figura 4. Ciclo de vida do parasito Leishmania spp.
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Nas primeiras horas da infeccdo, os macréfagos produzem espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) como mecanismo primario de combate ao
parasito. Os dois principais produtores de espécies reativas em macrofagos sdéo NADPH oxidase
2 (NOX2) e oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que produzem superéxido e éxido nitrico,
respectivamente (ILES; FORMAN,2002). Além dos macrdfagos, os neutrofilos sao
rapidamente recrutados para o local da infec¢édo e produzem o que sdo chamadas de armadilhas
extracelulares de neutrofilos, uma rede de fibrilas extracelulares composta por DNA e proteinas
antimicrobianas que auxiliam no combate do parasito. Entretanto, o efeito dos neutréfilos sob
0 parasito €, provavelmente, espécie especifico: L. amazonensis € mais facilmente morta pelas

armadilhas; enquanto L. infantum e L. donovani sdo mais resistentes (ROSSI; FASEL, 2018).

O sistema complemento é um outro componente importante na resposta imune inata contra
Leishmania spp. O sistema complemento é formado por um grupo de proteinas solGveis que
estdo envolvidas no combate a infecgdes por patdgenos invasores do corpo. No entanto, 0s
efeitos protetores contra a infec¢do sdo contornados por mecanismos de evasao e fatores de

viruléncia. Um dos fatores de viruléncia que burlam o sistema complemento é a molécula de

Adg

L ~ .
2o transformam em amastigotas
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superficie das promastigotas metaciclicas, o lipofosfoglicano (LPG). O LPG protege o parasito
por meio da inibicdo de NADPH oxidase nos fagossomas. Outro fator de viruléncia é a
glicoproteina 63 (GP63), caracterizada por ser uma metaloprotease que cliva C3b em iC3b,
evitando a lise do parasito por meio da acdo do complemento, além de poder atuar como uma
opsonina, que auxilia a Leishmania spp. a interagir com os macréfagos, favorecendo, assim,
sua internalizagdo (PODIINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015; OLIVIER et al, 2012).

Para que ocorra uma defesa eficiente contra a infeccdo é necessario o estabelecimento da
resposta imune adaptativa. O desenvolvimento da resposta imune capaz de levar a cura da
leishmaniose esté relacionada com a ativacéao e diferenciacdo dos linfocitos T, que estimulam
a producao de citocinas, ativando os fagdcitos mononucleares e, assim, eliminacao do parasito.
Existe um paradigma entre as respostas Thl e Th2 (Figura 5), na qual a primeira induz a morte
do parasito e a segunda esta relacionado a suscetibilidade da infeccao e replicacdo do parasito
(ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018).

As células T CD4* se diferenciam em células T helper do tipo Thl e desenvolve uma
resposta pro-inflamatéria, culminando na producdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18, IL-
23 e TNF-a, que induzem a polarizacdo M1 de macréfagos. Como resultado dessa resposta, ha
a producdo de ROS e, consequentemente, aumento da fagocitose que leva ao controle da
infeccdo. Por outro lado, a reposta Th2 caracteriza pela producéo de citocinas anti-inflamatorias
IL-4, 1L-13, IL-10 e o fator de crescimento transformante beta (TGF-B), que estimula a
polarizacdo M2 de macré6fagos, aumentando a biossintese de poliamina e arginase, além de
diminuir a producdo de iNOS, favorecendo a proliferacdo do parasito e progressdo da doenca
(DOS SANTOS MEIRA; GEDAMU, 2019; ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018).
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Figura 5. Resposta Thl e Th2 contra Leishmania spp.
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2.3 Formas Clinicas e Diagndstico

A leishmaniose apresenta diversas manifestacGes clinicas que estdo relacionadas a
mecanismos imunoldgicos, suscetibilidade do hospedeiro e viruléncia do parasito. Desse modo,
considera-se a leishmaniose ndo uma doencga, mas sim um complexo de doencas. Ela pode ser

dividida em dois grupos, a leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV).

A leishmaniose tegumentar ¢ a forma menos grave da doenca, causada por algumas
espécies como L. major e L. tropica no Velho Mundo e L.amazonensis, L. braziliensis,
L.guyanensis nas regides da América Central e do Sul. A LT caracteriza-se por apresentar lesdes
ulcerativas ou nodulares no local da picada do inseto vetor e sdo encontradas em locais
descobertos do corpo, como bracgo, rosto, maos e pernas. Assim, a LT pode ser classificada nas
seguintes formas clinicas: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa
(LCD), leishmaniose mucocutanea (LMC), leishmaniose disseminada (LD), leishmaniose
reincidiva (LR) e leishmaniose dérmica pés- calazar (LDPC) (ANVERSA.et al 2018;
MCGWIRE e SATOSKAR,2013; GOTO e LINDOSO, 2012 ). Ver Figura 6.
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Figura 6. Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Tegumentar - (A) LCL; (B) LCD ;
(C)LMC; (D) LD ; (E) LR; (F) LDPC

Fonte: GOTO e LINDOSO, 2012; MCGWIRE e SATOSKAR,2013; OPAS,2019

A leishmaniose cutanea localizada é a manifestacdo clinica mais prevalente das
leishmanioses. Apos a inoculacdo do parasito pelo inseto, os sintomas sdo manifestados entre
2 a 8 semanas. Esse tempo varia de acordo com a espécie de Leishmania spp que o individuo
se infectou. Passado o periodo de incubacdo, o local da picada apresenta aumento da
temperatura e inchago, posteriormente, ha a formacao de uma papula eritrematosa que varia de
1 a 10 mm de diametro. Essa transforma-se em uma vesicula e depois em pustula, que resulta
em ulceras Unicas ou multiplas, arredondadas de bordos altos com fundo glanuloso. Essas sdo
indolores, no entanto, podem apresentar dor devido a infec¢Ges secundarias, como por
Staphylococcus spp. Em muitos casos, as lesdes causadas pela LCL sdo curadas sem o auxilio
de tratamento, mas essa cura pode se estender de meses a anos e, consequentemente, resulta em
cicatrizes hipopigmentadas (TORRES-GUERRERO et al, 2017; SCORZA et al, 2017).

A LCD é uma das formas raras da doenca causadas pelas espécies L. amazonensis, L.
aethiopica e L. mexicana. E conhecida como leishmaniose lepromatosa, pois ha a formacéo de
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papulas ou nddulos ndo ulcerantes no individuo acometido. No Brasil, relata-se incidéncia de
2,4% e aumento de trés vezes ao longo de 20 anos e destaca-se a espécie L. amazonensis como
responsavel pelos casos no pais. Ja a LD € caracterizada pela presenca de 10 ou mais lesbes
mistas em duas ou mais partes do corpo, esta relacionada com a presenca de imunossupressao
no paciente (KEVRIC,2015; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A LMC esté relacionada a infec¢cbes com L. braziliensis, espécie responsavel por um
grande numero de casos no Brasil, caracterizada pela capacidade do parasito se disseminar para
o0s tecidos mucosos atraves da corrente sanguinea. Inicialmente, os acometidos queixam-se de
obstrucdo nasal, epistaxe com eritema e dificuldade na respiracdo. Apés o inicio da inflamacao
nasal, ocorre ulceracdo da mucosa nasal. Pode haver o comprometimento de septo nasal, labios,
bochecha, faringe, laringe, causando necrose e destruicao da cartilagem (DA SILVA VIEIRA
etal., 2019; MOKNI,2019; REITHINGER, 2007).

A LR ¢é uma forma rara e cronica da leishmaniose tegumentar caracterizada pelo
aparecimento de lesdes ao redor da borda ou adjacéncias das cicatrizes das lesbes primarias.
Essas sdo frequentemente indolores, mas contém substancias inflamatérias granulomatosas.
Existe a hipbtese de que o0 aparecimento dessas novas lesdes seja devido a um pequeno nimero
de parasitos que sobrevivem na pele e, consequentemente, levam a ativacdo das lesbes apos o
periodo de cura. As espécies relacionadas com esse tipo de leishmaniose sdo a L. tropica, L.
major e L. braziliensis, sendo a Gltima responsavel por causar essa forma no Brasil. Estudos
realizados em camundongos mostram que a IL-10 e TGF-B sdo fatores que auxiliam na
permanéncia de L. tropica ap0s o individuo apresentar a cura, no entanto, em humanos ainda
ndo foi relatado (MCWIRE e SATOSKAR,2013; SCORZA et al, 2017).

A LDPC caracteriza-se por ser uma complicacdo na pele que ocorre ap06s o tratamento da
leishmaniose visceral causada por L. donovani. E muito comum em pacientes que apresentam
desnutricdo ou tiveram tratamento para LV incompleto. E muito comum no sul da Asia, regio
da India, Nepal e Bangladesh e na Africa Oriental, principalmente, no Sudo. Nessa forma, ha
0 aparecimento de lesdes maculares difusas, papulares ou nodulares no corpo do individuo
acometido. LDPC ¢é frequente em cerca de 20% dos pacientes com leishmaniose visceral na
india, com lesdes que apareceram de 2 a 10 anos ap6s o tratamento efetivo contra a forma
visceral da doenca (MOKNI,2019; MUKHOPADHYAY et al, 2014).

A LV, também conhecida como Kala-azar, caracteriza-se por ser a forma mais grave da

doenca, endémica nas areas tropicais e subtropicais da Eurasia, Africa e América Latina. O
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principal agente etiol6gico é a espécie L. donovani. J& no Brasil a forma visceral é causada pela
L. chagasi (MARAN et al., 2016; JUNIOR et al., 2018). Logo apds o periodo de incubagéo que
é entre 2 a 6 meses, 0s pacientes apresentam sintomas como febre, fadiga, perda de apetite e
emagrecimento. Por ser uma doenca de carater cronico e sisttmico, 0s acometidos apresentam
hepatoesplenomegalia com distencdo abdominal, trombocitopenia, leucopenia e
hipoalbuminemia, além de apresentarem grande risco de otite média, infeccbes gastrointestinais
e pneumonia (Figura 7) (ZACARIAS et al, 2017; ANVERSA et al, 2018; GRIENSVEN; DIRO,
2012).

Figura 7. Paciente com Leishmaniose Visceral

Fonte: CHAPPUIS et al, 2007

A leishmaniose apresenta um grande espectro clinico que muitas vezes pode ser confundida
com outras enfermidades, principalmente, as lesdes da forma tegumentar. Diante desse fato, o
diagndstico precoce e correto é imprescindivel para que seja possivel dar inicio ao tratamento,
possibilitando assim, o alivio dos sintomas, controle da evolucdo da doenca e melhores
condicGes de vida ao paciente. Além disso, o diagndstico é de grande importancia no controle

epidemioldgico e na confirmagdo de novos casos ( OPAS,2019).

O diagndstico da leishmaniose tegumentar, em laboratdrio, consiste na pesquisa do parasito
por meio de esfregaco corado com Giemsa. A coleta do material biologico € realizada por meio
de escarificacdo, puncgdo, aspiragdo por impressdo ou biopsia da borda das lesbes. Assim, é

possivel observar as formas amastigotas como estruturas ovais ou redondas, com nucleo e
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cinetoplasto caracteristico. Outro método de diagndstico € o exame histopatolégico do tecido
para deteccdo do parasito, no qual é corado com hematoxilina-eosina e lido em microscopio
sob oleo de imersdo (100 x). Ademais, sdo utilizados métodos sorologicos, cultura e reacdo da
cadeia polimerase (PCR), no entanto, os dois ultimos ndo sdo realizados em paises em
desenvolvimento (ARONSON; JOYA, 2019; ANVERSA et al, 2018).

Além do diagnostico clinico, baseado nos sinais, sintomas e histérico de vida do paciente,
a LV é diagnosticada por meio de analises laboratoriais que vao desde métodos parasitoldgicos
até ensaios com biologia molecular. A visualizacéo direta das amastigotas € feita por meio do
método parasitoldgico que consiste na aspiracdo da medula dssea, linfonodos ou de bidpsia
hepética que, posteriormente, € visualizada em microscépio. Sdo realizados também ensaios
soroldgicos para detectar anticorpos contra as espécies de Leishmania spp, como por exemplo,
imunofluorescéncia indireta (RIFI), imunoensaio enzimatico (ELISA) e hemaglutinacdo
indireta. Além disto, o teste imunocromatogréfico rapido que detecta anticorpos contra o
antigeno recombinante rK39 é utilizado no Brasil, Suddo, Nepal e Africa, com sensibilidade
que varia de 95 a 100% (SAKKAS; GARTZONICA; LEVIDIOTOU, 2016; SRIVIDYA et al,
2012).

2.4 Epidemiologia

As leishmanioses sdo endémicas em 102 paises, distribuidos em todos os continentes do
mundo. Estima-se que cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em regides suscetiveis a infeccao.
Ha o registro de aproximadamente 1,3 milh6es de novos casos e de 20.000 a 30.000 mortes a
cada ano. Da porcentagem total do nimero de casos da leishmaniose visceral no mundo, cerca
de 90% concentra-se no Brasil, india, Etiopia, Quénia, Sudo e Sud&o do Sul (Figura 8). Além
disso, 95% dos casos de leishmaniose cutanea ocorre nas regides da América, Mediterraneo,
Asia Central e Oriente Médio, sendo Afeganistdo, Brasil, Ird, Iraque e Siria os detentores de

trés quartos dos novos casos de leishmaniose cutanea (OPAS, 2019).
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Figura 8. Distribuicdo mundial da leishmaniose em 2020 - (A) LV (B) LT
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Na regido das Ameéricas, entre 0s anos 2001 a 2019, foram notificados a OPAS
1.028.054 casos de leishmaniose cutdnea e leishmaniose mucosa em 17 dos 18 paises
endémicos para a doenca, com média anual de 54.108 casos (Figura 9). O ano de 2019 foi o
que apresentou 0 menor numero de casos (41.617), exibindo um decréscimo de 9% em relacéo
ao ano anterior. Essa diminui¢do ocorreu devido a reducdo do nimero de casos nos paises
Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador, Guiana, Nicardgua, Panama,
Paraguai, Peru e Venezuela. Todavia, El Salvador, Guatemala, Honduras, México e Suriname
tiveram aumento de casos, principalmente México (76%) e El Salvador (360%). Ainda em 2019,
0s paises com maior numero de casos foram Brasil (15.484), Colémbia (5.907), Peru (5.349),
Nicaragua (3.321) e Bolivia (2.052) (OPAS, 2020).

A forma visceral da doenca é endémica em 13 paises da América. Entre o periodo de 2001
a 2019 foram registrados 65.934 novos casos, com uma média de 3.470 casos por ano. Do
namero total de casos, em 2019, 97% foram registrados no Brasil e demais na Argentina,
Bolivia, Colémbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e Uruguai. A
incidéncia de casos nas Ameéricas foi de e 2,96 e 0,47 casos por 100.000 habitantes,
considerando a populacdo das areas de transmissdo e a populacdo total dos paises com
ocorréncia de casos de LV. Brasil, Guatemala, Paraguai e Venezuela tiveram uma redugéo na
incidéncia de LV, enquanto Argentina, Bolivia, Colédmbia, Honduras, México e Uruguai

apresentaram aumento.
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Segundo dados do SINAN, a regido Nordeste do Brasil, entre os anos de 2007 a 2019
apresentou 80.784 casos de LT e um total de 25.367 casos de LV (Tabela 1). Ja no estado de
Alagoas (Tabela 2), entre os anos de 2007 a 2019, foram registrados 559 casos de LV e 896 de
LT (SINAN/SVS/MS,2021).

Tabela 1. Namero de casos de LT e LV na regido nordeste entre 2007 a 2019

Leishmaniose Tegumentar Leishmaniose Visceral
ANO CASOS ANO CASOS
2007 6.272 2007 1.762
2008 6.605 2008 1.893
2009 7.384 2009 1.939
2010 9.453 2010 1.845
2011 8.533 2011 2.046
2012 8.876 2012 1.537
2013 95775 2013 1.984
2014 5.429 2014 2.422
2015 5.591 2015 2.148
2016 3.771 2016 1.828
2017 4.926 2017 2.199
2018 4.415 2018 2.197
2019 3.754 2019 1.603

TOTAL 80.784 TOTAL 25.367

Fonte: SINAN, 2021
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Tabela 2. Nimero de casos de LT e LV em Alagoas entre 2007 e 2019

Leishmaniose Tegumentar

Leishmaniose Visceral

ANO CASOS ANO CASOS
2007 120 2007 32
2008 93 2008 25
2009 79 2009 31
2010 39 2010 34
2011 36 2011 37
2012 70 2012 37
2013 52 2013 25
2014 32 2014 43
2015 186 2015 44
2016 40 2016 26
2017 31 2017 47
2018 30 2018 106
2019 85 2019 72
TOTAL 896 TOTAL 559

Fonte: SINAN, 2021

Desse modo, a partir dos dados epidemioldgicos observa-se que a leishmaniose é uma

doenca de proporgdes continentais e de importancia na sadde pablica. No entanto, ainda é

negligenciada pela industria farmacéutica e possui farmacoterapia escassa.
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2.5Tratamento

O tratamento das leishmanioses € restrito e consiste em quimioterapia. Atualmente sédo
utilizados os farmacos de primeira escolha conhecidos como antimoniais pentavalentes
(estiboglumato de sddio e antimoniato de meglumina) e os de segunda escolha, 0s quais sdo a
anfotericina B, na sua forma convencional e lipossomal, pentamidina, miltefosina e
paramomicina (HANDLER et al, 2015). Dessa forma, o éxito do tratamento esta relacionado
com alguns fatores, como por exemplo, caracteristicas do parasito quanto a sensibilidade ao
farmaco, dosagem e periodo do tratamento, além do tipo de manifestacéo clinica e da resposta
imune (ANVERSA et al, 2018).

No ano de 1912, o médico Gaspar Vianna observou a eficicia do uso do antimonio
trivalente (Sb*") conhecido como tartaro emético em alguns tripanossomatideos e assim decidiu
introduzir o uso desse no tratamento da leishmaniose cutanea. Devido a sua alta toxicidade, em
1940, os antimoniais pentavalentes Sb®" (V) foram introduzidos no tratamento da leishmaniose.
Na atualidade, os antimoniais disponiveis comercialmente sdo o estibogluconato de sodio
(Pentostan® ) e o antimoniato de N-metilglucamina ( Glucantime®) ( FREZARD:;
DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; ANDRADE NETO et al, 2018). A representacdo das estruturas

guimicas de ambos os farmacos esta disposta na Figura 10.

Figura 10. Representacdo quimica dos antimoniais pentavalentes. (A) Estibogluconato de
sodio. (B) Antimoniato de meglumina
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Os antimoniais sdo administrados por via parenteral e a dosagem equivale de 10 a 20
(mg/kg/dia). Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, as doses ndo devem ultrapassar
20mg/kg/dia e ndo ultrapassando o limite de 850mg de antimonio. Devido a sua grande
toxicidade, os pacientes tratados com esses farmacos apresentam alguns efeitos adversos, como
hepatite, pancreatite, mialgia, dores de cabeca, fadiga e nalseas, além de disturbios
gastrointestinais e cardioldgicos (PALUMBO, 2010; RATH et al, 2003).

O mecanismo de acdo dos antimoniais contra o parasito ainda é pouco entendido, no
entanto a literatura mostra que esses sdo pré-farmacos, ou seja, ap6s administrado na sua forma
inativa, sdo ativados por meio do metabolismo em um componente ativo, assim, a forma
pentavalente é reduzida na forma trivalente mais toxica. Essa reducdo, in vivo, esta relacionada
com acdo da glutationa S-transferase, tiois de baixo peso molecular e tripanotiona. Além disso,
0s antimoniais estdo relacionados na atuagdo na glicélise, inibindo a fosforilacdo de ADP em
ATP pelo uso do NADH que é gerado na glicolise e no ciclo de Krebs, desse modo, a energia
necessaria para a sobrevivéncia do parasita se esgota(MISHRA; SAXENA; SINGH , 2007).

A anfotericina B desoxicolato (Figura 11) é um farmaco que foi descoberto no ano de 1956,
caracterizado por ser um antibidtico macrolideo polieno isolado da bactéria Streptomyces
nodosus, apresenta pouca absor¢do pelo trato gastrointestinal e, por possuir uma distribuicéo
multicompartimental, é encontrado em baixas concentra¢cdes no humor aquoso, pleural e fluidos
pericardicos (MISHRA; SAXENA,; SINGH , 2007). A administracdo desse farmaco ¢ feita por
infusdo intravenosa lenta e requer hospitalizacdo, recomendando-se doses de 0,5 a 1mg/ kg
durante um periodo de 20 dias. Ademais, os tratados com esse farmaco apresentam varios
efeitos adversos como febre com calafrios, tromboflebites, miocardite, hipocalemia grave,
disfungdo renal e, nas piores hipoteses, a morte (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018;
MONZOTE, 2009).

Figura 11. Estrutura quimica da anfotericina B
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Fonte: CROFT; YARDLEY,2002
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O mecanismo de acdo da anfotericina B esta relacionado ao esteroide ergosterol que é um
dos principais componentes da membrana plasmatica do parasito Leishmania spp. Ao entrar em
contato com o ergosterol, a molécula desse farmaco induz a formagdo de canais
transmembranares, causando assim, a despolarizagdo da membrana e aumento da
permeabilidade, eliminando protons e cations monovalentes. O extravasamento do contetdo
celular leva o parasito a morte. Além disso, tem capacidade de se ligar ao colesterol das
membranas das células de mamiferos, consequentemente, essa acdo contribui para a toxicidade
do farmaco (SILVA-LOPEZ, 2010; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Com a intencdo de diminuir a alta toxicidade e efeitos adversos da anfotericina B
desoxicolato, foram desenvolvidas formulages lipidicas que apresentam menor toxicidade e
uma maior facilidade de absor¢do (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2014). Atualmente, estio
disponiveis comercialmente trés formulacdes: AmBisome®, estrutura lipidica unilamelar
formada por fosfatidilcolina hidrogenada, colesterol e distearilfosfatidilglicerol; Abelcet®
formada por um complexo lipidico; e anfotericina B em dispersdo coloidal, Amphaocil/
Amphotec® (STONE et al, 2016).

A pentamidina, cuja estrutura quimica pode ser vista na Figura 12, é uma diamina
aromatica que foi utilizada, em 1980, no tratamento de pacientes com LV, na india. E usada
também como segunda escolha para aqueles que apresentam resisténcias aos antimoniais
pentavalentes (KIP et al, 2018; SINGH et al, 2016). E administrada por via intramuscular em
doses de 4mg/kg uma vez ao dia, durante um periodo de 7 dias, aproximadamente. Assim como
o0s outros farmacos apresentados anteriormente, a pentamidina apresenta grande toxicidade e
efeitos adversos como dor no local da injecdo, ndusea, vomitos, mialgia, dor de cabeca, tontura,
hiperglicemia e hipotensdo (SUNDAR; SINGH, 2018). Quanto ao mecanismo de acdo, a
pentamidina atua no genoma do parasito, bloqueando a replicacdo e transcricdo mitocondrial.
Portanto, as poliaminas sdo ligadas e substituidas nos locais de ligagdo dos &cidos nucleicos,

principalmente no DNA do cinetoplasto (NO, 2016).
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Figura 12. Estrutura quimica da pentamidina
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Fonte: MISHRA; SAXENA; SINGH, 2007

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) € um farmaco que foi desenvolvido para o tratamento
de cancer e que, atualmente, € o Gnico administrado via oral para o tratamento da leishmaniose
(MACHADO; PENNA, 2012). Sua dose equivale a um padrdo de 2,5mg/kg todos os dias
durante um periodo de 28 dias. Todavia, existem limita¢6es para o uso da miltefosina: além do
custo elevado, problemas gastrointestinais, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade estdo associados
a sua utilizagdo. O mecanismo de acdo ainda ndo é bem conhecido, mas ha hipoteses que
associam esse farmaco a inducdo da apoptose, alteracbes na membrana e efeitos
imunomoduladores (KIP et al., 2017; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).
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Figura 13. Estrutura quimica da miltefosina
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Fonte: DORLO et al, 2012

Ja a paramomicina (Figura 14) é um antibidtico isolado, inicialmente na década de 50, da
cepa de S. krestomuceticus. E ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas além de
ter acdo contra alguns cestddeos e protozoarios. Esse farmaco tem como mecanismo de acao a
inibicdo de sintese de proteinas do parasito, uma vez que se liga na subunidade 30S dos
ribossomos, consequentemente, forma-se complexos ribossémicos anormais causando a morte
celular. Assim como os outros farmacos leishmanicidas, a paramomicina apresenta efeitos
adversos, tais como dor no local da injecdo, disfuncdo renal e aumento das transaminases
hepéticas (DAVIDSON; BOER; RITMEIJER, 2009; KIP et al, 2017).

Figura 14. Estrutura quimica da paramomicina

Fonte: DAVIDSON; BOER; RITMEIJER, 2009
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A farmacoterapia utilizada no tratamento das leishmanioses ainda é restrita e insatisfatoria,
pois além dos vérios efeitos adversos causados nos acometidos pela doenca, a administracéo
desses farmacos é por via parenteral e em muitos casos querer a hospitalizacdo, sem contar que
0 proprio parasito apresenta mecanismos de resisténcia, assim, € de extrema importancia a
busca de novos farmacos leishmanicida que apresentem menos efeitos adversos e que sua via

de administracdo seja melhor aceita pelos pacientes.

2.6 Plantas Medicinais da Lista RENISUS

O advento do uso de plantas medicinais no tratamento de doencas € uma pratica que advém
dos tempos mais remotos. Até os dias atuais, a medicina popular esta entre as pessoas e esse
conhecimento €é passado por entre as geracdes. Assim, 0 uso dessas deixou de ser algo empirico
para ter comprovacao cientifica (PETROVSKA,2012). O uso das plantas medicinais € versatil,
pois podem ser usados as diferentes partes de sua estrutura, como raiz, caule e folhas, além
disso, ha diversas formas de preparo que abrange desde a forma bruta até extracdo de
metabolitos e 6leos essenciais. J& na industria farmacéutica, essas plantas agregam grande valor
devido aos seus constituintes que podem apresentar atividade biologicas especificas para
determinada doencas, e portanto, torna-se um tratamento alternativo ( SKROVANKOVA;
MISURCOVA; MACHU, 2012).

Na década de 70, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criou o0 Programa de Medicina
Tradicional que consiste na recomendagao aos estados membros o desenvolvimento de politicas
publicas que visem a integralizacdo da medicina tradicional e complementar nos sistemas de
atencdo a saude. Além disso, a propria OMS reconhece que a maioria dos paises em
desenvolvimento dependem e usam as praticas tradicionais e a medicina tradicional. Em 20086,
foi aprovado no Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que tem como
objetivo a garantia de acesso ao uso racional e seguro de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo assim, o desenvolvimento da industria nacional (BRASIL, 2006). Posteriormente,
no ano de 2009, foi divulgada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interessse ao SUS

(RENISUS), na qual, caracteriza-se por ser uma lista com 71 espécies vegetais que mostram
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atividades bioldgicas na literatura. Sendo assim, para a realizacdo desse trabalho foram
escolhidas quatro das setenta e uma plantas.

2.6.1 Allium sativum

Conhecida popularmente como alho, a espécie Allium sativum é utilizada ha mais de 400
anos para diversas finalidades, desde o uso em alimentos até para o tratamento de doencas,
como dor de cabeca, tumores e vermes intestinais. Existem também evidéncias que o alho era
utilizado nos Jogos Olimpicos na Grécia como estimulante e na China como locdo anti-séptica
(CORZO-MARTINEZ; CORZO; VILLAMIEL, 2007). Segundo a National Center for
Biotecnology Information (NCBI), a planta A. sativum esta classificada no reino Viridiplantae,
filo Streptophyta, classe Liliopsida, ordem Asparagales, familia Amaryllidaceae, subfamilia

Allioideae, género Allium, espécie Allium sativum (Quadro 1).

Quadro 1. Classificacao taxondmica da espécie Allium sativum

REINO Viridiplantae
FILO Streptophyta

CLASSE Liliopsida

ORDEM Asparagales

FAMILIA Amaryllidaceae
SUBFAMILIA Allioideae

GENERO Allium

ESPECIE Allium sativum

Fonte: NBCI, 2020

Quanto a suas caracteristicas botanicas, o alho é formado por um bulbo subgloboso
composto de seis a vinte bulbilhos, que sdo conhecidos como dentes-de-alho, envolto por folhas
protetoras com coloracdo esbranquicada ou rosadas, inteiras e membranaceas que se
desprendem com facilidade. Esses bulbilhos séo inseridos em um caule discoide achatado com
varias raizes adventicias fibrosas. Os bulbilhos possuem cor esbranquicada, rosada ou violécea,

é ovoide, com a lateral comprimida e assimétrico. Além disso, é composto por vitamina A, B1
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e C, &gua, fibra, aminoacidos e compostos que contém enxofre (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019; SABIU et al, 2019). Figura 15.

Figura 15. Estrutura morfoldgica do alho
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Fonte: Adaptado de Farmacopeia Brasileira, 6 edi¢do; FOROUTAN-RAD; TAPPEH; KHADEMVATAN,
2017

O alho possui uma grande variedade de componentes quimicos que incluem saponinas,
componentes organosulfurados e componentes fendlicos que conferem suas propriedades
bioldgicas. Os principais fitoquimicos dessa planta sdo os compostos derivados de enxofre
conhecidos como ajoene (E-ajoene e Z-ajoene), tiossulfinados (alicina), dissulfeto de dialilo
(DADS), trissulfeto de dialil (DATS), aliina, entre outros (Figura 16) (SHANG et al, 2019; EL-
SABER BATIHA et al, 2020).



40

Figura 16. Estruturas quimicas dos compostos de Allium sativum
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Fonte: SHANG et al, 2019

Quando o alho estd em seu estado fresco, as glutamilcisteinas sdo os componentes de
enxofre mais encontrados e posteriormente, s&o hidrolisados em aliina, no entanto, quando o
alho é processado, mastigado ou cortado, a aliina reage com a enzima denominada alinase e
forma a alicina. A alicina € o composto mais ativo biologicamente dessa planta, foi descoberta
em 1944 por Cavallito e Bailey e, depois, Cavallito et al (1993) observou atividade
antimicrobiana desse composto. A alicina € um componente muito instavel e consegue se
decompor rapidamente em compostos de enxofre como o0 DAS, DADS, DATS, ajoene e sulfeto
de hidrogénio (ALAM; HOQ; UDDIN, 2016; RAHMAN, 2007). A Figura 17 mostra a via de

formacdo dos componentes secundarios do alho.
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Figura 17. Via metabdlica de producdo de compostos secundarios do alho
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Fonte: KRSTIN et al, 2018

O alho apresenta variadas atividades bioldgicas, entre elas, atividade antimicrobiana,
antiflngica, antiviral e antiparasitaria. Com o objetivo de demonstrar atividade antimicrobiana,
Gaherwal et al (2014) testou extratos bruto e metandélico de A. sativum nas bactérias Escherichia
coli, Salmonella Ser. Typhi e Sthaphylococos aureus. Utilizando o método de difusdo em poco,
observou-se que o extrato bruto foi mais eficiente contra a espécie S Ser. Typh, com 22mm de
zona de inibicdo, seguido de S. aureus (15mm) e E. coli (10mm). Além disso, 0 extrato
metanolico também foi efetivo para as especies, no entanto, a inibicdo maxima foi contra S.
aureus. Nesse mesmo trabalho, o autor demonstrou que ao utilizar um método diferente, neste
caso, 0 método de inibicdo em caldo nutritivo, o extrato bruto apresenta maior atividade contra

S. aureus enquanto que o extrato metanolico inibiu todas as espécies.
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A onicomicose é uma infeccdo fungica considerada um grande problema dermatologico,
pois acomete adultos mais velhos, principalmente, quando esses apresentam comorbidades
como diabetes mellitus, doengas vasculares e distdrbios imunoldgicos (MUGGE; HAUSTEIN;
NENOFF, 2006; WESTERBERG; VOYACK, 2013). Sabendo disso,em seu trabalho Parvu et
al (2019) avaliou a atividade antifungica de A. sativum nas espécies Meyerozyma guilliermondii

e Rhodotorula mucilaginosa , ambas causadoras da onicomicose.

Assim, observou-se que o extrato etandlico do alho inibiu a germinag&o e crescimento da
espécie M. guilliermondii de acordo com as concentrac@es utilizadas. Quando tratados com 4%
de extrato, as coldnias mediam entre 9-10mm, na concentracdo de 8% mediam entre 3-4 mm.
Ja com 12% de extrato ndo foi possivel observar formacdes de colénias. O mesmo aconteceu
para R. mucilaginosa, na concentragéo de 4% as colonias apresentaram tamanho de 10-11 mm,
em 8% de extrato (7-8mm). Quanto ao efeito inibitdrio, a concentracéo de 12% inibiu 90% da
espécie. Além disso, outros estudos apontam que diferentes extratos de alho, como extrato
aquoso, metandlico e etanolico apresentam atividade contra Botrytis cinerea, Penicillium
expansum, Neofabrea alba, Aspergillus. flavus, A. niger, Cladosporium. herbarum, Candida.

albicans, Microsporium audouinii e Trichophyton soudanense (FUFA, 2019).

Em experimentos in vitro, o alho também é eficaz contra parasitos. Segundo, Krstin (2018)
testou o extrato diclorometano de A. sativu e Allium cepa em Trypanosoma b. brucei e
Leishmania torentolae. Tanto o extrato de alho quando o da cebola inibiram o crescimento dos
parasitos, no entanto, o alho apresentou maior atividade antiparasitaria. Os valores de Clsg
foram abaixo de 10ug/ml e para o alho, menor que 1ug/ml. O extrato de alho também foi capaz
de inibir irreversivelmente a enzima tripanotiona redutase em 55%e 47% quando incubados
com 50 e 20ug/ml, respectivamente. Assim, essa enzima € de grande importancia como alvo

terapéutico para o combate da doenca de Chagas.

2.6.2 Curcuma longa

Curcuma longa é uma das mais de 80 espécies pertencentes ao género Curcuma da familia
Zingiberaceae (Quadro 2). Esse género é caracterizado por ervas rizomatosas perenes nativas
das regides tropicais e subtropicais (DOSOKY; SETZER, 2018). E bem distribuido nas regides

da Asia, India, sul da China, Australia do Norte e Papua Nova Guiné. Quanto a descricio
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botanica, na parte subterrdnea apresenta um rizoma principal ovalado ou arredondados e
rizomas laterais cilindricos e alongados (Figura 18). No interior do rizoma, existe cores
diferentes que variam entre creme, amarelo,laranja e azul de acordo com cada espécie. As flores
sdo cercadas por bracteas, célice tubular, corola em forma de funil com I6bulos desiguais,
estames possui filamentos curtos e largo e anteras versateis, com ou sem esporos, além de
ovarios glabo trilobado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; SIRIRUGSA; LARSEN;
MAKNOI, 2007).

Quadro 2. Classificacdo taxondmica de Curcuma longa

REINO Viridiplantae
FILO Streptophyta
CLASSE Liliopsida
ORDEM Zingiberales
FAMILIA Zingiberaceae
GENERO Curcuma
ESPECIE Curcuma longa

Fonte: NBCI, 2020
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Figura 18. Aspectos morfoldgicos da Curcuma longa - (A) Flor e folhas (B) Rizoma

Fonte: USBRG, US Botany Research Greenhouses, Department of Botany, NMNH, National
Museum of Natural History, Smithsonian Institution

As propriedades bioldgicas da clrcuma estdo relacionadas aos componentes ativos que séo
encontrados no rizoma da planta, principalmente, aos curcumindides. Esses curcumingides sdo
conhecidos como curcumina, desmetoxicurcumina e bidemetoxicurcumina (KOCAADAM,;
SANLIER, 2017). A curcumina foi isolada pela primeira vez no ano de 1815, por Vogel e
Pelletier, em 1842 ela foi purificada. S6 no ano de 1910 que Milobedzka et al elucidou sua
estrutura e formula quimica (NEYESTANI et al.; 2019). Até os dias atuais, esse composto ativo
é descrito por possuir diversas atividades bioldgicas, como atividade antioxidante, anti-

inflamatoria, antimicrobiana e antiparasitaria.

A infeccdo pelo virus influenza A pode causar grande estresse oxidativo. DAI et al. (2018),
mostraram que as células A549 induzidas ao extresse oxidativo devido ao virus, quando tratadas
com curcumina ha a inibicdo de producao de ROS e além disso, ativacdo dos receptores Toll-
like que sdo responsaveis pela diminuigdo da infecgéo viral. BAGAD et al. (2013) compararam
em seu trabalho a atividade anti-inflamatéria de curcumindides, tumeronas e extrato aquoso de
C. longa (COFAE) em dois modelos de inflamacéo, edema de orelha induzido por xileno e
granuloma induzido por pelotas de algoddo. Quando aos resultados, o trabalho mostrou que os
curcuminoides (20mg/kg, 60mg/kg e 180mg/kg), tumeronas (0,05mL/kg, 0,1mL/kg e
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0,25mL/kg), COFAE(90mg/kg, 180mg/kg e 360mg/kg) induziu uma reducdo significativa do
tamanho da orelha quando comparado com o grupo controle. COFAE nas concentracdes de
45mg/kg, 90mg/kg e 180mg/kg exibiu reducao nos pesos Umidos e secos das pelotas de algodéo
em comparacao com os controles. Desse modo, a pesquisa demonstrou uma potente atividade
anti-inflamatoria de COFAE de C. longa nos modelos de exsudato agudo (edema de orelha
induzida por xileno) e proliferativo crénico (granuloma induzido por algodao), podendo ser

usado como uma sustancia potente para o tratamento de inflamacdes.

A C. longa também apresenta uma grande atividade contra microrganismos. Em seu
trabalho, JALALUDDIN et al. (2019) avalia a atividade da planta em patégenos periodontais
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia.
O trabalho demonstra que quando combinado o tratamento de dimensionamento e alisamento
de raiz com irrigacdo subgengival de extrato de C. longa os resultados sdo melhores que quando
usado clorexidina como irrigante. Ademais, outros estudos descrevem a atividade
antimicrobiana da planta contra as espécies S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis,
Klebsiella pneumoniae e E. coli (PAREI; IBRAHIM;NAWAS, 2018; NEYESTANI et al,
2019). Além disso, esse vegetal apresenta atividade contra parasitos de importancia na saltde
publica, como Giardia lambria, Schistosoma mansoni, Plasmodium e Leishmania (HADDAD;
SAUVAIN; DEHARO, 2011; RAI et al, 2020).

2.6.3 Zingiber officinale

Utilizada hd mais de 3.000 anos na medicina tradicional Zingiber officinale Roscoe,
também conhecida como gengibre, é uma planta que pertence a familia Zingiberaceae, género
Zingiber(Quadro 3). Essa espécie é amplamente distribuida e usada em diferentes regiées do
mundo como China, Gongo, Indonésia, Grécia, Japao, Sri Lanka, Estados Unidos, entre outros
(KIYAMA, 2020).
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Quadro 3. Classifica¢do taxondmica Zingiber officinale

REINO Viridiplantae
FILO Streptophyta
CLASSE Magnoliopsida
ORDEM Zingiberales
FAMILIA Zingiberaceae
GENERO Zingiber
ESPECIE Zingiber officinale

Fonte: NBCI, 2020

O gengibre é uma planta herbacea, perene, com rizoma tuberoso articulado e subterréneo,
caule ereto que mede entre 30-100 cm de altura (Figura 19). As folhas possuem coloracédo
verdes brilhantes, com nervosa longitudinal e 15 a 20 cm de comprimento. Na regido inferior
apresenta raizes adventicias, carnosas e cor brancacentas. As flores sdo tipo zigomorfas, ou seja,
apresenta simetria bilateral, hermafroditas com colorag&o amarelo-esverdeado (ADEBOWALE;
GBENGA; YEWANDE, 2014; ELPO; NEGRELLE, 2004; HAMEED; ULLAH; RAHMAN,
2020).

Figura 19. Morfologia da espécie Zingiber officinale

Fonte: Vincent A. Vos, 2021
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As propriedades farmacoldgicas do gengibre estdo relacionadas aos seus constituintes
quimicos. A composicao nutricional do gengibre consiste em carboidratos, gorduras, proteinas,
vitamina C e célcio. O rizoma é composto por 6leos volateis conhecidos como terpenos,
zingibereno, beta-bisaboleno, alfa-farneseno, beta sesquifelandrene, alfa-curcumeno e
compostos nao volateis gingerol, shogaol, paradols e zingerone que sdo 0s compostos fenolicos
(ALEEM, et al., 2020; KIYAMA, 2020).

A espécie Z. officinale apresenta uma ampla atividade bioldgica contra desordem
gastrointestinais, atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antiparasitaria. Em seu trabalho
de revisdo, os autores NIKKHAH BODAGH, MALEKI e HEKMATDOOST (2019)
descrevem os beneficios do gengibre contra nduseas e vomitos, principalmente, durante o
periodo de gravidez, além de gastroenterites, sindrome do intestino irritavel, figado gordo ndo
alcodlico e outros problemas intestinais. O estudo realizado por MONTSERRAT-DE LA PAZ
et al (2019) em um modelo murino de fibromialgia, evidencia a agdo anti-inflamatdria e
antinociceptivo do p6 do rizoma do gengibre. Os resultados apontam que houve uma reducao
da resposta inflamatéria mediadores pré-inflamatorios, como NO, PGE2, TXB2 e IL-1.
Ademais, o consumo diario ajuda na diminuicdo da dor crbnica e do estado inflamat6rio em

camundongos.

O gengibre também pode atuar ao mesmo tempo como anti-inflamatério e antimicrobiano.
Um trabalho realizado com o intuito de avaliar a atividade anti-inflamatoria e antimicrobiana
de enxaguante bucal a base de 0leo essencial de gengibre demonstra que o enxaguante é eficaz
contra a bactéria Streptococcus mutans, Além do mais, o 6leo essencial é eficiente no controle
do biofilme dentério e apresenta propriedade anti-inflamatdria reduzindo, assim, o sangramento
gengival (FARIA et al, 2021). Essa planta é capaz de reduzir significativamente o crescimento
de P. aeruginosa, com diminuicdo das unidades formadoras de col6nia. A capacidade de
inibicdo de biofilme foi de 68,13 + 4,11% a 84,86 + 2,02% (CHAKOTIYA et al., 2017).
Outrossim, o gengibre apresenta atividade contra as espécies E. coli, S. aureus, St. epidermidis,
K. pneumoniae, Enterococcus faecalis, Salmonella typhi, Bacillus cereus, entre outras
(ALEEM, et al., 2020).

Quanto a atividade antiparasitario, ARBABI et al (2016) descreve a atividade do gengibre
contra trofozoitos de Trichomonas vaginalis. Observou-se que o ndmero de trofozoitos
diminuiram significativamente com o aumento da concentracdo do extrato alcodlico de
gengibre e do tempo de exposi¢do. Em um periodo de 48 horas de tratamento, em uma

concentracdo de 800ug/mL, o nimero de trofozoitos foi de zero. Além do mais, o extrato induz
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a apoptose do parasito de forma dose-dependente e tempo-dependente. O extrato diclorometano
de gengibre apresenta atividade contra cistos do protozoario G. lambria, eliminando, in vitro,
cerca de 97% dos cistos em uma concentracdo de 50mg/mL depois de uma hora de exposicao
(DYAB et al, 2016). A literatura menciona que 0 gengibre apresenta atividade contra o
Plasmodium berghei e o parasito de peixe de Ichthyophthirius multifiliis (BIRUKSEW et al,
2018; FU et al, 2019).

2.6.4 Glycine Max

Originaria da China, o cultivo da soja (Glycine Max (L.) Merrill) data cerca de 5.000 anos
atras. Atualmente, essa leguminosa é cultiva em diversos paises e possui grande importancia
econdmica (VALLIYODAN et al, 2016). A soja pertence a familia Fabaceae, género Glycine
(Quadro 4), é caracterizada por ser uma planta anual, com sistema radicular pivotante, ou seja,
apresenta raiz principal desenvolvida e raizes secundarias com nddulos fixadores de nitrogénio
que apresenta uma relacdo simbidtica com a bactéria Bradyrhizobium japonicum. O caule é
ereto, as folhas sdo alternadas, longas, compostas de trés foliolos e as flores apresentam

coloracdo branca, violacea ou amarela (SEDIYAMA, 2009).

Figura 20. Aspectos botanicos da espécie Glycine max. (A) Caule e folhas (B) Flor

FONTE: Emmgracej, 2020; Santiago, 2021
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Quadro 4. Classificagdo taxondmica Glycine max

REINO Viridiplantae
FILO Streptophyta
CLASSE Magnoliopsida
ORDEM Fabales
FAMILIA Fabaceae
GENERO Glycine
ESPECIE Glycine max

Fonte: NBCI, 2020

A soja é composta por proteinas, lipidios, fibras, além dos compostos bioativos isoflavonas
e saponinas. As isoflavonas sdo fitoquimicos possuem propriedades estrogénicas e
antiestrogénicas, sendo as principais naturalmente encontradas na soja a glicosideos, genistina,
diadzina e glicetina. J& as saponinas s&o triterpendides oleananos anfifilicos com cadeias de
acucar polares conjugados a um anel pentaciclico (CHATTERJEE; GLEDDIE; XIAO, 2018;
GUANG et al, 2014). Os componentes ativos da soja possuem diferentes atividades terapéuticas
como atividade anti-inflamatoria, anticancer, anti-hipertensivo, antiobesidade, atua também
contra parasito causador da malaria (SIGH; VI1J; HATI, 2014).

Uma isoflavona muito importante na soja é a genisteina que possui receptor de estrogeno
positivo nas células de cancer de mama. Assim, em altas concentracdes ela é capaz de inibir o
crescimento das células do cancer além de impedir a atividade da topoisomerase Il do DNA
( VARINSKA et al, 2015).

NYANDWARO et al. (2020), testaram em seu trabalho extrato aquosos, metandlico e
peptideos das sementes da soja contra duas cepas de P. falciparum D6, sensivel a cloroquina e
W2 uma cepa resistente a cloroquina. Os extratos de peptideos e metanol mostraram boa
atividade contra a cepa D6, com valores de Clso de 19,97 + 2,57 ug / mL e 10,14 £ 9,04 pg /
mL., respectivamente. J& os valores de Clso para a cepa W2 para 0s mesmos extratos foram de
28,61 = 1,32 ng / mL e 14,87 + 3,43 pg / mL, respectivamente. Os extratos que com maior
atividade, peptideo e metanol, foram usados em um ensaio in vitro com camundongos Swiss

infectados com Plasmodium berghei. Nesse ensaio, foi observado que a dose de 800 mg / kg
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dos extratos metanol e peptideo exibe grande atividade terapéutica, suprimindo o parasita em
72,9% e 71,9%, respectivamente.

Desse modo, as plantas medicinais sdo um recurso acessivel e diverso que apresenta
diferentes aplicabilidades no meio terapéutico, sendo uma grande aliada na busca de novos
protétipos a farmacos leishmanicida.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito leishmanicida das solugbes aquosas das partes que sdo comumente
utilizadas na medicina tradicional das plantas Allium sativum, Curcuma longa, Zingiber
officinale e Glycine max, que fazem parte da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS), com o objetivo de descobrir novas
substancias ativas contra o parasito Leishmania que possibilite a busca de opcGes terapéuticas

mais acessiveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a citotoxidade das partes que séo utilizadas na medicina tradicional das plantas
medicinais para a célula hospedeira (macréfago);

Analisar a atividade leishmanicida das mesmas sobre os macrdfagos infectados com L.
amazonensis e L. chagasi por meio da determinacdo da taxa de infeccdo dos parasitos

intracelulares (amastigotas);

Identificar a seletividade das solugdes extrativas aquosas para L. amazonensis e L. chagasi;

Verificar o efeito dos produtos dos produtos naturais sobre os macréfagos infectados com

L. amazonensis ou L. chagasi quanto a producdo do 6xido nitrico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo das plantas medicinais e preparo dos extratos

As plantas medicinais utilizadas no presente trabalho foram obtidas na Erva Doce Doce
Erva, Maceid, Alagoas. Inicialmente, foi realizada uma infusdo das partes das plantas que ja
sdo utilizadas pela medicina popular, essas foram colocadas em um recipiente com agua
fervente e tampado a fim de extrair seus metabdlitos. Posteriormente, foi determinado o peso
seco. Para a realizacdo do peso seco, 1mL da solucdo extrativa foi colocada em um cadinho e

esse foi levado para a estufa, apos a secagem, a concentracdo do extrato foi determinada.

4.2 Manutencédo da linhagem celular

Os macrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura em 5mL de
meio RPMI com soro. No momento da utilizacdo, foi padronizado a contagem celular, ajustadas
em meio RPMI suplementado com 10% de SFB na concentracdo de 1x10° células/ ml 200 uL
dessa suspensdo foi distribuida em placas de cultura de 96 pogos (Nunc, Dermak) ou 1x10°
células/pogo de placa de 24 pogos com laminulas.

4.3 Avaliacdo da viabilidade celular

Os macrofagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em triplicatas nas placas de 96
pocos na concentragdo de 1x10° células/ poco e incubadas em estufa a 37°C, com atmosfera 5%
de CO2 por 1 hora, assim, os macrofagos puderam aderir ao plastico. Posteriormente, 0s pocos
foram lavadas para a retirada das células ndo aderentes e foram colocadas as diferentes
concentracdes das substancias a serem testadas (100,10,1 e 0,1ug/ mL). Nos pogos controles
foram utilizadas células cultivas apenas com meio de cultura suplementado com 10% de SFB
(Roche) ou células cultivadas com o diluente das substancias (DMSO,Sigma). A determinagédo

da viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio colorimétrico de redu¢do do MTT



53

(MOSMANN et al., 1993). A viabilidade celular das culturas tratadas com as substéancias foi

comparada ao padrdo de morte obtida nas culturas controles (Figura 21).

Figura 21. Representacéo ilustrativa do ensaio de citotoxicidade utilizando MTT
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Fonte: Autora, 2020

4.4 Avaliacdo da carga parasitaria in vitro

Os macrofagos cultivados em placas de 24 pocos foram infectados com formas
promastigotas na fase estacionaria de crescimento, numa proporcdo de 10:1 parasitos por
macrofagos. A placa foi incubada por um periodo de 4 horas ou 6 horas (dependente da espécie
de Leishmania) em estufa com atmosfera imida de 5 % de CO, a 37° C. Ap6s o periodo de
infeccdo, os macrdfagos foram lavados com Hanks sem soro, para a remocao dos parasitos ndo
interiorizados. Os macrofagos foram cultivados com RPMI suplementado com 10% de SFB na
presenca ou nédo das diferentes concentragcdes dos compostos e foram mantidos em estufa de
CO», a 37°C, por dois dias. Apds 48 horas, 0s pocos contendo os macrofagos infectados com o
parasito, foram lavados com Hanks sem soro, as celulas foram fixadas com metanol e depois,
coradas com Giemsa e May-Grunwald e montadas em |aminas. A avaliagdo do numero de

macrofagos e o nimero de amastigotas em 100 macrofagos, foi realizada com o auxilio de
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microscopio Optico com objetiva de imersdo (100X) (NUNES et al., 2005). Este ensaio foi
realizado para determinacdo da atividade leishmanicida de diversas espécies do género
Leishmania, para determinacdo da seletividade para espécies dermotropicas e viscerotropicas
(Figura 22).

Figura 22. llustracdo do ensaio de avaliacdo da carga parasitaria in vitro
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Fonte: Autora, 2020

4.5 Dosagem do 6xido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos infectados e cultivados ou ndo com a
presenca das solugdes extrativas aquosas foram coletados e mantidos a -20° C até 0 momento
da utilizacdo. A producdo de oxido nitrico (NO) foi avaliada indiretamente pela medida da
producdo de nitrito (NO2 ) no sobrenadante das culturas. A concentracdo de nitrito foi
determinada através de reagdo colorimétrica de Griess. Resumidamente, 50 puL do reagente de
Griess foram adicionados a 50 pl do sobrenadante e apds 10 minutos. a temperatura ambiente,
a densidade optica foi determinada (filtro de 540nm) em leitor de absorvancia em microplacas
( Figura 23).
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Figura 23. Representacdo do ensaio de dosagem de oxido nitrico
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4.6 Analise estatistica

A andlise dos resultados foram realizadas no software Prisma®. Avaliou-se 0s niveis de
significancia entre os grupos experimentais e controles positivos e negativos (Teste t Student
ou ANOVA). Os valores foram considerados significativos quando *p< 0,05 e expressos como

média + erro padrdo da média.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A principio, foi analisado o efeito citotdxico das plantas Allium sativum, Curcuma longa,
Zingiber officinale e Glycine max sobre macrofagos da linhagem J774.A1l, através do ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3- [4,5 — dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio ). Esse
ensaio é caracterizado pela reducdo do reagente MTT em cristais de formazan de coloracdo
roxa através da atividade enzimatica das mitocondrias de macrofagos viaveis (MOSMANN,
1993).

Foi observado que nenhum extrato aquoso das plantas apresentou efeito citotdxico para as
células hospedeiras, nesse caso, 0s macrofagos, até a maxima concentracéo testada (100 pg/mL).
Esse é um dado pertinente, pois a ndo inducéo de citotoxicidade na busca de novos farmacos
leishmanicidas é de extrema importancia, visto que aqueles que sdo usados no tratamento

apresentam niveis elevados toxicidade e causam efeitos adversos nos pacientes.

MAHMOUDVAND et al. (2016) demonstrou em seu trabalho que o extrato aquoso de alho
em macréfagos peritoniais também apresenta baixa toxicidade. MUSTAFA et al. (2019)
verificou em sua pesquisa que a viabilidade celular dos macréfagos da linhagem RAW
264.7 ndo foi afetada até a concentracdo de 250 g / mL de extratos de gengibre. Além disso,
em ensaios in vitro, a Curcuma longa também ndo apresenta citotoxicidade. KLOESCH et al.
(2016) mostrou em seu trabalho que a curcumina na forma lipossomal ndo apresenta
citotoxicidade para macrofagos da linhagem RAW264 e fibroblastos SW982 e SUETH-
SANTIAGO et al. (2016) também encontrou em seus experimentos que a curcumina e outros
curcumindides ndo sdo citotdxicos para 0os macrofagos. Outrossim, o extrato aquoso da soja ndo
afeta a viabilidade das células da medula 6ssea de camundongos e nem fibroblastos (S
FREITAS et al., 2019). O farmaco padrdo pentamidina apresentou efeito citotoxico maximo
de 78,4+3,7% e Clso de 35,5+ 3,4 uM. Os farmacos que também foram utilizados como controle,
antimoniato de meglumina e miltefosina, ndo apresentaram efeito citotdxico maximo. Ademais,
nesse estudo ndo foi possivel calcular o Clso das espécies vegetais devido ao fato de que seu

efeito maximo foi inferior a 50%, até a maxima concentracdo testada (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito citotoxico de Allium sativum, Curcuma longa, Zingiber officinale, Glycine
max, pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina em macréfagos da linhagem
J774.Al.

Substancia Clso ® Efeittzo/l\cfl)?ximo
Pentamidina 35,5 = 3,4uM 78,4+ 3,7 ***

Antimoniato de meglumina >300 uM NA
Miltefosina >100 uM NA
Curcuma longa >100 pg/mL NA
Zingiber officinale >100 pg/mL NA
Allium sativum >100 pg/mL NA
Glycine Max >100 pg/mL NA

2 Concentragéo Inibitdria de 50% calculada através de curvas concentragdo-resposta ; ° média do efeito
méaximo = erro padrdo em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de eficacia maxima
foram considerados significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01, , ***p < 0,001 em relacdo ao grupo
DMSO 0,1%; NA substancia ndo apresenta atividade significativa em relagéo ao grupo DMSO 0,1%.

Com a finalidade de avaliar a atividade leishmanicida dos extratos aquosos das
espécies vegetais sobre os macrdfagos infectados com amastigotas intracelulares de L.
chagasi e L. amazonensis, foram calculados o Clso e 0 efeito maximo dos extratos aquosos

e dos farmacos padr@es utilizados como controle (Tabelas 4 e 5).

Na Tabela 4, observa-se que nenhuma das plantas apresentaram atividade
leishmanicida sobre as formas amastigotas de L. chagasi até a maxima concentracdo testada
neste trabalho, assim, a Clso foi > 100 pg/mL. Os farmacos pentamidina, antimoniato de
meglumina e miltefosina apresentaram efeito citotoxico méximo de, respectivamente, 66,4
+3,7,41,5+ 2,6 72,4+ 0,7%. Além disso, o Clsg de pentamidina e miltefosina foram, nesta
ordem, 65,1 £ 4,9 uM e 13,8+ 1,7 uM.
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Tabela 4. Efeito leishmanicida de Allium sativum, Curcuma longa, Zingiber officinale, Glycine
max, pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina contra amastigotas de Leishmania
chagasi.

Substancia Clso @ Efeito Maximo (%)?  Indice de
seletividade®

Pentamidina 65,1+ 4,9 uM 66,4 £ 3,7 *** 0,5
Antimoniato de > 300uM 41,5+ 2,6 *** -

meglumina

Miltefosina 13,8+ 1,7 uM 72,4+ 0,7 *** >7.2
Curcuma longa >100 pg/mL NA -

Zingiber officinale >100 pg/mL NA -

Allium sativum >100 pg/mL NA -

Glycine max >100 pg/mL NA -

2 Concentragéo Inibitdria de 50%calculadaatravés de curvas concentragio-resposta ; °® média do efeito maximo +
erro padrdo em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de eficicia méaxima foram considerados
significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01, , ***p < 0,001 em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; NA substancia nédo
apresenta atividade significativa em relacdo ao grupo DMSO 0,1%; © indice de seletividade para amastigotas L.
chagasi em relagdo a macréfagos da linhagem J774.A1.

Os extratos aquosos também nédo apresentaram efeito deletério sobre as amastigotas de
L. amazonensis até a concentracdo maxima de 100ug/mL, de maneira oposta aos farmacos
pentamidina (CI50 19,4 + 0,4uM), antimoniato de meglumina (CI50 251,3 + 3,7uM) e
miltefosina (CI150 22,1 + 1,8uM) (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito leishmanicida de Allium sativum, Curcuma longa, Zingiber officinale,
Glycine max, pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina contra amastigotas de
Leishmania amazonensis.

Substancia Clso @ Efeito Maximo Indice de
(%)P seletividade®
Pentamidina 19,4 + 0,4uM 68,4+ 4,4 *** 1,8
Antimoniato de 251,3 = 3,7uM 66,9+ 1,4 *** >1,9
meglumina
Miltefosina 22,1 +1,8uM 91,0+ 0,4 *** >4.5
Curcuma longa >100 pg/mL NA -
Zingiber officinale >100 pg/mL NA -
Allium sativum >100 pg/mL NA -
Glycine max >100 pg/mL NA -

2 Concentragéo Inibitéria de 50%calculadaatravés de curvas concentragdo-resposta; ® média do efeito maximo +
erro padrdo em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de eficAcia maxima foram considerados
significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01, , ***p < 0,001 em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; NA substancia ndo
apresenta atividade significativa em relacdo ao grupo DMSO 0,1%; © indice de seletividade para amastigotas L.
amazonensis em relagdo a macréfagos da linhagem J774.A1.

Mahmoudvand et al. (2016), demonstrou em seu trabalho que 0s extratos aquosos
e metandlico de alho apresentaram grande efeito contra as formas promastigotas de L.
tropica de forma dose dependente. Os resultados mostraram uma concentracao inibitoria
de 50% do crescimento do patogeno (Clso) do extrato metanolico e aquoso de 12,3 e 19,2
pg/mL, respectivamente. WABWOBA et al (2010) também avaliou o extrato metandlico
de A. sativum contra as formas promastigotas e amastigotas de L. major e L.donovani. O
extrato mostrou valor de Clso34.22 pg/mL e 37.41 pg/mL contra promastigotas de L. major
e L. donovani, respectivamente. Na concentracdo de 100ug/mL as taxas de infecgéo foram
de 13 e 15% para as amastigotas de L. major e L. donovani, no entanto, quando comparado

ao controle utilizado ndo houve diferenca estatistica significativa, o que também corrobora
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com 0s nossos resultados, apesar das espécies serem diferentes e de serem avaliadas

solugdes extrativas aquosas no nosso estudo.

Dentre os diversos estudos, é notdrio que existe uma maior atividade efetiva contra o
parasito nos extratos que foram utilizados metanol como solvente quando comparado aos
extratos aquosos. Infere-se que esse solvente tem uma maior habilidade de extrair os
compostos bioativos do alho (FOROUTAN-RAD; TAPPEH; KHADEMVATAN, 2017).

Em seu trabalho, TELES et al. (2019) comparou a atividade leishmanicida de 6leos
essenciais das plantas Cinnamomum zeylanicum, Origanum vulgare e C. longa. O dleo
essencial de curcuma apresentou melhor atividade leishmanicida contra promastigotas de L.
amazonensis, além disso, a concentracdo a de 125 ug/mL apresentou reducéo significativa nos
pardmetros de infecgdo, com diminuicdo do numero de amastigotas em 200 células e
porcentagem de células infectadas de 80,73% e 40,75%, respectivamente, e redugdo média de
amastigotas por célula de 9,74 para 2,74, em contraste ao que foi observado no presente estudo
com a solucdo extrativa aquosa de C. longa. A curcumina € um dos principais curcuminoides
ativos. AQEELE et al (2021) demonstrou que a curcumina contra amastigotas de L. major
apresenta diferencas significativas entre o controle negativo ¢ 10 uM, 20 uM e 40 uM de

curcumina apos 24 horas tratamento, com valores de Clso 11,77 uM.

AL-MUSAYEIB et al. (2012) avaliou a atividade leishmanicida de extratos metandlicos
de diversas plantas contra amastigotas de L. chagasi, entre elas, Z. officinale. Nesse trabalho
demonstrou-se que o extrato metandlico de gengibre ndo apresentou atividade leishmanicida.
Esses dados assemelham-se aos encontrados no presente trabalho, uma vez que a solucdo
extrativa aquosa do gengibre ndo apresentou atividade contra as espécies testadas. Além do
mais, MONZOTE et al. (2019) mostra em sua pesquisa que o 6leo essencial da espécie Z.
officinale ndo apresenta notdria atividade contra promastigotas de L. amazonensis, apesar de

apresentar Clso igual a 39.9+ 3.4ug/mL.
PEREZ et al.(2014) avaliou a atividade leishmanicida de lipossomas fotodinamicos feita

de fosfatidilcolina de soja, colato de sodio, arqueolipideos polares totais (TPAS) extraidos da
archaea hiperhaldfila Halorubrum tebenquichense e do fotossensibilizador de zinco
ftalocianina (ZnPcAL) comparados com lipossomas fotodindmicos ultradeformaveis TPAs
(ZnPcUDLs). Nesse estudo foi observado que quando inoculados ZnPcUDLs e ZnPcALs
contra L. braziliensis, as formas amastigotas foram eliminadas dos macrofagos da linhagem

J774.A1 sem interferir na viabilidade das células hospedeiras. Assim, cabe ressaltar que é
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necessario mais estudos sobre a atividade leishmanicida da planta Glycine max pois a literatura
sobre esse tema é limitada. Além disso, o efeito observado no referido estudo pode ndo ser
decorrendo do lipossoma diretamente, mas a acdo deste seria de carreador das particulas de

Zinco.

Além disso, é notorio que outros estudos com as plantas da lista RENISUS
utilizadas nesse trabalho apontam uma atividade leishmanicida, sendo para as mesmas
espécies ou para espécies diferentes do trabalho. Depreende-se que as plantas néo
apresentaram atividade leishmanicida devido a pouca solubilidade no solvente utilizado,
nesse caso, a agua. Os principais componentes bioativos dessas plantas sdo hidrofébicos e
apresentam baixa biodisponibilidade (CARVALHO et al., 2015; NAKAMOTO et al., 2020;
KOU et al., 2018). Assim, € possivel que no momento da infusdo esses compostos ndo
foram extraidos de forma satisfatéria, embora essa seja uma forma comum de extracdo

utilizada pela a populagéo.

Apds a internalizacao do parasito no hospedeiro através do repasto sanguineo do vetor,
inicia-se o controle imunoldgico. Esse controle esta relacionado com as vias de ativacdo
dos macréfagos que sdo divididas em via classica e alternativa. A via classica é
caracterizada por ativar os macrofagos por meio de uma resposta TH1 que induz a producao
de citocinas, interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) estimulando, assim,
a producdo do éxido nitrico sintase, enzima que usa a catalise de L-arginina para a producéo
de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico (TOMIOTTO-PELLISSIER et al.,2018;
LIU; UZONNA, 2012). Desse modo, sabendo da importancia do 6xido nitrico para a
eliminacdo intracelular da Leishmania e das suas caracteristicas microbicida, foi avaliado
o efeito das plantas testadas e dos farmacos-padrdes frente a producdo de 6xido nitrico. A
analise foi realizada a partir dos sobrenadantes das culturas dos macréfagos infectados com

L. amazonensis e L. chagasi.

Na figura 24, é possivel observar que nenhuma das espécies vegetais testadas
induziram o aumento significativo da producao de éxido nitrico nas culturas de macrofagos

infectados com L. chagasi.
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Figura 24. Efeito de Allium sativum, Curcuma longa, Zingiber officinale, Glycine max,

pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina no aumento dos niveis de nitrito em
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Entretanto, Z. officinale aumentou significativamente as concentracdes de 6xido nitrico
nos sobrenadantes das culturas de macrdfagos infectados com L. amazonensis. Esse
resultado assemelha-se aos encontrados no trabalho de DUARTE et al., 2016 no qual o
extrato aquoso de gengibre (50pg/mL) e a fragdo F10 (5ug/mL) apresentou um aumento de
oOxido nitrico de 5,4uM e 13,6 uM, respectivamente, nas culturas de macrdfagos infectados
com a mesma espécie de Leishmania spp. Apesar do aumento de éxido nitrico, ndo houve
a morte do parasito. O parasito Leishmania spp. possui alguns mecanismos antioxidantes
de defesa contra as espécies reativas de oxigénio, como é o caso da expressdo de
tripanotiona ditiol para manter sua homeostase redox. As enzimas tripparedoxina
peroxidase (TXNPx) agem como homodimeros para desintoxicar H>O., hidroperdxidos
orgénicos, ONOO:z e NO. Assim, foi realizado um estudo que apontou que as amastigotas
de L. amazonenis sdo mais resistentes a morte e crescem intracelularmente apesar do
aumento de 6xido nitrico. Além disso, as amastigotas apresentaram um aumento da
expressdo de uma isoforma TXNPx que é uma proteina de 190 aminoacidos similar a de
L. chagasi (HERNARD et al., 2014).

GHARAVI et al. (2011) mostrou por meio da técnica de RT-PCR que 0 extrato aquoso
de alho leva a expressao dos genes IFNy e iNOS nas células da linhagem J774.A1 infectada
com L. major. Ademais, outro estudo dos mesmos autores com essa espécie demonstrou
que o extrato aquoso aumentou significativamente o nivel de IL-12 em células infectadas
com o parasito, citocina que pode estimular a producéo de NO se houver efeito autdcrino
(GHARAVI et al, 2011)

Os componentes da C. longa apresentam efeitos inibitdrios de 6xido nitrico. YUAN
et al. (2018) mostrou em seu trabalho que os compostos 6 e 7 de C. longa diarilheptanoides
e difenil alcano, respectivamente, apresentaram atividade inibitéria significativa sobre a
producdo de NO em macréfagos RAW 264.7. KAWASAKI et al. (2018) também avaliou
a inibicdo de producdo de 6xido nitrico de compostos do extrato aquoso de C. longa em
macrofagos estimulado por LPS. Assim, conclui-se que os compostos 1,4,7 e 8 inibiram a
producéo de Oxido nitrico e a prostaglandina E2.

Em seu trabalho, YUSOF et al. (2019) avaliou a atividade anti-inflamatoria do extrato

aquoso de tempé de soja enriquecido com nutriente fermentado anaerobio (NESTE). Foi
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observado que no ensaio in vitro, 5 mg / mL NESTE foi capaz de inibir 25,50 + 2,20%,
35,88 £ 3,20% e 28,50 + 3,50% da producéo de NO, IL-1p e TNF-a em células RAW 264,7

tratadas com LPS além de ndo apresentar efeito citotoxico para as células.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foram utilizadas quatro espécies vegetais que estdo incluidas na lista
RENISUS. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que as solugfes extrativas aquosas
das plantas Allium sativum, Curcuma longa, Zingiber officinale e Glycine max néo
induziram citotoxicidade para os macrofagos até a maxima concentragéo testada (100pg/mL)
Ademais, as solugdes extrativas aquosas das plantas ndo apresentam atividade leishmanicida
para as duas espécies de parasito utilizados nos experimentos. Entretanto, a espécie Zingiber
officinale induziu o aumento significativo de Oxido nitrico nas culturas de macrofagos
infectados com L. amazonensis. Por conseguinte, é valido ressaltar que o estudo de plantas
medicinais na busca de substancias ativas contra o parasito se faz necessario, principalmente
em formas de facil administracdo, como € o caso dessa pesquisa, na qual foi testado a

solucdes extrativas aquosas (cha).
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