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Resumo

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por protozoarios do género
Leishmania. Hoje no mercado h& poucos farmacos disponiveis para o tratamento da
leishmaniose, sendo farmacos que apresentam inumeros efeitos adversos e custos
elevados. O presente trabalho visou avaliar os efeitos leishmanicida de Schinus
terebinthifolius, Phyllanthus niruri, Mentha piperita, Matricaria recutita, Maytenus ilicifolia,
Syzygium jambolanum, Ruta graveolens, Anacardium occidentale, Aloe vera e Psidium
guajava, disponiveis na lista de plantas medicinais de interesse do SUS (RENISUS). Foi
realizada a avaliacao da citotoxicidade frente a macrofagos da linhagem J774.A1, através
do ensaio colorimétrico de MTT (3-[4,5- dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazdlio), bem
como a avaliacdo da atividade leishmanicida e producao de Oxido nitrico em macrofagos
infectados por amastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis.
Observou-se que nenhuma das plantas testada apresentou efeito citotoxico para
macroéfagos de linhagem J774.A1 ou foi ativa contra amastigotas de Leishmania chagasi
até a concentragao maxima utilizada (100 pg/mL), apesar de Anacardium occidentale e
Aloe vera induzirem aumento de 6xido nitrico em cultura de macréfagos infectados com
Leishmania chagasi. Na avaliagdo da atividade leishmanicida contra amastigotas de
Leishmania amazonensis, a espécie Aloe vera apresentou atividade com efeito maximo
de 40,4%, além de Phyllanthus niruri, Mentha peperita, Matricaria racutita Psidium
guajava, Ruta graveolens e Aloe vera induzirem o aumento dos niveis de Oxido nitrico
pelos macrofagos. Em suma, sete plantas apresentam efeito imunomodulador em
macroéfagos infectados com o parasito, além do estudo de Aloe vera se apresentar Util
para o desenvolvimento de novos farmacos a base de plantas medicinais.

Palavras-chave: Atividade leishmanicida, Leishmaniose, Renisus



ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected diseases caused by protozoa of the genus Leishmania.
Today, there are few drugs available for the treatment of leishmaniasis, with drugs that
have numerous adverse effects and high costs. The present work aimed to evaluate
the leishmanicidal effects of Schinus terebinthifolius, Phyllanthus niruri, Mentha
piperita, Matricaria recutita, Maytenus Iilicifolia, Syzygium jambolanum, Ruta
graveolens, Anacardium occidentale, Aloe vera and Psidium guajava, available in the
list of medicinal plants of SUS’s interest (RENISUS). Thus, cytotoxicity was evaluated
against macrophages of the J774.A1 strain, using the MTT (3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-
yl] -2,5-diphenyltetrazolium) colorimetric assay, as well as the evaluation of
leishmanicidal activity and nitric oxide production in macrophages infected by
Leishmania chagasi and Leishmania amazonensis amastigotes. It was observed that
none of the tested plants showed a cytotoxic effect for macrophages of lineage
J774.A1 or was active against Leishmania chagasi amastigotes up to the maximum
concentration used (100 ug / mL), although Anacardium occidentale and Aloe vera
induce an increase in nitric oxide in culture of macrophages infected with Leishmania
chagasi. In the evaluation of leishmanicidal activity against Leishmania amazonensis
amastigotes, the species Aloe vera showed activity with a maximum effect of 40.4%,
in addition to Phyllanthus niruri, Mentha peperita, Matricaria racutita Psidium guajava,
Ruta graveolens and Aloe vera inducing the increase in nitric oxide levels by
macrophages. In short, seven plants have an immunomodulatory effect on
macrophages infected with the parasite, in addition to the study of Aloe vera being
useful for the development of new drugs based on medicinal plants.

Keywords: Leishmanicidal activity, Leishmaniasis, Renisus



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Fémea de flebotomineo em repasto sanguiNgo............cccceeeeevevvnnnnnn... 16

Figura 2 — Formas evolutivas:(A) promastigotas (B) amastigotas de Leishmania

5] 0] o L PP 17
Figura 3 — Ciclo Bioldgico da LeiShmanioSe ...........ccuuoviieiiiiiiiiiieciiie e 18
Figura 4 —Formas clinicas da LTA.......ooviieiiiiiiii e e e e 22
Figura 5 — Forma clinica da leishmaniose visceral (hepatoesplenomegalia)........ 23

Figura 6 — Distribuicdo da Leishmaniose Cutanea no Velho e Novo Mundo

022101 SRRSO 24
Figura 7 — Distribuicdo da Leishmaniose Visceral no Velho e Novo Mundo
(2008) .ttt e et e e eas 24
Figura 8 —Ensaio de reduGao dO MTT ....cooiiiiiiiie i 33
Figura 9 — Ensaio de viabilidade sobre formas amastigotas.............cccccevvvvvnnnnnnn. 36
Figura 10 — Ensaio de dosagem do OXidO NItriCO ...........uuveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeennn. 37

Figura 11 — Efeito das espécies vegetais presentes na lista do RENISUS
pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina no aumento dos niveis de
nitrito em cultura de macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania
(o] g F=To =] U PP PP PP 44
Figura 12 — Efeito das espécies vegetais presentes na lista do RENISUS
pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina no aumento dos niveis de
nitrito em cultura de macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania

AMNIAZONEBINSIS .. eeee e e e e e 45



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Efeito citotoxico das espécies vegetais presentes na lista do RENISUS,
pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina em macrofagos da linhagem
N N P 38

Tabela 2 - Efeito leishmanicida das espécies vegetais presentes na lista do
RENISUS, pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina contra amastigotas
de LeiSNMANIA CNAGASI . ... .uuuuiiii ettt e e 40

Tabela 3 — Efeito leishmanicida das espécies vegetais presentes na lista do
RENISUS, pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina contra amastigotas
de LeiShmania amMazZONENSIS. ......u i iieeeiie e eeeeeie e e et s e e e e et e e e e e e eata e e e eeeranaeeeeeennns 42



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CI50 - Concentracéo Inibitéria de 50%

DMEM - Do inglés Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium
DMSO - Dimetilsulféxido

LTA — Leishmaniose tegumentar americana

LC - Leishmaniose cutanea

LCD- Leishmaniose Cutanea Difusa

LM - Leishmaniose Mucocutanea

LV — Leishmaniose Visceral

MTT - Brometo de 3-[4,5-Dimetil-Tiazol-2-il]-2,5-Difeniltetrazélio
MHC - Major Histocompatibility Complex

NETS - Neutrophil Extracelllular Traps
OMS - Organiza¢do Mundial de Saude

RENISUS — Relac&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
RIFI - Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta
RPMI - Roswell Park Memorial Institute medium
PBS - Phosphate Buffered Saline



1

2

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt ettt ettt ee e ee s e e e e eea e 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA.......cooouiieieeeee ettt 16
2.1 Vetores e agente etiol6gico daleishmaniose .......ccccceevveeeeeiiiiiiieciiiinnnnnn, 16
2.2 Ciclo bioldgico da leishmanioSe........ccccvvvuiiiiiiiiiiii e 18
2.3  RespoStaimuUNOIOQICA ....cccuviiiiiiiiiieiaeie s 19
2.3.1 Vias de metabolismo da arginina ..............cccoeeeeviiiiiiiie e 20
2.4 FOIMAS ClINICAS ..tvviireieieieiiieeee et 21
2.4.1 Leishmaniose tegUMENTAI........c.uuui it 21
2.4.2  Leishmaniose VISCEral ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeee e 22
2.5  EPIAdemiolOgia ..eeuee e 23
2.6 DIAQNOSTICO .oooviiiiieiiiic et aaaaa 25
2.7 FAIMACOTEIAPIA «uuuuui ittt e e e e e e e e eeeeeenaaeans 26
2.8 Plantas Medicinais Presentes nalistado RENISUS ..............ccccevvvveenn. 28
2.8.1  Schinus terebinthifoliuS ..............uuuiiiiiiiiii 29
2.8.2  Phyllanthus NiFUM ......coviiiiiiii s 29
2.8.3  MeNtha PIPEIITA.......uiieiiiiiiee e e e e e e eaaan 30
2.8.4  MALIICANA MECULITAL ... .eeeeeeieiiiiie et 30
2.85  Maytenus iliCIfOlIa .......coiviiiiii e 30
2.8.6  Syzygium jambolanum...........coooiiiiiiiii 31
8 T N S (U1 = W [ = 1V =0 ] [T o P 31
2.8.8  Anacardium oCCIdeNntale ............ccooiiiiiiiiiiii e 31
2.8.9  AlDC VEIA ..o 32
2.8.10 PSIIUM QUAJAVA ...t 32
OBUIETIVOS ..t e e e e e e eeeas 33

3.1 ODJELIVO QEIaAl ... aenaa 33



SUMARIO

4  MATERIAL E METODOS .....ooiiiiiecee ettt ere e 34
4.1 ODbtencao dOS extratoS AQUOSOS ....ieiieeriunieeeeeiiiie e e eeitiae e e e eei e e e e eeananns 34
4.2  FaArmacoS € REAGENTES ....cuuuuiiiiiiii ettt 34
4.3 Manutencdo de linhagem macrofagos .....ovvvveeeeeieiiiii, 34
4.4 Determinacdo da viabilidade celular...........cccccoooeiiiiiiiiiii e 35
4.5 Avaliacdo da carga parasitariain Vitro .......cccceeeeeeiiieeieiiiiiccciceee e 35
4.6 Dosagem do OXidO NILFICO ....uuiiiiiiiiiie e 36
4.6  ANAIISE EStatiStiCa ....ccociiiiiiiit e 37

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooiuiiiiiiieieieieenesieisieie e 38
6 CONCLUSAO ...ttt 47

REFERENCIAS ..o, 48



14

1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdao um grupo de doencas causadas por protozoarios da
familia Trypanosomatidae do género Leishmania, sendo caracterizada como uma
antropozoonose, que ocorre atualmente em 102 paises, apresenta uma variedade de
manifestacdes clinicas que dependem tanto da espécie infectante quanto de fatores do
hospedeiro, 0os quais determinam a resposta imunoldgica ao agente agressor, podendo
assumir a forma tegumentar e a forma visceral (OMS, 2019).

Esses parasitos determinam doengas do sistema fagocitico mononulear que
apresentam caracteristicas clinicas diferentes: leishmaniose visceral (LV), que atinge
0s Orgaos internos, leishmaniose tegumentar (LT), que se subdivide em: leishmaniose
cutanea (LC), que atinge a pele; e a leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM), gerando
feridas nas mucosas e na pele ( ALVES et al., 2013).

No Brasil existem as trés formas: a LV, a mais letal das leishmanioses, tem
carater sistémico e afeta principalmente 6rgdos como figado, baco e medula éssea,
se ndo tratada leva a 6Obito em 90% dos casos, e atinge principalmente criancas
menores de 10 anos. A LC, mais comum, € caracterizada pelo aparecimento de
lesbes no local da infeccéo, as quais sdo indolores, com bordas bem definidas, base
eritematosa e fundo avermelhado. Por fim, a LCM causa lesfes destrutivas localizadas
na mucosa, em geral nas vias aéreas superiores (MARCONDES,2013; BRASIL, 2013;
OMS 2010).

Nas Américas, 96% dos casos de leishmaniose visceral sdo reportados no Brasil
onde houve aumento de mortes desde 2012, alcancando em 2016 uma taxa de
letalidade de 7,9% considerada a mais elevada quando comparada a outros
continentes. A proporgcao de casos de leishmaniose cutanea em criangas menores de
10 anos também alcancou em 2016 seu maior valor (15,5%) e alguns paises
registraram mais de 40% da populagdo afetada neste grupo etéario
(OPAS/OMS,2019).

O antimoniato de metilglucamina (comercializado no Brasil como glucantime®)
€ especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose cutdnea, mucocutanea e
visceral. O medicamento provoca regressao rapida das manifestacdes clinicas e
hematolégicas da doenca, bem como a eliminacdo do parasito. Outra droga
leishmanicida ainda mais potente disponivel para comercializacdo é a anfotericina B,

gue atua contra as formas promastigotas e amastigotas do parasito. Porém esses
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farmacos possuem alta taxa de toxicidade, além de induzir sintomas que prejudicam o
portador, desenvolvendo resisténcia (QUEIRAO et al, 2019; BERMUDI ,2017)

Para o desenvolvimento de novos farmacos com intuito de minimizar esses
efeitos, € importante realizar experimentos usando produtos naturais devido a essa
grande biodiversidade e também a grande tradicdo do uso de plantas medicinais com
efeitos imunomodeladores ja comprovados (DE CARVALHO,2015).

A partir desse pressuposto, o seguinte trabalho visou avaliar a toxicidade e acao
leishmanicida das espécies utilizadas; Schinus terebinthifolius, Phyllanthus niruri,
Mentha peperita, Matricaria racutita, Maytenus ilicifolia, Syzygium jambolanum, Ruta
graveolens, Anacardium occidentale, Aloe vera e Psidium guajava, as quais estao
presentes na lista do RENISUS, uma vez que se faz necessario a busca por novos

métodos de tratamento, a fim de diminuir os agravos gerados pela farmacoterapia atual.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vetores e agente etioldégico da leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas, causadas por um protozoario da
familia Trypanosomatidae do género Leishania. S&o antropozoonoses e representam
um complexo de doencas com importante espectro clinico e diversidade
epidemiolégica (OMS,2019).

Os parasitos do género Leishmania apresentam ciclo de vida digenético,
alternando entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Estes Ultimos séo
representados por flebotomineos fémeas da ordem Diptera, classe Insecta, familia
Psychodidae e géneros Phlebotomus e Lutzomyia no velho e novo mundo,
respectivamente. Das mais de 800 espécies de flebotomineos descritas, cerca de 464
séo encontradas no novo mundo e 375 no velho mundo (AKHOUNDI et al., 2016).

Os flebotomineos s&o popularmente conhecidos como: mosquito-palha,
fleb6tomo cangalhinha, arrepiado, tatuira, assadura, asa-da-palha, birigui, e orelha-de-
veado (Figura 1). Estes dipteros possuem o corpo revestido por pélos e sao de
coloracéo clara, medindo de 1 a 3 mm de comprimento. Possuem uma grande
distribuicdo nos climas quentes e temperados, apresentam maior atividade no
entardecer e inicio da noite, por causa disso, a captura desses vetores € feita através
de armadilhas luminosas. Cabe ressaltar que ndo ocorre transmisséo do parasito de

hospedeiro vertebrado para hospedeiro vertebrado, isso significa que o flebotomineo é

essencial para o ciclo da doenca e por isso € considerado um vetor.(FIOCRUZ,2019).
(AKHOUNDI et al., 2016).
Figura 1 — Fémea de flebotomineo em repasto sanguineo

Fonte: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2020
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O flebotominio difere de outros vetores que tém parte do ciclo de vida na agua,
como é o caso do Aedes aegypti. Os flebotomineos se proliferam em solo Umido,
mas ndo molhados, ou em detritos ricos de matéria organica em decomposicao e
com pouca luminosidade. Ambos os sexos necessitam de carboidratos como fonte
energética, mas apenas as fémeas se alimentam de sangue para o desenvolvimento
dos seus ovos. Esses dipteros tém comportamento crepuscular e noturno,
alimentam-se de sucos vegetais, néctar de flores, frutos e solu¢cdes acucaradas.
Além disso, as fémeas sdo hematéfagas, pois necessitam de sangue humano ou
animal para maturar seus ovos, participando diretamente do processo de infec¢do, o
que Ihes confere importancia epidemiolégica (PINTO, 2017;REGO, 2013).

A espécie Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia,
Lu. wellcome, Lu. neivai, Lu. fischeri e Lu. migonei sdo as envolvidas na transmisséo
da leishmaniose tegumentar e a espécie Lu. longipalpis é a principal envolvida na
transmissao da LV(MARTINS,2013)

A Leishmania apresenta duas formas evolutivas principais: promastigota e
amastigota. A forma extracelular designada com promastigota (Figura 2A) tem a
forma alongada com um flagelo livre na parte anterior em sea membrana, pode-se
observar um nucleo ovoide situado na regido central da célula e um cinetoplasto
ovoide localizado entre a extremidade anterior da célula e o nlcleo. A amastigota
(Figura 2B) é tipicamente esférica, no citoplasma encontra-se o0 nucleo ovoide e
cinetoplasto de forma de bastdo préximo ao nucleo, sendo esta forma intracelular
obrigatéria (LAURENTI et al, 2010; PATIL et al, 2012).

Figura 2 — Formas evolutivas: (A) promastigotas (B) amastigotas de Leishmania

spp.
(A) (B)

: :\

Amastigota

Fonte: Autor, 2020
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2.2 Ciclo bioldgico daleishmaniose

O ciclo de vida do parasito envolve alternancia morfoldgica celular entre dois
hospedeiros, a promastigota no hospedeiro intermediario e a amastigota no definitivo.
A transmissdo comeca quando o flebotomineo infectado inocula as formas
promastigotas metaciclicas no mamifero durante o repasto sanguineo. A perfuracéo
da pele faz com que as células de defesa (neutrdfilos, células dendriticas, macrofagos
etc.) sejam recrutadas para o local da picada e englobem os parasitos mediante
interagBes com receptores superficiais. Devido a mudanca de pH e temperatura dentro
das células fagocitarias, as promastigotas se diferenciam em amastigotas e se
multiplicam por fissdo binaria até lisar a célula de defesa, contaminando novas
células fagociticas (Figura 3) (TEIXEIRA et al.; 2013; KEVRIC; CAPPEL; KEELING,
2015).

Figura 3 - Ciclo Biolégico da Leishmania

Sandfly Stages Human Stages
o Sandfly takes a blood meal Promasti
" mastigotes are
jects promastigote stage 0 :
o s.:fmn:;.?f.; ¢ phagecytized by

macrophages
or ather types

o Divide in the gut and /ﬂ — }
migrate to proboscis % . of menonuclear
— o)

W e

Amastigotes transform into
promastigote stage in the gut

phagecytic cells

0 %

Promastigotes transform|
into amastigotes.

4]

Amastigetes multiply in cells
- of various tissues and infect
- N other calls
- i
Ingestion of [
parasitized cell

Sandfly .rakes é blood meal
(ingests macrophages infected
with amastigotes)

A: Infective Stage
A = Diagnostic Stage

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2013.

O parasito, hospedeiro e outros fatores afetam se a infec¢ao se torna resulta
em leishmaniose cutanea ou visceral. Os flebotomineos séo infectados pela ingestéo
de células infectadas durante as refeicbes de sangue. Nos flebotomineos, os
amastigotas se transformam em promastigotas, desenvolvem-se no intestino (no
intestino, para espécies do parasito pertencentes ao subgénero Viannia; no intestino

médio, para protozoarios do subgénero Leishmania) e migra para a probdscide. A
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partir dessa atividade ocorre 0 repasto sanguineo, com posterior disseminacdo
hematogénica e linfatica para outros tecidos ricos em células do sistema fagocitario
(Brasil, 2014).

2.3 Respostaimunolégica

A resposta imune do hospedeiro desempenha um papel importante nos
processos de controle e resolucdo da doenca. A inoculacdo de formas promastigotas
metaciclicas no hospedeiro € seguida pelo rapido recrutamento de neutréfilos ao local
de infeccdo, onde estas células podem destruir parasitos por meio de alguns
mecanismos que incluem a producao de estruturas fibrosas conhecidas como NETs
(do inglés, neutrophil extracelllular traps) e liberacdo de granulos toxicos. Os
neutréfilos, entdo, fagocitam os parasitos e entram em processo de apoptose,
ocasionando a consequente fagocitose destas células por macréfagos. Os neutrofilos
também possuem a capacidade de aumentar o recrutamento, mediado por CCL3, de
células dendriticas (HURRELL et al., 2016; KAYE; SCOTT, 2011).

Apos infeccdo com o parasito, mondécitos também séo recrutados para o local
da picada, posteriormente diferenciando-se em células dendriticas derivadas de
mondcitos que migram para linfonodos drenantes e dao inicio as respostas
adaptativas mediadas por células T. As respostas mediadas pelas subpopulacfes de
células T conhecidas como Thl e Th2 sado cruciais tanto para o controle quanto para
a progressao da doenca. As células Thl secretam moléculas ativadoras de imunidade
celular, como o IFN-y, e estao relacionadas a resolucdo da doenca; enquanto que as
células Th2 secretam citocinas, como IL-4, que mediam respostas humorais e estao
relacionadas a susceptibilidade a doenca. A diferenciacédo de células T CD4+ naive
em células Thl é mediada por citocinas como IFN-y e IL-12, enquanto que a

diferenciacéo a células Th2 € mediada principalmente por IL-4 (PANDEY et al., 2016).

Os macrofagos sao células efetoras essenciais para a destruicdo dos parasitos.
Eles podem ser ativados por diferentes sinais, podendo se diferenciar em dois
fendtipos distintos conhecidos como M1, ou classicamente ativado, e M2, ou
alternativamente ativado. O IFN-y produzido por células Th1 estimula a diferenciacéo
dos macréfagos ao fenétipo M1 com consequente estimulacéo da 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS) e destruicdo dos parasitos mediada por 6xido nitrico. A diferenciagéo

ao fendtipo M2 é induzida por citocinas produzidas por células Th2, como IL-4 e IL-
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13, e esta relacionada a sobrevivéncia do parasito (LIU; UZONNA, 2012; MARTINEZ;
PEREIRA-CARVALHO et al., 2013).

2.3.1 Vias de metabolismo da arginina

A resposta imune do hospedeiro, além de outros fatores, relaciona-se
diretamente com a manifestacdo clinica da doenca. Uma das primeiras e mais
frequentes células do sistema imune que sao os macrofacos onde em respostem a
infeccdo por Leishmania. Estes por sua vez, sdo as principais células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF), e possuem diversas estratégias para que ocorra a
morte dos seus invasores. Uma delas é o “burst” oxidativo que é induzido ao fagocitar
0s microrganismos. Isto acontece pelo fato da NADPH ser fosforilada formando
diversas moléculas oxidativas como peroxidos de hidrogénio e superéxidos que
interagem com a membrana dos patdgenos. Outro mecanismo utilizado pelos
macrofagos é a ativagao da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS). Esta enzima
oxida a L-arginina para a producao de citrulina e 6xido nitrico (NO), sendo este ultimo
uma molécula altamente reativa e efetora no combate de microrganismos.
(FARIA,2014; NARAYANAN,2013).

A arginase € uma importante enzima envolvida no processo de desintoxicagao,
eliminando aménia via ciclo da ureia, hidrolisando a L-arginina a L-ornitina e ureia. L-
ornitina pode ser metabolizada pela ornitina descarboxilase (ODC), dando origem a
poliaminas, que sdo importantes para divisdo e proliferacdo celular. A L. major usa
esta via metabdlica para proliferar dentro do macréfago durante a infeccédo. Por outro
lado, a oOxido nitrico sintase (NOS) oxida a L-arginina a citrulina e Oxido nitrico,
participando, desta forma, da eliminacdo do parasita. Estas enzimas podem ser
moduladas na presenca de citocinas (FERREIRA DE LIMA,2018;RIBEIRO 2017)

Uma das enzimas que compete com a arginase pela L-arginina é a iNOS. Na
verdade, ha trés tipos de Oxido nitrico sintase (NOS): iINOS, NOS neural (nNOS) e
NOS endotelial (eNOS). As duas Ultimas séo constitutivas e dependentes de calcio. A
INOS, por outro lado, ndo € expressa constitutivamente, mas é fortemente induzida
por lipopolissacarideo (LPS) e acido lipoteicéico (LTA). O NO, por sua vez, participa
de varios processos fisioldégicos, como vasodilatacdo, neurotransmissao e eliminacao
de patégenos (SANTIAGO,2013; RAJENDRAN 2019).
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2.4 Formas clinicas

2.4.1 Leishmaniose tegumentar

Em humanos, as leishmanioses apresentam um amplo espectro de
manifestacdes clinicas que podem ser categorizadas em dois grupos: a LT, onde no
novo mundo também é chamada Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA),
responsavel pelas formas clinicas cutanea, cutanea difusa e mucocutanea; e a LV,
responsavel pela forma visceral, sendo esta compreendendo a manifestacdo mais
grave da doenca (STOCKDALE et al., 2017).

A LC geralmente afeta partes do corpo descobertas onde o flebotominio tem
acesso a pele. Pelo menos trés espécies de parasitas estdo associadas com LC: L.
braziliensis e L. mexicana no Novo Mundo, e L. major no Velho Mundo. O LC do novo
mundo manifesta-se geralmente como uma lesdo preliminar solitaria, mas a doenca
do velho mundo apresenta frequentemente com as lesGes preliminares multiplas. O
periodo de incubacao varia de cerca de 7 a 90 dias. A leséo inicial do papule vermelho
torna-se frequentemente em uma ulcera circunscrita com uma base dos granulébulos
com bordas delimitadas. (Figura 4A) (BURZA, 2018).

A LCD é uma manifestagcdo rara da LTA, causada pelas espécies L.
amazonensis, L. aethiopica, L. tropica, L. pifanoi ou pela L. mexicana, porém, somente
uma pequena porcentagem dos pacientes infectados por tais espécies evoluem para
esta forma. Os aspectos clinicos caracterizam-se pela formacédo de papulas no local
da inoculacdo dos parasitos, que ao contrario da LC, ndo evoluem para ulceracdes.
Depois, aparecem outras lesdes semelhantes na vizinhanca das lesdes iniciais, e
ap0s meses ou anos ocorre a disseminacao hematogénica do parasito, havendo um

grande comprometimento dérmico, de natureza cronica (Figura 4B) (SILVA, 2018).

A LM é o tipo mais grave da LTA, pois suas lesées comprometem a regido
mucosas e cartilagens. Em alguns casos, ocorrem prurido e inchago moderado e,
posteriormente, evolucao para Ulceras bem delimitadas que se espalham para outras

areas como: labios, cavidade oral, faringe e laringe, onde é caracterizada por nédulos
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sintomaticos, sendo notéria a desfiguracao da face devido a intensa resposta
inflamatoria (Figura 4C) (KHEZZANI, BOUCHEMAL, 2017

Figura 4 — Formas clinicas da LTA

Fonte: BRASIL,2017

2.4.2 Leishmaniose visceral

A LV, classicamente conhecida como calazar, é uma apresentagdo
sistémica das leishmanioses causadas pelos parasitos pertencentes ao complexo
donovani, onde no Brasil o agente etiologico € a L. infantum chagasi, que também é
encontrada em alguns paises do Mediterraneo e da Asia. Sendo considerada a forma
mais grave de todas as leishmanioses, quando nao tratada é fatal em mais de 90%
dos casos. Geralmente, as caracteristicas clinicas aparecem no periodo de 2 a
6 meses apdés a infeccao incluindo febre prolongada, hepatoesplenomegalia,
pancitopenia, anemia progressiva e perda de peso, entretanto, € importante salientar
gue alguns pacientes permanecem com infeccdo n&o aparente, se tornam
imunocomprometidos muitos anos apés a infeccdo (Figura 5) (MCGWIRE et al,
2013;NAGLE et al., 2014; TAJEBE et al., 2017).

Figura 5 — Forma clinica da leishmaniose visceral (hepatoesplenomegalia)
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Fonte: Ministério da Salde, 2006

2.5 Epidemiologia

As leishmanioses sdo endémicas em varias regides do mundo, tendo em vista
o registro de aproximadamente 1,3 milhdes de casos por ano em todo planeta , sendo
considerada umas das doengas mais negligenciais existentes hoje. Os paises com
maior incidéncia de LT (Figura 6) sdo Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird e a
Republica Arabe da Siria, detendo dois tercos do nimero de casos registrados. A
forma visceral (Figura 7) apresenta um total de 200.000 a 400.000 casos, sendo que
90% destes ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiépia, india, Sud&o do Sul
e Sudado (WHO, 2018).

Figura 6 — Distribuicdo da Leishmaniose Cutanea no Velho e Novo Mundo 2018
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Fonte: WHO,2019

Figura 7- Distribuicdo da Leishmaniose Visceral no Velho e Novo Mundo 2018
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Colombia - 46 Uzbekistan - 7 United Kingdom - 3 Greece - 1 | <100 [ No data
Bolivia (Plurinational State of) - 29 China -5 El Salvador - 2 Ttaly - 1 ="
Belgium - 25 Peru-5 Bangladesh - 1 Panama - 1 N o "] Not applicable

Fonte: WHO,2019

Em todo o Brasil ha registros de LTA, sendo uma das afec¢des
dermatoldgicas de grande relevancia .Entre 2003 e 2018, foram registrados mais de
300.000 casos, com média de 21.158 casos por ano. A regidao Norte foi responsavel

pelos maiores coeficientes de deteccdo durante o periodo, seguido da regido
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Centro-Oeste. No territério nacional, o coeficiente médio de deteccéo foi de 11,3
casos por 100.000 habitantes, variando de 5,7 — 17,8. Dentre as formas clinicas, a
forma mucosa representou 7,7% dos casos registrados no periodo. No Nordeste
dados revelam que no periodo de 2013 & 2018 foram confirmados 4.401 casos

dentro desse valor, 147 foram notificados somente em Alagoas (SINAN/MS, 2019).

No Brasil, a LV é considerada uma doenga em expansao, uma vez que, até o
ano de 1980, sua ocorréncia era exclusivamente em municipios da regido Nordeste
e, atualmente, todas as regifes do pais confirmam casos anualmente. No periodo de
2003 a 2018, foram confirmados mais de 51 mil casos humanos, com incidéncia média
de 1,7 casos/100 mil habitantes, variando de 1,4 a 2,1 e letalidade de 7,2%. A regido
Nordeste apresentou 0 maior nimero de casos , entretanto, as maiores incidéncias
sdo demonstradas na regido Norte até o ano de 2012, quando ha a inverséao para
regido Nordeste até o ano de 2016, e posterior aumento da incidéncia novamente na
regido Norte, onde no estado de Alagoas no periodo de 2013 a 2018 foram
confirmados 169 casos (SINAN/MS, 2019).

2.6 Diagnéstico

O diagnéstico baseia-se principalmente no material bioldgico obtido de puncdes
hepaticas, de linfonodos, esplénica, de medula éssea e/ou pesquisa de parasitos em
esfregaco das lesdes apos a coloracdo de Giemsa. Utiliza-se para a coleta do material
fazendo uma incisédo do bordo da leséo, bidpsia do bordo com impresséo por aposi¢céo
em lamina de vidro e/ou puncéo aspirativa da lesdo. Anteriormente, era realizado o
diagndstico de forma indireta, através da mensuracao da resposta imune celular com
a injecdo intradérmica de antigenos do parasita (intradermorreacdo de Montenegro),
onde eram consideradas positivas as reacfes com area de enduracdo maior que
5mm, entretanto esse tipo de exame esta em desuso. O diagndstico sorologico é
baseado na Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA), Fixagéo de Complemento e Aglutinag&o Direta (Brasil, 2014; SMS-SI, 2018).
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2.7 Farmacoterapia

No mundo, as leishmanioses representam uma importante zoonose que
afeta principalmente pessoas de baixa renda devido a sua distribuicdo, gravidade
e complexidade, o que de fato representa um grande risco aos individuos que vivem
nas regides tropicais e subtropicais do planeta. Embora exista essa importancia e
complexidade, h& poucas opc¢des de tratamento direcionadas para todas as formas
clinicas.Os tratamentos atuais com maior grau de efetividade utilizam dois
farmacos principais, descobertos na metade do século XX, e utilizados até os dias
atuais. Mais recentemente, em alguns paises, se utliza a miltefosina e a
paramomicina (MARTINS;2014, PHAM;DUTRA, 2016).

O antimOnio pentavalente (Sb*®), presente no antimonato de meglumina
(nome comercial € Glucantime® ou Glucantim®) ou estibogluconato de sddio
(nome comercial € Pentostam®), € um composto cujo mecanismo de acdo ainda
nao foi totalmente esclarecido. O que se sabe é que os farmacos agem sobre o
metabolismo influenciando a acdo parasiticida do macréfago. Este medicamento
pode ser encontrado no mercado em frascos de 5 mL com 1,5 g do antimdnio
bruto e a dose recomendada deve ser calculada em miligramas de antimonio
pentavalente (Sb+5) por quilograma de peso corporal por dia (mg Sb+5/kg/dia),
administrado por via intramuscular (IM) ou endovenosa (EV) por 28 a 30 dias
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014;BRASIL, 2017).

O antimbnio pentavalente pode causar varios efeitos colaterais durante a
sua administracéo sendo o efeito mais grave a ocorréncia de cardiotoxicidade com
presenca de arritmias, prolongamento das ondas Q e T do eletrocardiograma e até
mesmo morte subita, Podem ocorrer também elevacdo de enzimas hepéticas e
pancredticas, pancitopenia e anormalidades eletroliticas, exigindo o
monitoramento continuo do paciente durante a administracdo do medicamento, o
que implica em internacdo hospitalar em todos os casos. (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; HALDAR; SEM; ROY, 2011).

A anfotericina B € um antifangico polieno originalmente extraido da bactéria
Streptomyces nodosus, com atividade leishmanicida descrita no inicio da década
de 60. O mecanismo deste farmaco baseia-se na sua afinidade a esterdis,
especialmente o ergosterol, presentes na membrana do parasito. A ligacdo da
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anfotericina B a estes esterdis resulta na formacdo de poros que alteram a
permeabilidade a cétions, agua, glicose e outras pequenas moléculas, levando
consequentemente a morte do parasito (CHATTO,PADHYAY,2016; NAGLE et al,
2014).

Diferentes formulagbes de anfotericina B encontram-se disponiveis
comercialmente em suas quatro formas: desoxicolato de anfotericina B
(anfotericina B convencional, Fungizon®); anfotericina B lipossomal (Ambisome®);
dispersédo de colesterol e anfotericina B (Amphocil®); e formulacdo lipidica de
anfotericina B (Abelcet®). As formulagdes comumente utilizadas para o tratamento
das leishmanioses séo: desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal
(SEIFERT, 2011).

A paromomicina (anteriormente conhecida como aminosidina) € um
antibiotico aminoglicosideo, que passou a ser utilizado para o tratamento da LV em
2006. Sua administracdo é realizada por via parenteral com dose de 14-16
mg/kg/dia durante um periodo de até 3 semanas, regime que demonstrou taxas de
cura em até 79% dos casos. Este farmaco estad também disponivel sob a forma de
pomada para o tratamento topico da LT. Os efeitos toxicos mais graves associados
ao uso da paromomicina sao ototoxicidade reversivel e hepatotoxicidade. O
mecanismo da paramomicina esté relacionado ao aumento da fluidez da membrana
plasmatica, dano ao ribossomo e alteracdo do potencial de membrana mitocondrial
do parasito (CARDOZO et al., 2014; NAGLE et al., 2014).

A miltefosina (Impavido®), uma hexadecilfosfocolina que inicialmente foi
desenvolvida como um farmaco anticancer, tornou-se o primeiro farmaco
padronizado para o tratamento da leishmaniose com administracdo por via oral,
eficaz para LV. Sendo esse farmaco o pilar do plano de eliminacdo da LV
recentemente langcado no subcontinente indiano, o tratamento é realizado por via
oral, a dose de miltefosina recomendada é de 2-2,5 mg/kg/dia por 28 dias. Os
principais efeitos adversos da miltefosina incluem teratogenicidade potencial,
cefaleia e disturbios gastrointestinais e renais, a resisténcia adquirida pelo
parasito, dando origem a cepas mais resistentes. O mecanismo de acdo da
miltefosina envolve alteragdes no metabolismo de lipidios, indugdo da expressao
de oxido nitrico sintase 2 (INOS2) com consequente produgdo de NO, dano
mitocondrial e inducéo de apoptose (CARDOZO et al., 2014; DORLO et al., 2012,
GRIENSVEN;
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DIRO, 2012).

E mesmo a eficacia destes medicamentos sendo considerada alta para a
resolucdo clinica da doenca, esta ndo € alcancada sem a inducdo de efeitos
adversos graves aos pacientes. Portanto, se reconhece a necessidade de se
caracterizar novos farmacos com menor toxicidade e de igual efetividade
(DUTRA,2016).

Atualmente, pesquisas com plantas tem sido realizados em diversos paises
e em varias regides do Brasil utilizando-as seja na sua forma bruta, fitoterapica ou
com o principio ativo isolado. Estas pesquisas tém revelado o potencial desses
vegetais quanto as atividades leishmanicida e tripanocida, que podem vir a ser uma

forma alternativa para o tratamento dessas patologias (DELMONDES, 2014).

2.8 Plantas Medicinais Presentes na lista do RENISUS

Com a intencdo de incentivar a utilizacdo de terapias complementares no
Sistema Unico de Satde (SUS) e assim seguir o que preconiza a Organizag&o
Mundial da Saude (OMS), o Ministério da Saude (MS) publicou a Rela¢do Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Na lista figuram plantas
empregadas pela sabedoria popular e também plantas cujos efeitos ja foram
comprovados cientificamente. Além disso, foi priorizada a inclusdo de plantas
nativas dos diversos biomas do Pais e que possibilitassem atender as doencas

mais comuns nos brasileiros (BRASIL,2009).

O uso de plantas para o desenvolvimento de novos medicamentos pode ser
util tanto para combater doencgas causadas por parasitos que sao negligenciadas,
quanto para maximizar o controle de vérias doencgas. As vantagens de um
tratamento utilizando um medicamento natural séo a possibilidade de se conseguir
baixa toxicidade, menos efeitos colaterais no paciente e o custo mais baixo para a
populacao, principalmente se o0 medicamento fosse oriundo de um vegetal de facil
cultivo e acessivel a populacéo (LUCA et al., 2014;DELMONDES, 2014).

O presente trabalho visou portanto, avaliar os efeitos leishmanicida de
Schinus terebinthifolius, Phyllanthus niruri, Mentha piperita, Matricaria recutita,

Maytenus ilicifolia, Syzygium jambolanum, Ruta graveolens, Anacardium
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occidentale, Aloe vera e Psidium guajava, sendo conhecidas popularmente por;
Aroeira-vermelha, Quebra-pedra, Menta, Camomila, Espinheira santa, Jambolao,

Arruda, Cajueiro, Babosa e Goiabeira. Onde estdo presentes na lista do RENISUS.

2.8.1 Schinus terebinthifolius

Populamente conhecida como aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira ou poivre-
rose, a Schinus terebinthifolius € uma &rvore nativa da América do Sul da familia das
Anacardiaceae. Véarios metabdlitos secundéarios ja foram identificados em S.
terebinthifolius, a exemplo de alcaloides e terpenos . tendo 0s sesquiterpenos como
substancias presentes em maior quantidade nas folhas tendo propriedades
medicinais indicada no tratamento da artrite, febres, ferimentos e reumatismos, além
de registra os seguinte usos etnofarmacoldgicos: anti-inflamatoéria, antiespasmaodica,
tbnica, vulneraria, diurética, antileucorreica, emenagoga, adstringente, cicatrizante,
balsdmica e bactericida (CARLINI,2010; PICCINELLI,2015; D’'SOUZA'COSTA
2015).

2.8.2 Phyllanthus niruri

Phyllanthus niruri € uma espécie pertencente a familia Phyllanthaceae, sendo
algumas delas conhecidas como quebra-pedra (erva-pombinha), sendo utilizada em
distarbios incluindo disenteria, gripe, vaginite, tumores, diabetes, ictericia, dispepsia
etc. Os principais metabdlitos secundarios presentes como os alcaloides que tem
atividade antiespasmodica, tendo uma acdo miorrelaxante Os triterpenoides
derivados dos terpenoides, depsideos e depsidonas atuam na atividade anti-
inflamatoria, além dos esteroides com a sua denominacdo de heterosideos
cardioativos agindo na musculatura cardiaca no tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva (PORTO,2013; PATEL,2011; ABDULLA,2010; DO ROSARIO,2016).
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2.8.3 Mentha piperita

Menta (Mentha piperita), uma erva aromatica que surgiu como um hibrido estéril
(hexapldide) entre hortela (Mentha spicata) e hortela-agua (Mentha aquatica) ha mais
de 250 anos atras, pertencentes a familia Lamiaceae, seus principais componentes
incluem o mentol e mentona, além de outros metabdlitos como aminas, taninos,
fenais, triterpendides, flavonodides, quinonas, lactonas, agucares redutores, saponinas
e principios amargos tém sido utilizados em antiespasmadicos, aromaticos, anti-
sépticos ou até medicamentos para o tratamento de resfriados, céibras, indigestao,
nausea, dor de garganta, dor de dente ou até cancer, onde sdo amplamente
distribuidos em regides climaticas temperadas e sub-temperadas (KUMAR,2014;
JIANG,2011; SHARAFI,2010).

2.8.4 Matricaria recutita

A camomila, como é conhecida populamente, cujo nome cientifico € Matricaria
recutita, pertece a familia Asteraceae, onde no Brasil € uma das ervas mais
popularmente utilizadas na medicina alternativa, possue atividades biol6gicas como
anti-inflamatéria, anti-diarréica, antioxidante, antineoplasicos, efeitos neuro-
protetores, antialérgicos e antimicrobianos melhorando também a salde cardiaca
também sirva para reduzir niveis de ansiedade devido a presenca do flavonoide
apigenina, que age como ligante da benzodiazepina (AL-DABBAGH,2019;
GOMES,2018; BUSSMANN,2019),

2.8.5 Maytenus ilicifolia

Popularmente conhecida como Espinheira santa, a Maytenus ilicifolia € uma
planta que pertece a familia Celastraceae, onde os metabdlitos secundarios estéao
envolvidos na acao terapéutica, que sao os alcaldides e macrolideos,com destaque
para triterpenos, polifendis, flavonodides e taninos que tem acéo a¢ao antiulcerogénica,
anti-gastrica e antidiarreicos (ANGELES-LOPEZ, 2019;HAN,2019; PAVARINI;2019)
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2.8.6 Syzygium jambolanum

Syzygium jambolanum é comumente conhecida no Brasil como Jamboléo, Esta
espécie, da familia das murtas (Myrtaceae), tem sido usado para tratar doencas
causadas por bactérias, fungos e virus patdgenos, Ulceras no trato geniturinario
causadas por Candida albicans, além de resfriados, tosse, febre e problemas de pele,
como erupgbes cutaneas e na boca, garganta e intestinos. Entre as substancias
ativas presente destacam-se os compostos fendlicos fendis, favondides, e taninos,
além da precenga de alcaloides e iridoides. Estudos realizados com Syzygium
jambolanum relatam que os extratos hidroalcodlicos de DC também demonstram
atividade hipotensora em ratos normotensos ndo anestesiados, bem como efeito
vasorelaxante nos anéis da artéria mesentérica superior do rato, efeito dependente
do endotélio (ASSIS,2018; RIBEIRO,2014; HERCULANO,2014).

2.8.7 Rutagraveolens

Ruta graveolens popularmente conhecda como Arruda, pertencente a familia das
Rutaceae, planta medicinal cujas raizes e partes aéreas contém mais de 120
metabdlitos especiais como cumarinas, flavondides, acridonas e alcaloides da
furoguinolina, estudos relatam uma ampla atividade farmacolégica como
antimicrobiana e citotoxica como principais substancais isoladas encontra-s;
alcaldides e derivados cumarinicos, entre eles a rutina que possuem atividades
terapéuticas com anti-hemorréagica, vermicida, anti-inflamatoria
(SEMERDJIEVA,2019; SAMPAIO,2018).

2.8.8 Anacardium occidentale

Anacardium occidentale é uma planta tropical conhecida popularmente por
Cajueiro, tendo seu plantio principalmente no nordeste do Brasil. Véarias propriedades
foram descritas, principalmente devido a seus componentes fendlicos, seus principais
isolantes séo; cardol, acidos anarcardico, galico, oxalico e tartarico, fitosterina, onde

incluindo propriedades antimicrobianas, anti-inflamatério, antitumoral através da
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supressdo da angiogénese e também da histona acetiltransferase atividade
moluscicida, antioxidante e inseticida contra Aedes aegypti; também atua como
inibidores da tirosinase de cogumelos, mostrando, portanto, um grande potencial
terapéutico além de possuir proteinas, sais minerais e vitaminas (SALEHI, Bahare, et
al,. 2011; MATUTINO,2019).

2.8.9 Aloevera

Aloe vera € o maior género da familia Xanthorrhoeaceae, e geograficamente
presente em todo mundo, No Brasil € chamada popularmente de Babosa, as plantas
de Aloe foram relatadas por varias propriedades biolégicas, incluindo antibacteriano e
antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatério, anti-artritico, anti-reumatéide,
anticancer e atividades antidiabéticas, desintoxicacdo, tratamento da constipacgao,
liberacdo de toxinas e residuos do corpo, devido a presenca de metabdlicos
secundarios esteroides livres, xantonas, flavonois, flavonas e saponinas que séo
responsdaveis por essas atividades (GUO,2016; SALEHI, Bahare, et al.,2018).

2.8.10 Psidium guajava

Psidium guajava, popularmente conhecida como Goiabeira, € uma pequena
arvore pertencente a familia Myrtaceae, Tradicionalmente, as preparacdes das folhas
tém sido usadas em medicamentos em varios paises, principalmente como remédio
antidiarréico, seus principais usos tradicionais de folhas da goiabeira tendo
preparacdo de decoccgdo, infusdo e fervura atuando em varios distarbios, como
reumatismo, diarréia, diabetes mellitus. Estudos associaram a atividade
antimicrobiana contra algumas bactérias e fungos com cinco flavonoéides, taninosnas
e ao teor de &cido galico e catequina presentes nas folhas. Além disso, a atividade
contra patdgenos bacterianos e fungicos foram atribuidos ao acido betulinico e ao
lupeol que estdo presentes (DIAZ-DE-CERIO,2017; TRUJILLO-CORREA,2019)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito leishmanicida das espécies Schinus terebinthifolius, Phyllanthus
niruri, Mentha piperita, Matricaria recutita, Maytenus ilicifolia, Syzygium jambolanum,
Ruta graveolens, Anacardium occidentale, Aloe vera e Psidium guajava, que estao
presentes na lista do RENISUS, bem como investigar o mecanismo de acéo do(s)
produto (s) natural(is) mais ativo(s), com intuito de descobrir novos candidatos a
farmacos leishmanicidas, que constituam opcdes terapéuticas mais seguras ao

tratamento da leishmaniose.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a citotoxicidade dos produtos naturais para a célula hospedeira
(macréfagos).

e Verificar a acdo dos mesmos sobre macréfagos infectados com Leishmania
chagasi e Leishmania amazonenses quanto a taxa de infeccdo e a
multiplicacdo dos parasitas intracelulares (amastigotas).

¢ Identificar a seletividade dos produtos naturais para diferentes espécies do
género Leishmania chagasi e Leishmania.

e Analisar o efeito desses produtos naturais sobre macrofagos infectados com

Leishmania chagasi e Leishmania. quanto a producao de 6xido nitrico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos extratos aquosos

Foram adquiridos em herbanarios as especies utilizadas Schinus
terebinthifolius, Phyllanthus niruri, Mentha piperita, Matricaria recutita, Maytenus
ilicifolia, Syzygium jambolanum, Ruta graveolens, Anacardium occidentale, Aloe vera
e Psidium guajava, de forma seca, onde, posteriormente, foi feito a infusdo para a
obtencao dos extratos aquosos. Apés a infusao, foi preparado o peso seco das plantas
para determinar a massa em microgramas, e, em seguida, o volume a ser utilizado

para a concentracdo de 100 yg/mL dos extratos.

4.2 Farmacos e Reagentes

Os farmacos padréos utilizado neste trabalho; pentamidina, antimoniato de
meglumina (Sigma®) e Miltefosina (Sigma®) como os reagentes que se seguem,
Meio Schneider, Soro Fetal Bovino (SFB) e Meio Dulbecco Modificado por Eagle
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - DMEM). Os extratos a serem testados e as
farmécos padrbes foram preparadas empregando DMSO 0,1% (Sigma) como veiculo,

assim como o veiculo.

4.3 Manutencado de macrofagos

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura em 5
ml de meio RPMI com SFB, onde as células foram contadas, ajustadas em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB na concentragéo de 1 x 105 células/mL e 200 yL
dessa suspenséo foi distribuida em placa de 96 pocos (Nunc, Denmark) ou 1 x 105

células /poco de placa de 24 po¢os com laminulas.
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4.4 Determinacgéo daviabilidade celular

Macroéfagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em triplicatas em placas de
96 pocos, na concentracao de 1,5 x 10X5 células/poco e incubadas em estufa a 37
°C com atmosfera umida contendo 7% de CO2 por 1 hora, para adesdo dos
macréfagos ao plastico. Em seguida, os pocos foram lavados para remoc¢do das
células ndo aderentes e acrescentadas as diferentes concentracdes das substancias
gue foram testadas. Os pocos controles foram células cultivadas somente com meio
de cultura e 10% de SFB (Roche) ou células cultivadas na presenca do diluente das
substancias (DMSO, Sigma). A viabilidade celular foi determinada atravez do ensaio
de reducdo de MTT (MOSMANN et al.,, 1993). A viabilidade celular das culturas
tratadas com as substancias foi comparada ao padrédo de morte obtido nas culturas

controle.

Figura 8 —Illustracdo do ensaio de reducao do MTT
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Fonte: AUTOR, 2019

4.5 Avaliacao dacarga parasitariain vitro

Os macrofagos cultivados em placas de 24 pocos foram infectados com formas
promastigotas na fase estacionaria de crescimento, numa proporcéo de 10 parasitos
: 1 macrofago. A placa foi incubada por 4 horas em estufa de a 37 °C com atmosfera
umida contendo 5% de CO2. Depois de 6 horas de infeccdo de L. Chagasi e 4 horas
de infecgdo para L. amazonensis, onde os macrofagos foram “lavados” com solugéo

Hanks’ semsoro, para remog¢ao dos parasitos nao interiorizados.
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Os macréfagos foram cultivados com RPMI suplementado com 10% de SFB, na
presenca ou nao de diferentes concentragcdes do(s) composto(s) e foram mantidas em
estufa a 37 °C com atmosfera umida contendo 7% de CO2 por 2 dias. Apds o segundo
dia de cultura, os pocos contendo os macrofagos infectados foram lavados com
Hanks’ sem soro, as células foram fixadas as laminulas com metanol e em seguida
coradas com Giemsa e May-Grinwald e montadas sobre laminas. A avaliagdo do
namero de macrofagos infectados e 0 nimero de amastigotas em 100 macréfagos
foi feita com auxilio de microscopio 6tico com objetiva de 100X (imerséao) (NUNES et
al., 2005). Este ensaio foi realizado para determinacéo da atividade leishmanicida de
diversas espécies do género Leishmania, para determinacdo da seletividade para

espécies dermotropicas e viscerotropicas.

Figura 9 — llustracdo do ensaio de viabilidade sobre formas amastigotas.
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4.6 Dosagem do 6xido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados e cultivados na
presenca do(s) composto(s) (ou ndo) foram coletados e mantidos a - 20 °C até o
momento da utilizagdo. A producdo de éxido nitrico (NO) foi avaliada indiretamente
pela medida da producdo de nitrito (NO2 ) no sobrenadante das culturas. A
concentracdo de nitrito foi determinada através de reacéo colorimétrica de Griess. 50
Ml do reagente de Griess foram adicionados a 50 ul do sobrenadante e apds 10 min.
a TA a absorvéncia foi determinada (filtro de 540nm) em leitor de microplaca.



Figura 10. llustracdo do ensaio de dosagem do 6xido nitrico
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4.6 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média, Os
niveis de significAncia entre 0s grupos experimentais e o controle foram
avaliados por Analise de Variancia (One-Way ANOVA) seguida pelo teste
post-hoc de Dunnett no programa GraphPad Prisma® 5.01 e os valores foram
considerados significantes quando *p < 0,05, **p < 0,01 e **p < 0,001 em

relacdo ao diluentedas substancias DMSO 0,01%.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi feito a determinacdo da citotoxicidade das plantas
medicinais; Schinus terebinthifolius, Phyllanthus niruri, Mentha piperita, Matricaria
racutita, Maytenus ilicifolia, Syzygium jambolanum, Ruta graveolens, Anacardium

occidentale, Aloe vera e Psidium guajava disponiveis na lista RENISUS, utilizando
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células de macroéfagos da linhagem J744.A1, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Efeito citotdxico das espécies vegetais presentes na lista do RENISUS,
pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina em macréfagos da linhagem

J774.Al.
Substancia Clso 2 Efeito Maximo (%)P
Pentamidina 35,5 +3,4uM 78,4+ 3,7 ***

Antimoniato de meglumina >300 uM NA
Miltefosina >100 uM NA
Schinus terebinthifolius >100 pg/mL NA
Phyllanthus niruri >100 ug/mL NA
Mentha piperita >100 ug/mL NA
Matricaria recutita >100 pg/mL NA
Maytenus ilicifolia >100 ug/mL NA
Syzygium jambolanum >100 ug/mL NA
Ruta graveolens- >100 ug/mL NA
Psidium guajava >100 ug/mL NA
Anacardium occidentale >100 pg/mL NA
Aloe vera >100 ug/mL NA

2 Concentracao Inibitéria de 50%calculada através de curvas concentracdo-resposta ; ® média do efeito
maximo = erro padraoem 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%; N4 substancia ndo apresenta atividade significativa em relagdo ao grupo DMSO 0,1%.

A partir da Tabela 1, é possivel observar que nenhuma das solucdes

extrativas aquosas das plantas até a concentragdo maxima testada de 100 pg/mL

nado apresentou efeito a célula hospedeira. A pentamidina apresentou o Clsg de 35,5

+ 3,4 uM tendo seu efeito maximo de 78,4 £ 3,7 %. Os demais farmacos padrbes

nao
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apresentaram citotoxicidade até a concentracdo maxima testada de 300 yM para o
antimoniato de meglubina e de >100 pM para miltefosina.

Arndbio et al. (2012) avaliaram o a inducéo da atividade citotoxica do extrato
aguoso de Schinus Terebinthifolius (aroeira), onde foi constatado também que néo
houve efeito inibitério sobre o crescimento celular de diferentes concentracdes do
extrato, onde foi observada coloracao purpura em todos 0s pocos, indicando a mesma
viabilidade celular apresentada.

Em um estudo realizado por PINMAI et al., (2011), testou a citotoxicidade de
extrato da erva Phyllanthus niruri (Quebra-pedra) também nao foi encontrado atividade
significativa, validando a seguranca in vitro para os extratos metandlico e aquoso.

Num estudo prospectivo, LEE et al., (2013), observou que os extratos de folhas
de Psidium guajava (goiabeira) relatou ndo mostrar citotoxicidade para os macrofago
normais saudaveis, assim como DA SILVA OLIVEIRA et al., (2016) para os extratos
de Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) que ndo conseguiram encontrar atividade
citotoxica para os macroéfagos.

Dados obtidos por SOUZA et al., (2017) revelam que o extrato aguoso de
Anacardium occidentale (cajueiro) ndo apresentou citotoxidade até sua maxima
concentracdo testada de (100ug/mL), AGUILA et al., (2015) ja haviam demostrado
gue o extrato de Ruta graveolens (arruda) , ndo tinha acao deletéria em macroéfagos.
Na tentativa de avaliar o pontencial leishmanicida de Myrciaria dubia
(Myrtaceae), mesma familia pertecente a Syzygium jambolanum (jabol&o), foi
observado também que a ndo ocorreu atividade citotoxicas para célula hospedeira
(DE SENA CORREIA et al., 2016).

Segundo RAHAYU et al., (2018), a combinacédo de quitosana com diferentes
extrato etanolico de Aloe vera (babosa) extraido com etanol néo foi citotoxica para a
cultura de células de fibroplastos em ensaios de MTT,tento em vista que essa espécie
apresenta saponinas que € responsavel pela sua toxicidade para 0s monocitos
(MINJARES-FUENTES, 2019).

No estudo de feito por KALA, (2014) avaliou as propriedades farmacolégicas e
efeitos citotoxicos de extratos da mesma familia pertencente a Matricaria recutita
(camomila) por ensaio MTT, onde demostrou que sua concentragao de 100ug/ml foi

calculada como uma dose néo tdxica para o macrofago.
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Essas analises srgerem que as espécies vegetais utilizadas nesse trabalho ndo
induz a citotoxicidade de celulas do sistema imunolégico humano, portanto é
possivel observar que estes estudos atravez dos extratos de plantas ja possuem
relatos na literatura, apresentando relacbes de seus resultados, condizendo com o
experimento, corroborando para o estudo.

Com o intuito de verificar uma possivel atividade leishmanicida das amostras
das plantas medicinais testadas, foi calculada a concentracao inibitoria 50% (Clso), 0
efeito maximo e o indice de seletividade das espécies de plantas, assim como dos
farmacos padrbes pentamidina, antimoniato de meglumina (Glucantime®) e

miltefosina, contra a forma amastigotas de L. chagasi (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito leishmanicida das espécies vegetais presentes na lista do
RENISUS, 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 >300 uM 41,5 +2,6*** -
meglumina
Miltefosina 13,8+1,7 uM 72,4 £0,7 *** >7,2
Schinus >100 pg/mL NA -

terebinthifolius

Phyllanthus niruri >100 ug/mL NA -
Mentha piperita >100 ug/mL NA -
Matricaria recutita >100 pg/mL NA -
Maytenus ilicifolia >100 ug/mL NA -
Syzygium >100 pg/mL NA -

jambolanum
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Ruta graveolens >100 pug/mL NA -
Psidium guajava >100 pug/mL NA -
Anacardium >100 pg/mL NA -
occidentale
Aloe vera >100 pg/m NA -

2 Concentrag&o Inibitéria de 50% calculada através 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 relacéo ao grupo

DMSO 0,1%; NA substancia ndo apresenta atividade significativa em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; ©

indice de seletividade para amastigotas L. chagasi em relacdo a macréfagos da linhagem J774.A1.

Esses resultados evidenciaram que nenhuma das plantas testadas
apresentaram efeito leishmanicida com a concentragdo maxima utilizada (100 pg/mL),
ao contrario dos farmacos-padrfes utilizados miltefosina (Clso igual a 13,8 pM) e
pentamidina (Clso igual a 65,1 uM). O antimoniato de meglumina apresentou uma Clso
de 300 pM.

Machado et al. (2018) alega, que extratos aquosos e hidroetanolicos das
folhas de Psidium guajava (goiabeira), quanto ao efeito antiparasitario e potencial
citotéxico em trés concentragdes (250, 500 e 1000 ug/mL) contra promastigotas de
L.chagasi , inibindo seu crescimento por 37,16%, utilizando uma concentracdo maior
de (1000 ug/mL), ou seja, dez vezes maior que a realizada nesse estudo, revelando
sua baixa atividade em formas extracelulares do parasito.

Em outra avaliagédo in vitro de plantas medicinais tradicionais do Suriname (pais
da America do sul) por seu possivel potencial anti-leishmanial, (MANS, D. R. A, et al.,
2016) demostrou que os extatos aguosos de Anacardium occidentale (cajueiro
) e Aloe vera (babosa) também nado apresentaram atividade contra a forma amastigota
de L. chagasi, assim como nesse estudo.

Na maior parte das pesquisas encontradas a atividade leishmanicida de
extratos de plantas se associa a compostos pertencentes a diversos grupos quimicos
isolados, presentes no metabolismo secundario dos vegetais (DE ABREU, 2019).
Apesar do presente trabalho ndo ter observados atividade leishmanicida da aroeira,
Morais et al. (2014) relataram a atividade antiparasitaria in vitro de triterpenoides de

Tirucallane, que séo isolados em folhas de Schinus
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terebinthifolius (aroeira), e nove derivados semi-sintéticos desse composto, foram
investigados contra amastigosta L. chagasi, no qual quatro demonstraram seletividade
em relacdo aos amastigotas intracelulares de Leishmania, com valores de IC50 na
faixa entre 28 e 97 ug / mL.

Posteriormente, para a avaliagdo da atividade leishmanicida das amostras de
plantas contra a forma amastigotas de L. amazonensis, foi calculada a concentragéo
inibitéria 50% (Clso), 0 efeito maximo e o indice de seletividade das espécies de

plantas, assim como dos farmacos padrées pentamidina, antimoniato de meglumina

(Glucantime®) e miltefosina (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito leishmanicida das espécies vegetais presentes na lista do

RENISUS, pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina contra amastigotas

de Leishmania amazonensis.

Substancia Clso 2 Efeito Maximo indice de
(%)° seletividade®
Pentamidina 19,4 +0,4 uM 68,4 £ 4,4 *** 1,8
Antimoniato de 251,3+3,7 uM 66,9 + 1,4 *** >1,9
meglumina
Miltefosina 22,1 +1,8 uM 91,0 £0,4 *** >4.5
Schinus >100 pg/mL NA -
terebinthifolius
Phyllanthus niruri >100 ug/mL NA -
Mentha piperita >100 pg/mL NA -
Matricaria recutita >100 ug/mL NA -
Maytenus ilicifolia >100 ug/mL NA -
Syzygium >100 pg/mL NA -
jambolanum
Ruta graveolens >100 pg/mL NA -
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Psidium guajava >100 ug/mL NA -
Anacardium >100 pg/mL NA -
occidentale

Aloe vera >100 ug/m 40,4 £ 0,3 ** -

2 Concentracao Inibitéria de 50% calculada através de curvas concentracdo-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 rela¢gdo ao grupo
DMSO 0,1%; NA substancia ndo apresenta atividade significativa em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; ©
indice de seletividade para amastigotas L. amazonensis em relacdo a macréfagos da linhagem
J774.Al.

Para a determinagdo de uma possivel atividade leishmanicida com as
amostras também foi calculada a concentracao inibitoria 50% (Clsp), 0 efeito maximo
e o indice de seletividade quando comparado ao grupo de farmacos padrdes, desta
vez contra a forma amastigotas de L. amazonensis.

Os farmacos padrées com a miltefosina tiveram atividade igual a 68,4 + 4,4, a
pentamidina igual a 66,9 £ 1,4 e o antimoniato de meglumina apresentou ao maior
atividade contra o parasito de 91,0 + 0,4. De todas as espécies testadas, somente a
Aloe vera (babosa) apresentou efeito leishmanicida com a concentragdo maxima
utilizada (100 pg/mL), induzindo um efeito maximo de 40,4 + 0,3%, onde nao foi
possivel calcular o indice de seletividade para os parasitos quando comparado aos
macrofagos.

Em uma investigacdo de atividade leishmanicida de plantas utilizadas na
medicina popular em areas endémicas do estado de Alagoas, incluindo o extratos
aguosos de Aloe vera (babosa), mostrou a diminuicao significativa do numero de
amastigotas de L. amazonensis em 10 pg/mL mostrando um efeito maximo contra o
parasito de 40,4%, onde € possivel evidenciar a concordancia dos resultados junto
com o presente trabalho (DE QUEIROZ et al., 2014).

Apesar de ndo observar resultados com o extrato de Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa), DOS SANTOS et al., (2013) descreve uma atividade leishmanicida
de dois triterpenos de quinonametida, maytenina e pristimerina, isolados de cascas
de raizes da planta contra L amazonenis e L. chagasi, onde exibiram uma atividade
leishmanicida in vitro acentuada contra promastigotas e amastigotas com valores de

concentracdo inibitoria de 50% (IC50) inferiores a 0,88 nM. Os dois compostos
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apresentaram atividade quando comparados aos controles positivos, amastigotas de
L. amazonensis (IC50 = 6,75 nM) e L. chagasi (IC50 = 4,0 nM).

Para a avaliar os niveis de concentracéo de nitritos de s6dio em sobrenadantes
de culturas de macréfagos infectados com L. chagasi. os efeitos da indu¢des de NO
pelas espécies utilizadas comparadas ao meio, DMSO (0,1%) e aos farmacos

padrbes (Figura 11).

Figura 11 - Efeito das espécies vegetais presentes na lista do RENISUS
pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina no aumento dos niveis de

nitrito em cultura de macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania chagasi.
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Fonte: Autor, 2020

Os macréfagos estdo presentes na resposta imune do hospedeiro a infeccao
de parasitos. De fato, essas células desempenham papéis prejudiciais no
reconhecimento de patdgenos, fagocitose do parasito e apresentacdo de antigenos,
levando a ativacdo adicional de respostas imunes adaptativas. Espécies oxidantes
como peroxido de hidrogénio (H202) e superoxido (O2-) sdo produzidas apos a
fagocitose do patégeno por essas células como parte de sua maquinaria para
responder a insultos prejudiciais (GLEESON,2016; KAUFMANN,2016; SALOMAO et
al., 2012)

Apds a obtencédo dos dados atravéz da andlise produzida, nota-se na Figura 11
gue das plantas estudadas, S. Jambolanum (jameldo), Anacardium occidentale

(cajueiro) e Aloe vera (babosa) induziram significantemente o aumento dos niveis de
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nitrito em cultura de macrofagos infectados com Leishmania chagasi, uma
concentracao de 100 ug/mL. Logo, prediz-se que ha maior liberacdo de 6xido nitrico

por essas plantas testadas.

A Figura 12 representa os niveis de nitrito nos sobrenadantes de culturas de
macroéfagos infectados com L amazonsensis, estimuladas com 100 pg/mL das
espécies vegetais. Ocorrendo diferencas significativa no aumento dos efeitos

inducdesde NO quando comparadas ao meio, DMSO (0,1%) e aos farmacos padrdes.

Figura 12. Efeito das espécies vegetais presentes na lista do RENISUS
pentamidina, antimoniato de meglumina e miltefosina no aumento dos niveis de
nitrito em cultura de macréfagos infectados com amastigotas de Leishmania

amazonensis.

O MEIO

&3 DMSO 0,1%

&8 Pentamidina 100 uM

## Miltefosina 100 uM
40 22 Antimoniato de meglumina 100 uM
&3 Schinus terebinthifolius 100ug/mL
Phyllanthus niruri 100ug/mL
Mentha peperita 100pg/mL
@A Matricaria racutita 100ug/mL
zA Maytenus ilicifolia 100ug/mL
Syzygium jambolanum 100ug/mL
Ruta graveolens 100ug/mL
m Anacardium occidentale100ug/mL
B8 Psidium guajava100ug/mL
&3 Aloe vera 100ug/mL

infectados com L.
amazonensis

Concentracgao de nitrito de
so6dio(puM) em sobrenadante
de cultura de macrofagos

%
%
g
%

Fonte: Autor, 2020

O tratamento dos macrofagos J774.A1 infectados com a forma amastigota de
L. amazonensis, gerou um aumento significativo de NO para a maioria das espécies
vegetais testadas, quando comparadas com os farmacos padrdes pentamidina,
antimoniato de meglumina e miltefosina, destacando Phyllanthus niruri, Mentha
piperita (menta), Matricaria recutita (camomila) e Maytenus ilicifolia (espinheira-santa)
Psidium guajava (goiabeira), Ruta graveolens (arruda) e Aloe vera (babosa).

ARRUDA et al, (2017), avaliou os efeitos do extrato de folhas de menta em
macrofagos peritoneais de murino cultivados estimulados ou ndo com
lipopolissacarideo in vitro, obtendo respostas moduladoras inflamatérias mediadas

por macréfagos, estimulando a via antioxidante nessas células (ARRUDA et al., 2017),
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Os estudos relacionados as espécies vegetais utilizadas nesse trabalho para
os efeitos de inducdo de NO em macrofagos infectados com amstigotas de L.
amazonensis € escasso, validando a importadncia do mesmo para os estudos e

desenvolvimentos de farmacos leishmanicida a parti de as plantas medicinias.



a7

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados adquiridos nesta pesquisa, conclui-se que nenhuma
das plantas medicinas analisadas apresentaram efeito deletério para a célula
hospedeira na concentragéo testada.

Além disso, a espécie vegetal Aloe vera apresentou atividade leishmanicida
contra amastigotas de L. amazinensis. Destacaram-se também Phyllanthus niruri,
Mentha piperita, Matricaria racutita Psidium guajava, Ruta graveolens e Aloe vera, as
quais aumentaram a producao de NO em macréfagos infectados com L. amazinensis.

Entretanto, nenhuma extrato testado foi ativa contra L. chagasi, apesar de
Anacardium occidentale e Aloe vera induzirem aumento de NO em cultura
de macrofagos infectados com L. chagasi.

Desta forma, é importante ressaltar a necessidade de se dar continuidade a
esses estudos, que auxiliam a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
leishimancida de origem natural para o Sistema Unico de Saude, viabilizando a

melhoria do paciente portador da leishmaniose.
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