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RESUMO

A leishmaniose é uma parasitose endémica em 102 paises e territorios, causada pelo protozoario
do género Leishmania e transmitida pelo flebotomineo. A doenca apresenta diferentes formas
clinicas, desde lesdes na pele até comprometimento sistémico. O arsenal terapéutico para o
tratamento é bastante limitado, devido a baixa seguranca e altos indices de resisténcia. Diante
da necessidade de desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas mais eficientes e seguros,
foi proposto neste trabalho investigar a atividade leishmanicida de solucGes extrativas aquosas
de 10 plantas medicinais mencionadas na lista da RENISUS. Para isto, foi avaliado o potencial
citotoxico das plantas através do ensaio de viabilidade celular, utilizando o MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), a atividade leishmanicida frente as formas
amastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi, a identificagéo da seletividade
dessas plantas e o efeito imunomodulador atraves da producéo de éxido nitrico. Os resultados
obtidos foram considerados significativos quando *p < 0.05, e expressos como média * erro
padrdo da média. Os niveis de significancia entre 0s grupos experimentais e controles positivos
ou negativos foram avaliados no software Prisma®, utilizando o Teste t Student ou ANOVA.
Os resultados do ensaio de viabilidade celular demonstraram que das 10 plantas medicinais
avaliadas, apenas Solanum paludosum induziu efeito citotdxico para a célula hospedeira, com
Cls031,7 £ 0,1 pg/mL, as demais nédo apresentaram efeito citotoxico até a méxima concentracéo
testada, 100 pg/mL. No ensaio antiamastigota, foram ativas contra amastigotas de L.
amazonensis as espécies Stryphnodendron adstringens (Clso >100 pg/mL e efeito maximo de
53,0 = 4,0%), Equisetum arvense (Clso 82,3 + 1,5 ug/mL e efeito maximo de 51,8 + 0,3%),
Chenopodium ambrosioides (Cls068,4 £ 1,9 ug/mL e efeito méximo de 60,6 + 1,3%) e Solanum
paludosum (Clsp 19,7 + 2,6 ug/mL e efeito maximo de 79,7 + 3,7%). Além disso, a planta
Solanum paludosum também apresentou atividade contra L. chagasi, com Clso 9,3 £ 0,9 ug/mL
e efeito maximo de 73,7 £ 3,8%. Quanto a produgdo de d6xido nitrico, as plantas Cynara
scolymus, Passiflora alata, Polygonum acre, Solanum paludosum e Copaifera langsdorffii
induziram o aumento nas culturas de células infectadas com L. amazonensis, as plantas
Equisetum arvense e Chenopodium ambrosioides induziram o aumento de 6xido nitrico nas
culturas de células infectadas com L. chagasi, e a planta Stryphnodrendon adstringens induziu
0 aumento de oxido nitrico nas culturas de ambas as espécies. Vale ressaltar que os resultados
obtidos até 0 momento, sustentam a continuidade dos estudos para uma investigacdo mais
detalhada acerca do mecanismo de acao desses produtos naturais.

Palavras-chave: Leishmanicida. Imunomodulador. Leishmania. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a endemic parasitosis that afflict 102 countries and territorie, it is caused by a
protozoan of the genus Leishmania and transmitted by the phelobotomine. The disease has
different clinical forms, from skin lesions to systemic involvement. The therapeutic arsenal for
the treatment of leishmaniasis is very limited, due to low security and the high resistance indices.
Faced with the need to develop new leishmanicidal drugs more efficient and safer, it was
proposed in this work to investigate the leishmanicidal activity of aqueous extractive solutions
of 10 medicinal plants mentioned in the RENISUS list. For that, the cytotoxic potential of the
plants was evaluated by cell viability assay using MTT (3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-
diphenyltetrazolium bromide), the leishmanicidal activity against the amastigote forms of
Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi, the identification of the selectivity of these
plants and the immunomodulatory effect through the production of nitric oxide. The results
obtained were considered significant when * p <0.05, and expressed as mean + standard error
of the mean. The significance levels between experimental groups and positive or negative
controls were evaluated in the Prisma® software, utlizying the analysis of variance ANOVA
and post test of Tukey. The results of the cell viability assay showed that of the 10 medicinal
plants evaluated, only Solanum paludosum induced a cytotoxic effect on the host cell, with
IC50 31.7 = 0.1 pg / mL, the others showed no cytotoxic effect up to the maximum
concentration tested, 100 pg / mL. In the antiamastigote test, were active against L. amazonensis
amastigotes the species Stryphnodendron astringens (IC50> 100 pg / mL and maximum effect
of 53.0 + 4.0%), Equisetum arvense (IC50 82.3 + 1.5 pg / mL and maximum effect of 51.8 £+
0.3%), Chenopodium ambrosioides (IC50 68.4 + 1.9 pg / mL and maximum effect of 60.6 +
1.3%) and Solanum paludosum (CI50 19.7 £ 2.6 ng / mL and maximum effect of 79.7 + 3.7%).
Besides that, the Solanum paludosum plant also showed activity against L. chagasi, with 1C50
9.3 +£0.9 pg/ mL and a maximum effect of 73.7 £ 3.8%. As for the production of nitric oxide,
the plants Cynara scolymus, Passiflora alata, Polygonum acre, Solanum paludosum and
Copaifera langsdorffii induced an increase in cultures of cells infected with L. amazonensis,
the plants Equisetum arvense and Chenopodium ambrosioides induced an increase in nitric
oxide in cultures of cells infected with L. chagasi, and the plant Stryphnodrendon induced the
increase of nitric oxide in the cultures of both species. It is worth mentioning that the results
obtained so far, support the continuity of studies for a more detailed investigation about the
mechanism of action of these natural products.

Keywords: Leishmanicide. Immunomodulator. Leishmania. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

Os ltimos 50 anos foram marcados por diversas mudancas sociais, principalmente em
relacdo ao rapido crescimento populacional, ao avanco da urbanizacdo e diminuicdo da
fecundidade, isto determinou alteracGes significativas nos padrées de morbimortalidade em
todo o mundo (ROBERTS, 2011). Logo, a medida em que o desenvolvimento econdmico e o
acesso a melhores condicdes de vida foram ampliados, instaurou-se uma percepcao otimista das
doencas infecciosas, fazendo com que este grupo de doengas perdesse sua significancia na
salde publica (FAUCI, 2005).

No entanto, a infraestrutura de paises em baixo e médio desenvolvimento, tornou-se
insuficiente para responder as demandas de saneamento, educacdo e salde dessas populacgdes,
resultando no aumento consideravel da reemergéncia de algumas doencgas, como as
leishmanioses (MOORE et al., 2003; FAUCI; MORENS, 2012; WALDMAN; SATO, 2016).

Além de infecciosa e parasitaria, a leishmaniose é considerada pela Organizacao
Mundial da Satde (OMS) uma doenca tropical negligenciada, associada a situacdo de pobreza,
as precarias condicdes de vida e as iniquidades em saude (OMS, 2012). Segundo o Ministério
da Saude (2017), as doencas negligenciadas ndo sdo atrativas para o desenvolvimento de novos
farmacos, por atingirem, principalmente, populacdes deixadas para trds pelo progresso
socioecondmico provenientes de paises em desenvolvimento.

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae, do
género Leishmania. Atualmente, sdo conhecidas mais de 20 espécies de Leishmania e sdo
transmitidas através da picada de flebotomineos infectados. As leishmanioses sdo divididas em
trés tipos principais: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose
mucocutanea (LMC) (WHO, 2017).

No ano de 2019 a leishmaniose passou a ser endémica em 102 paises e territorios,
causando a morte de 20 a 30 mil pessoas por ano. Cerca de 310 milhdes de pessoas vivem em
areas de alto risco de infeccdo das leishmanioses, e, € uma doenca classificada pela OMS como
uma das cinco maiores doencas parasitarias do mundo (ALVAR et al, 2012; WHO, 2017; OPAS,
2019).

Apesar de ndo serem totalmente elucidados, alguns fatores parecem influenciar a
variabilidade clinica da leishmaniose; a cepa e espécie envolvida na infeccdo, a resposta
imunolégica do hospedeiro mamifero e as variacfes genéticas de ambos, hospedeiro e parasito,
sdo importantes neste contexto (KAYE; SCOTT, 2011).
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Dos trés tipos principais, a LC é a forma mais comum da doenca. E caracterizada por
Ulceras nas partes expostas do corpo, como rosto, bragos e pernas. Na LMC, as lesdes levam a
destruicdo parcial ou total das mucosas do nariz, boca, garganta e tecidos circundantes. A LV,
também conhecida como calazar, caracteriza-se por febre irregular, caquexia,
hepatoesplenomegalia e anemia. A taxa de mortalidade nos paises em desenvolvimento pode
chegar a 100% em 2 anos, se ndo tratada (WHO, 2017).

Apesar de primariamente rurais, as leishmanioses encontram-se em expansao atingindo
grandes areas urbanas. Os contratempos no controle de reservatdrios e vetores, a improficuidade
dos tratamentos devido ao desenvolvimento de cepas de Leishmania spp. resistentes e a
inexisténcia de vacinas humanas sdo fatores que contribuem para a expansdo da doenca
(QUINNELL; COURTENAYL, 2009; SAMPAIO et al., 2010).

Além disso, a terapia medicamentosa deve ser escolhida criteriosamente, pois 0 combate
aos parasitos leva em consideragdo a espécie de Leishmania envolvida, como também a forma
clinica da doenca, as caracteristicas das lesdes e o sistema imunolégico do individuo (STEBUT,
2015).

Desde a década de 50 os farmacos de primeira escolha para o tratamento sdo os
antimoniais pentavalentes (Pentostam® e Glucantime®), administrados por via parenteral. J& a
segunda linha de tratamento das leishmanioses € constituida por anfotericina B (convencional
ou lipossomal), pentamidina e miltefosina, sendo este tltimo o Unico farmaco administrado por
via oral (ALVAR et al, 2006; AMEEN, 2010; VAN-GRIENSVEN, 2012; CHAVEZ-
FUMAGALLI, 2015).

Além desses, a paromomicina tem mostrado utilidade clinica no tratamento da LC,
tendo como uma das principais vantagens o seu baixo custo, cerca de 10 ddlares por paciente
(DAVIS; KEDZIERSKI, 2005; SUNDAR; RAI, 2005; MISHRA et al., 2009; BASTOS et al.,
2016).

Entretanto, devido as limitacdes destes medicamentos no que se refere a baixa seguranca
e eficécia, altas taxas de toxicidade e custo, surge a necessidade de desenvolver novos agentes
leishmanicidas mais eficazes, de alto indice terapétucio, facil administracdo, seletivos e aptos
para promover ativagdo do sistema imune adequadamente, como forma de defesa aos parasitos
(ALVAR et al., 2006; AMEEN, 2010; VAN-GRIENSVEN, 2012; FREITAS-JUNIOR et al.,
2012; BASTOS, et al., 2012).

Neste estudo, foram avaliadas 10 plantas medicinais de interesse ao Sistema Unico de
Salde (SUS) quanto a possivel atividade leishmanicida. A analise das plantas envolveu ensaios

in vitro. Inicialmente o potencial citotoxico sobre macrofagos fora determinado e
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posteriormente a atividade leishmanicida das plantas sobre as espécies Leishamania
amazonensis e Leishmania chagasi, além da avaliagdo do efeito das plantas no aumento da

concentracdo de nitritos em culturas de células infectadas com L. amazonensis e L. chagasi.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia

A leishmaniose € uma doenga que afeta 0s cinco continentes. Cerca de 200 paises e
territorios que reportaram a OMS em 2017, 97 destes, foram endémicos para leishmaniose, com
prevaléncia de 12 milhdes de casos e incidéncia anual de 2 milhdes de novos casos. Nos quais,
65 paises foram endémicos tanto para a LC como para LV, 10 paises endémicos somente para
LV e 22 paises endémicos apenas para LC. Neste mesmo ano, 20.792 novos casos foram
notificados & OMS, nos quais 94% ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia,
Somalia, Sud&o do Sul e Sudao. (WHO, 2017).

Segundo a Organizacdo Panamericana de Saude (2019) a leishmaniose passou a ser
endémica em 102 paises e territdrios, causando a morte de 20 a 30 mil pessoas por ano. Registra-
se que 90% dos casos de LV no mundo estdo concentrados no Brasil, india, Suddo do Sul,
Etiopia e Quénia. Quanto a distribuicdo da LC, 95% dos novos casos ocorrem nas Américas,
no Mediterraneo, Asia Central e Oriente Médio.

Cerca de 310 milhdes de pessoas vivem em areas de alto risco de infecgdo das
leishmanioses, €, é uma doenca classificada pela OMS como uma das cinco maiores doencas
parasitarias do mundo (ALVAR et al, 2012; WHO, 2017). Desta forma, o status de
endemicidade caracterizando a distribui¢cdo mundial da LV e LC estdo demonstrados nas figuras

1 e 2, respectivamente.

Figura 1 — Status de endemicidade da leishmaniose visceral no mundo, 2018

Countries reporting ‘\{. - Number of new VL cases reported, 2018

imported VL cases
Y000
Uganda- 64 -1 000
Ethicpia - 49 United Kingdom - 2 B s00 - 999
Brazll - 6 Colombéa - 1
Greece - 2 Jordan - 1 B 100 - 499 | No autochtonous cases reported
Teady - 2 Lithuans - 1 ot
<10 No dat
Nepal - 2 Portugal - 1 100 4 b
Sweden - 2 Saudi Arabia - 1 B o Not applicable

Fonte: WHO, 2018
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Figura 2 — Status de endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo, 2018

Numbar of new CL cnsne regurted 1018

e
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..... \ [ Nevbelents Porwerm - | !

Fonte: WHO, 2018

Acredita-se que os dados epidemioldgicos ndo traduzem a real situacdo dos casos
existentes das leishmanioses no mundo, isto, deve-se a falhas na notificagdo compulsoria, além
de diagnosticos erroneos e afeccdes inaparentes (MAIA-ELKHOURY et al., 2007; NEGRAO;
FERREIRA, 2014).

Nas Américas, as leishmanioses sdo descritas em 18 paises, sendo a LC a forma mais
comumente encontrada. No ano de 2016, os paises Brasil, Peru e Colébmbia foram responsaveis
por 15% de todos os casos do mundo de LC. No periodo de 2001 a 2017 foram reportados
940.396 novos casos de LC e LMC por 17 dos 18 paises endémicos das Américas (OMS, 2018;
OPAS, 2019).

Em 2018, foram confirmados 17.119 casos da forma tegumentar da leishmaniose no
Brasil, onde 94,8% dos casos corresponderam a forma cléassica da LC e 5,1% corresponderam
a LMC. Quando analisados os dados de cada regido brasileira, observa-se que na regido Norte
predomina-se 0 nimero de casos confirmados de LC (8.089), seguida pelas regides Nordeste
(4.222), Centro-Oeste (2.383), Sudeste (2.098) e Sul (237), além disso, 90 casos confirmados
tiveram as regides ignoradas. Da regido Norte, os maiores nimeros de casos confirmados de
LC estdo localizados nos estados Para, Amazonas, Rondonia e Acre, e juntos correspondem a
quase 40% dos casos do Brasil (BRASIL, 2018).

Quanto aos casos confirmados de LV no Brasil em 2018, observa-se um total de 3.376
casos, no entanto, o perfil de distribuicdo nas regides brasileiras difere do perfil visto na LC.

Na LV, a regido que abrange o maior numero de casos confirmados é a regido Nordeste, com
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1.927 casos, seguida das regides Norte, com 761 casos, Sudeste correspondendo a 507 casos,
Centro-Oeste com 171, Sul com apenas 09 casos confirmados de LV e 1 caso teve a regido
ignorada (BRASIL, 2018).

Os pacientes que possuem LV e coinfeccdo com HIV triplicam as chances de morte em
relagdo a populagdo em geral, podendo alcangar a taxa de letalidade de 25% nos individuos
coinfectados. No Brasil, do nimero total de casos confirmados de LV em 2018, 282 individuos
possuem coinfeccdo LV/HIV (SOUZA-GOMES; ROMERO; WERNECK, 2017 BRASIL,
2018).

Foram notificados em 2018 no estado de Alagoas, 105 casos confirmados de LV e 31
casos de LC. Dos 105 casos confirmados de LV no estado, 65 pacientes foram internados e 9
foram a obito. Dos 31 casos de LC, 28 individuos apresentavam a forma classica da LC e 3
destes apresentavam LMC (BRASIL, 2018).

2.2 Vetores

A transmissdo da leishmaniose se da através do repasto sanguineo do flebotomineo
(Figura 3), pertencente a classe Insecta, ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae que alguns autores elevam a categoria de familia (Phebotomidae) (GALATI;
2003; ANDRADE; SHIMABUKURO; GALATI, 2013). No Brasil, os flebotomineos séo
popularmente conhecidos como mosquito palha, cangalinha, birigui e outros, a depender da
regido (COSTA, 2011).

Em 1786, na Italia, Scopoli descreveu pela primeira vez o flebotomineo, quando
reportou a espécie Bibio papatasi, que mais tarde teve sua nomenclatura trocada para
Phlebotomus papatasi (PIRAJA; LUCHEIS, 2014). A subfamilia Phlebotominae possui cinco
géneros distintos, sendo as espécies do género Phlebotomus as transmissoras da leishmaniose
no continente europeu, asiatico e africano (GRAMICCIA; GRADONI, 2005), enquanto 0s
vetores das leishmanioses nas Américas pertencem ao género Lutzomyia (GONTHO;
CARVALHO, 2003.).

Cerca de 927 espécies de flebotomineos sdo conhecidos no mundo, nas quais 260 delas
ocorrem no Brasil (SHIMABUKURO; GALATI, 2011; DE ANDRADE; GURGEL-
GONCALVES, 2015). A maioria das espécies de flebotomineos possuem habitos crepuscular
e noturno, e permanecem em lugares protegidos durante o dia, como nas copas ou nas bases das

arvores, no chdo entre as folhas secas caidas, em frestas de rochas, dentro de cavernas, dentro
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de tocas de animais e outros (CASANOVA et al. 2013, SILVA et al. 2014, CAMPOS et al.
2016).

Fatores como a temperatura, chuva e umidade parecem estar relacionados ao maior
aparecimento dos flebotomineos. Apresentam em alguns lugares varia¢do sazonal, onde estes
fatores favorecem o aumento da densidade de flebotomineos no periodo chuvoso (DIAS-LIMA
et al., 2003; MACEDO et al., 2008).

Os flebotomineos possuem apenas 2 a 4 mm de comprimento, e, para que 0s évulos das
fémeas se desenvolvam e sejam infectados pelos parasitos de Leishmania, é necessario a
realizacdo do repasto sanguineo em mamiferos infectados. O parasito demora cerca de 4 a 25
dias para se desenvolver dentro do vetor (DIAS, 2011; RODRIGUES et al., 2019)

Figura 3 — Flebotomineo

Fonte: WHO, 2017

2.3 Agentes etiol6gicos

O género Leishmania é dividido em dois subgéneros, Leishmania e Viannia (WHO,
2017). No velho mundo, as espécies presentes pertencem ao subgénero Leishmania, ja no novo
mundo as espécies encontradas sao referentes a ambos o0s subgéneros, Leishmania e Viannia

como demonstrado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Taxonomia do género Leishmania

Subgénero L. (Leishmania) | L. (Leishmania) | L. (Viannia) L. (Viannia)
Velho Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killickit
L. aethiopica
L. infantum
Novo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. | L. braziliensis
L. mexicana guyanensis L. panamensis
L. pifanoit L. panamensis
L. venezuelensis | L. shawi
L. garnhami* L. naiffi
L. amazonensis | L. lainsoni
L. lindenbergi L.
peruviana
L. colombiensis?
Principal Viscerotropico | Dermotropico Dermotrdpico Mucotrépico
tropismo

Fonte: WHO TRS 949, 2010

1 Status da espécie esta em discussao
2 Posicdo taxondmica esta em discussao

Os parasitos de Leishmania apresentam pleomorfismo, alterando sua forma entre
hospedeiros invertebrado e vertebrado. No hospedeiro vertebrado, a forma encontrada é a
amastigota (Figura 4A), um parasito intracelular obrigatério de aproximadamente 3 a 7 um de
comprimento, sem flagelo livre que se mantém na bolsa flagelar, nicleo grande e cinetoplasto
pequeno em forma de bastonete. No trato digestivo do flebotomineo sdo encontradas as formas
flageladas do parasito, as promastigotas (Figura 4B), que medem aproximadamente 10 a 20 um
de comprimento, no qual o flagelo emerge a partir da bolsa flagelar, possibilitando a motilidade
das mesmas (ANTINARELLI, 2013; CARLSEN et al., 2015).

Ambas as formas evolutivas apresentam moléculas de superficie cruciais para
determinar a viruléncia, infecciosidade, sobrevida e patogénese. As promastigotas exibem um
complexo lipofosfoglicano (LPG) e a molécula GP63 na superficie, que garantem resisténcia a
lise do sistema complemento (KAYE; SCOTT, 2011)
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Figura 4 - Forma evolutiva intracelular: amastigotas (A) e promastigotas (B) de

Leishmania spp

o
-
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Fonte: AUTORA, 2019

2.4 Ciclo bioldgico

Enquanto é realizado o repasto sanguineo, as fémeas dos flebotomineos infectados
regurgitam as formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado. Em um periodo de
4 a 8 horas, as promastigotas sdo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitéario
(SMF), em especial, os macrofagos teciduais; por interacdo através de receptores a entrada dos
parasitos nas células € facilitada. Esta fase marca o inicio do ciclo intracelular dos parasitos,
nos quais permanecem envoltos em vacuolo fagocitario, o fagossomo, que se funde aos
lisossomos dando origem ao fagolisossomo. Posteriormente, as formas promastigotas se
diferenciam em amastigotas e por divisdo binaria se multiplicam, até que a membrana do
macrofago se rompa e o parasito passa a infectar outras células, por mecanismos semelhantes
(IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007; TEIXEIRA, 2013; KAYE; SCOTT, 2011).

A infeccdo do inseto acontece quando o repasto sanguineo é realizado em hospedeiros
vertebrados infectados, devido a ingestdo de sangue contendo macrofagos parasitados por
amastigotas de Leishmania. No estdmago do inseto, os macréfagos se rompem e liberam as
amastigotas que se diferenciam em formas promastigotas distintas (prociclica, nectomona,
haptomona, leptomona e metaciclica). Para tornarem-se metaciclicas infectantes, as
promastigotas migram para a parte anterior do tudo digestivo do inseto, até que um novo repasto
sanguineo seja realizado e as promastigotas sejam regurgitadas infectando o hospedeiro
vertebrado e recomecando o ciclo biolégico do parasito (Figura 5) (IKEDA-GARCIA;
MARCONDES, 2007; TEIXEIRA, 2013; AFONSO, 2013; SILVA, 2017).
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Figura 5 — Ciclo biol6gico da leishmaniose
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2.4 Reposta imunolodgica

As primeiras horas p6s infeccdo sdo cruciais para determinar a sobrevida dos parasitos.
Estes se beneficiam das propriedades da saliva do flebotomineo para garantir a sobrevivéncia
até que internalizem os macréfagos. A saliva do vetor possui propriedade anticoagulante,
antiagregante plaquetaria, além de possuir neuropeptidios vasodilatadores que suprimem a
resposta imune do hospedeiro vertebrado, como o maxalidam (MORO; LERNER, 1997,
CHAGAS et al., 2014; ROSSI; FASEL, 2017).

Além de substancias vasodilatadoras, a substancia gelatinosa (PSG) regurgitada também
pelo inseto, parece exacerbar a infecgdo por recrutamento de macréfagos e estimulo a atividade
da arginase, que contribui para o aumento do catabolismo da L-arginina e a sintese de
poliaminas, cruciais para a multiplicacdo do parasito na celula hospedeira (ROGERS et al.,
2009, 2010).

Os parasitos infectantes apresentam uma série de modificacdes morfofisioldgicas que

interferem no aumento da viruléncia. Isto é dado pelo espessamento do glicocalice composto
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por LPG, além do aumento da concentracdo de gp63, resultando em parasitos resistentes
capazes de inativar o sistema complemento, criando um mecanismo de escape que possibilita a
entrada nas células hospedeiras (SACKS; SHER, 2002; KAYE; SCOTT, 2011).

As promastigotas de Leishmania sdo internalizadas pelos macréfagos atraves da
interacdo com receptores especificos da superficie da célula fagocitica, e, apos a fagocitose, as
promastigotas se diferenciam em amastigotas. Alguns receptores tanto para a fagocitose de
promastigotas como amastigotas ja foram descritos na literatura, como: receptor do tipo 3 do
complemento (CR3), receptor do tipo 1 do complemento (CR1), receptor de manose (MR),
receptor de fibronectina (FnR), receptor para porcéo Fc de IgG (FcyR) e outros (BLACKWELL
etal., 1985; WILSON; PEARSON 1988; UENO; WILSON 2012).

O sistema imune do humano desenvolve uma resposta imunolégica complexa para
defender-se da infeccdo causada por Leishmania, isto inclui a resposta imune inata e adaptativa.
Esta resposta desempenha papel crucial e definitiva, podendo culminar na cura ou na progressao
da doenca (DUTHIE et al., 2012).

Em estudos com camundongos, a linhagem BALB/c quando infectada com Leishmania
major apresenta doenca progressiva e visceralizante, mostrando-se susceptibilidade a infeccao
decorrente de uma resposta do tipo Th2. Entretanto, camundongos das linhagens C57BL/6,
C3H/Hel e CBA séo capazes de controlar a infecdo por L. major, demonstrando um perfil de
resisténcia associado a resposta do tipo Thl (SCOTT et al., 1988; SCOTT et al., 1989;
FONSECA et al., 2003).

Embora os estudos em modelo murino tenham sido importantes para o avan¢o do
conhecimento da imunopatologia das leishmanioses, em humanos, o padrdo Thl e Th2 ndo €
tdo bem distinguivel como em camundongos. No entanto, sabe-se que em todas as formas
clinicas da leishmaniose a resposta imunoldgica depende de células T, aceitando-se que, de fato,
exista diferenca entre os padrdes de resposta Thl e Th2, influenciando na resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo (REIS et al., 2006; BRELAZ et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013).

A resisténcia associada a resposta Th1 envolve um padrdo de citocinas especificas pro-
inflamatdrias, 1L-2, IL-12, TNF-a e IFN-y, sendo este ultimo capaz de ativar oS macréfagos e
estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), em especial o éxido nitrico (NO), como demonstrado na Figura 6 (STEBUT, 2007,
ROSSI; FASEL, 2017).

Diversas células s&o capazes de produzir NO atraves de NO sintases (NOS). Até o dado

momento sdo conhecidas trés isoenzimas, duas constitutivas (CNOS) e uma induzida (iNOS),
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sendo esta ultima induzida nos macrofagos e demais células por lipopolicarideos bacterianos
ou citocinas (STUEHR et al., 1991; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Uma vez que os macrofagos sdo ativados, uma série de eventos intracelulares sdo
desencadeados, como: sintese de enzimas de degradacdo que geram efeito toxico direto ao
parasito além de acidificar o meio, efeito oxidativo provocado pela atividade da enzima
NADPH oxidase, causando o0 aumento do consumo de oxigénio e a produgéo de NO dada pelo
INF-y, no qual contribui para o aumento da expressdo da iNOS nos macrofagos, capaz de
eliminar a Leishmania no ambiente intracelular (BABIOR, 2000; GORIELY et al., 2009; VAN
ASSCHE et al., 2011).

No entanto, a susceptibilidade a infeccdo relacionada a resposta Th2, secreta citocinas
do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B, aumentando a expressdo de arginases que competem
com a iNOS pela arginina e produz L-ornitina, um nutriente essencial para a sobrevivéncia do
parasito, e, a0 mesmo tempo, diminui a producdo de NO parasitotdxico, levando ao
agravamento do quadro infeccioso (STEBUT, 2007; ROSSI; FASEL, 2017).

N&o obstante, por via autbnoma, a citocina do tipo IL-10 inibe a producdo de NO;
guando os macréfagos fagocitam os parasitos opsonizados por IgG, ha o aumento da sintese de
IL-10, favorecendo ainda mais a multiplicacdo do parasito na célula (NOBEN-TRAUTH et al.,
2003).

Figura 6 — Mecanismo imunoldgico na leishmaniose
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Fonte: Adaptado de HERNANDEZ-RUIZ; BECKER, 2006; ALEXANDER et al., 2012

2.5 Quadro clinico e diagnostico

A grande maioria das pessoas infectadas por Leishmania sdo assintomaéticas e nao

desenvolvem sintoma algum durante a vida, porém, o termo leishmaniose esta ligado ao
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processo de adoecimento proveniente do desenvolvimento dessa infecgdo, envolvendo sinais e
sintomas caracteristicos de cada forma da doenca (WHO, 2017).

As leishmanioses possuem um amplo espectro de manifestacdes clinicas podendo
apresentar infeccdes assintomaticas, sintomaticas, formas graves e até desfigurantes. Estas
formas clinicas dependem da espécie do parasito e da susceptibilidade dos individuos, podendo
variar entre a forma tegumentar (LC localizada, LMC ou a forma difusa) e a forma visceral
(GRIMALDI; TESH, 1993; HASHIGUCHI et al., 2016).

A LC localizada (Figura 7) ¢ acompanhada de lesdes nas partes expostas do corpo, como
0s membros superiores, inferiores e rosto. A lesdo pode ser unica, multiplas ou disseminadas,
em formato arredondado, aspecto ulceroso, bordas bem delimitadas e elevadas, fundo granuloso
e geralmente ndo acompanha dor (MEDEIROS; RODRIGUEZ; ROSELINO, 1999; BRASIL,
2017; BRASIL, 2019; WHO, 2017).

A quantidade de lesdes depende do numero de picadas do flebotomineo ou da
disseminacdo da Leishmania em areas da pele adjacentes a picada. As lesbes parecem nao
apresentar um padrdo histopatologico, no entanto, pode ser observado um infiltrado
inflamatdrio contendo linfécitos e macréfagos na derme, além da presenca dos parasitos
(RIBEIRO, 2014; DO NASCIMENTO; 2019).

Figura 7 — Lesdo caracteristica da LC

Fonte: BRASIL, 2017; WHO, 2017

Quando ndo tratadas, as lesdes podem ser curadas espontaneamente em alguns meses
ou até anos, porém, depende da espécie causadora da infeccdo. As lesdes geralmente deixam
cicatrizes permanentes que podem causar sérios preconceitos sociais ao individuo (PEARSON;
SOUSA, 1996; REITHINGER et al., 2007)Além disso, 0s parasitos podem permanecer nas
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cicatrizes e nos linfonodos resultando na possibilidade de reativacdo da LC durante um quadro
de imunossupressédo (BOGDAN et al., 2012).

Caracteriza-se um quadro de LMC, quando ha disseminacéo do parasito para as mucosas.
Na LMC, as les6es podem levar a destruicdo parcial ou total da mucosa do nariz, boca, garganta
e tecidos adjacentes (Figura 8). Cerca de 3 a 5% das infec¢Bes cutdneas evoluem para a forma
mucocutanea da doencga. Quando as lesdes séo localizadas no nariz, o paciente pode apresentar
sangramentos, coriza e feridas; na garanta, as lesbes causam dor ao engolir, rouquidéo e tosse
(WHO, 2017; BRASIL, 2019).

Figura 8 — Comprometimento da mucosa na LMC

Fonte: BRASIL, 2017; WHO, 2017

Quando a LC evolui para um quadro onde ha auséncia na resposta celular especifica
para antigenos de Leishmania, a infecgdo evolui para leishmaniose cutanea difusa (LCD), um
espectro raro da leishmaniose, no qual a anergia celular estd estreitamente associada a
exacerbada proliferacdo parasitaria onde as lesdes multiplicam-se em nimero e expansao
(BRASIL, 2017).

No Brasil, a LCD é causada pela espécie L. amazonensis. Os parasitos crescem
desordenadamente em lesdes difusas na pele (Figura 9) e de modo geral o paciente ndo responde
ao tratamento, sendo dificil a remissdo clinica, tornando-se incuravel (BARRAL; BARRAL-
NETO, 2009; CASTELLUCCI et al., 2014; CHRISTENSEN et al., 2019).
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Figura 9 — Leishmaniose cutanea difusa

Fonte: BRASIL, 2017

O diagndstico da LC é bastante complexo, uma vez que diversas outras doengas podem
apresentar manifestaces clinicas semelhantes, sendo necessario realizar um diagnostico
diferencial. Além disso, os testes disponiveis atualmente ndo sdo considerados padrdo ouro,
devido a baixa precisdo. Diante disso, deve-se considerar a combinacdo de dados
epidemioldgicos, exames clinicos e laboratoriais para concluir o diagndstico de LC (GOMES
etal., 2014; BRASIL, 2017).

Quando ha uma suspeita diagndstica de LC obter dados epidemiolégicos é de grande
importancia, isto envolve relatos de viagens a areas endémicas ou com potencial risco, no
entanto, na auséncia desses dados o diagnostico ndo € excluido, devido a rapida expansdo
territorial urbana da doenca (FIELD et al., 2010; MAGALHAES; MOURA, 2015; BRASIL,
2017).

Apesar de ndo ser conclusivo, o exame clinico é bastante util pois ele definira os testes
de diagnostico laboratoriais complementares a serem realizados. Estes ndo sé confirmam os
achados clinicos, como também auxiliam na identificacdo da espécie causadora da infeccdo. Os
principais testes utilizados sdo: exames imunoldgicos, exames parasitoldgicos direto e indireto
e exames histopatologicos (GOMES et al., 2014; BRASIL, 2017).

O exame parasitolégico de demonstracéo direta do parasito pode ser realizado através
da escarificacdo do bordo da lesdo e bidpsia com impresséo do fragmento cutaneo por aposicao
ou puncdo aspirativa. O exame parasitolégico direto é considerado de primeira escolha,
principalmente pelo baixo custo da técnica. Ja a pesquisa indireta do parasito €é realizada através
do isolamento em cultivo in vitro. E um método de confirmacéo de identificagio da espécie de
Leishmania envolvida (BRASIL, 2017).
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Além disso, pode-se realizar ainda outras técnicas, como o isolamento in vivo do
parasito utilizando animais, reacdo em cadeia da polimerase que permite amplificar o DNA do
parasito encontrado na amostra e exames histopatologicos que identificam padrdes histologicos
das lesbes causadas por LC (BRASIL, 2017; CERUTTI et al., 2017).

A forma letal da leishmaniose € a LV (Figura 10), que possui um periodo de incubacéao
no homem de 10 a 24 meses. Trata-se de uma doenga de carater crdnico e sistémico, marcado
por febre irregular de longa duracdo, perda de peso, hepatoesplenomegalia, astenia, anemia,
leucopenia trombocitopenia e outros sintomas. Diante do quadro sintomatico apresentado, séo
considerados grupo de risco criangas menores de 6 meses, idosos, desnutridos ou pacientes que
apresentam comorbidades, como AIDS (BRASIL, 2006; DUARTE; BADARO, 2009; BRASIL,
2016).

Os parasitos migram da pele para os linfonodos, até alcancarem as visceras onde irdo
induzir infiltracdo focal ou difusa de macréfagos ndo parasitados, assim também de linfdcitos
e plasmacitos, causando alteracGes esplénicas, hepaticas, sanguineas, pulmonares e renais
(DUARTE; BADARO, 2009).

A hepatomegalia é significativa, uma vez que € possivel observar o padrdo nodular pela
presenca de agregados de células inflamatérias. As células de kupffer demonstram hipertrofia
e hiperplasia, com ou sem parasitos no citoplasma, além do infiltrado difuso de células
plasmaticas e linfocitos (DUARTE; BADARO, 2009; AGUIAR; RODRIGUES, 2017).

O achado mais frequente é a esplenomegalia, com hipertrofia e hiperplasia do sistema
reticuloendotelial, onde as células do SMF altamente infectadas formam grumos na polpa
vermelha. No entanto, a polpa branca é menos parasitada e ha reducao do numero de células T
dependentes, além da identificacdo de &reas infartadas (LAURENT], 2010).

Segundo Bispo (2015), uma das principais causas de letalidade da LV sdo complicacOes
respiratorias, como a broncopneumonia, responséavel por 66,7% dos 6bitos. E observado um
quadro histopatoldgico tipico de pneumonite intersticial, aumento do volume, congestéo e
consisténcia mais elastica sdo achados do exame macroscopico. O processo inflamatorio
intersticial € a causa da tosse persistente nos pacientes acometidos por LV (ALVARENGA et
al., 2010; LAURENT]I, 2010).

Alteracdes no tecido hemocitopoéticos sdo observadas na fase mais tardia da doenca,
com desregulacdo da hematopoiese, refletindo na reducdo da produgédo celular. A anemia
geralmente € normocitica e normocrémica, com contagem eritrocitaria extremamente reduzida.

Ha& neutropenia, resultante de reducdo da reserva medular, sequestro esplénico ou reacdes de
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autoimunidade, além da auséncia de eosinofilos e basofilos, caracterizando um quadro de
leucopenia na contagem diferencial de leucdcitos (LAURENTI, 2010; MOREIRA, 2012).

Figura 10 — Leishmaniose visceral

Fonte: WHO, 2013

Assim como na LC, na LV os critérios diagndsticos clinicos e epidemiologicos sdo
levados em consideracdo. Logo, se o0 paciente apresentar febre baixa e recorrente, envolvimento
linfatico, alteracfes nas linhagens sanguineas, hepatoesplenomegalia e caquexia, além do
historico epidemioldgico, suspeita-se de LV. No entanto, é necessario realizar testes
confirmatorios, uma vez que outras doencas podem apresentar quadro clinico semelhante
(ASSIS et al., 2008; DE SOUZA et al., 2012; BRASIL, 2014).

Os exames parasitolégicos de demonstracdo direta do parasito ou isolamento em cultura
sdo considerados padrdo ouro no diagndstico de LV. A visualiza¢do do parasito geralmente é
feita através de material de biopsia ou puncdo aspirativa. No entanto para evitar técnicas
invasivas, testes sorologicos e imunoldgicos apresentam-se como boas alternativas, uma vez
que na LV ha grande producdo de anticorpos. Os principais testes utilizados, sdo: método
ELISA, reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), reacéo de fixacdo do complemento (RFC)
e reste rapido imunocromatografico (WHO, 2010; DRUMOND; COSTA, 2011; DE SOUZA
etal., 2012; BRASIL, 2014).

2.6 Tratamento e profilaxia

O tratamento da leishmaniose foi inicialmente proposto por Gaspar de Oliveira Vianna,
em 1912, onde o médico brasileiro utilizou o antimonial trivalente tartaro emeético para tratar
LC, constituindo por muitos anos o Unico farmaco para o tratamento da doenca (VIANNA,;

1912). No entanto, devido a toxicidade atribuida ao tartaro emético, Brahmachari em 1925,
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desenvolveu o antimonial pentavalente que até entdo tem sido utilizado como primeira escolha
no tratamento da leishmaniose, devido a melhor eficicia e seguranca em relacdo ao tértaro
emético (BRAHMACHARI, 1928).

H& décadas o tratamento das leishmanioses baseia-se no uso de antimonais
pentavalentes, antimoniato de meglumina, anfotericina B e pentamidina, entretanto, estas
drogas sdo toxicas e podem causas efeitos adversos graves. Além disso, a falta de acesso a estes
medicamentos constitui um fator importante para o aumento da letalidade, principalmente em
paises endémicos em que o sistema de salde é ineficiente, isto deve-se ao fato dos
medicamentos serem relativamente caros, e, portanto, inacessiveis a populacdo mais pobre,
além do fornecimento muitas vezes ser incontinuo, causando ruptura do estoque em paises
endémicos (ALVAR et al., 2006; AMEEN, 2010; WHO, 2010 ).

Embora ainda sejam utilizados na clinica médica, as limitagdes associadas aos farmacos
leishmanicidas sugerem o desenvolvimento de novos farmacos mais seguros, mais eficazes, de
facil administracdo e acessiveis, sanando as dificuldades encontradas no tratamento atual da
leishmaniose (ALVAR et al., 2006; AMEEN, 2010; VAN-GRIENSVEN, 2012; FREITAS-
JUNIOR et al., 2012; BASTOS, et al., 2012).

Medidas profilaticas podem ser adotadas para evitar o risco de transmissdo da
leishmaniose, incluindo o uso de repelentes, mosqueteiros, telas em portas e janelas em
ambientes onde os flebotomineos podem ser encontrados. Além disso, deve-se fazer a limpeza
de quintais e terrenos, poda de arvores e descarte correto de lixo organico para evitar as
condicdes favoraveis ao desenvolvimento dos vetores. Entretanto, de forma isolada, essas
medidas tornam-se inGteis devido a inefetividade que apresentam na diminuicdo da incidéncia
da doenca (SALDANA et al., 2016; BRASIL, 2017).

Diante disso, uma vacina seria uma ferramenta bastante Gtil como medida preventiva
para leishmaniose, uma vez que geram imunidade protetora através de antigenos e adjuvantes
imunolégicos, no entanto, ainda ndo existe nenhuma vacina antileishmanial disponivel para
seres humanos, apenas para 0s caes, porem, ndo possuem boa eficacia (DO NASCIMENTO et
al., 2018).

2.6.1 Antimoniais pentavalentes
Os farmacos antimoniais pentavalentes, estibogluconato de sodio (Pentostan) e

antimoniato de meglumina (Glucantime), séo as principais drogas utilizadas no tratamento das

leishamanioses, sendo somente este Gltimo comercializado no Brasil e distribuido gratuitamente
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pela rede publica. Estes farmacos séo utilizados para o tratamento de todas as formas clinicas
da doenca, embora as formas mucosas possam apresentar uma resposta mais lenta e uma maior
probabilidade de recidiva (FERREIRA, 2017; BRASIL; 2017).

Nas duas Ultimas décadas o mecanismo de ac¢do dos antimoniais pentavalentes foi mais
bem compreendido. Trata-se de uma droga leishmanicida capaz de inibir a glicdlise e a
oxidacdo dos &cidos graxos, reduzindo a sintese de ATP e GTP, interferindo, portanto, na
bioenergética do parasito intracelular (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

A OMS padronizou a dose do antimonial, sendo esta, calculada em miligramas de
antimonio pentavalente (Sb+5) por quilograma de peso corporal por dia (mg Sb+5/kg/dia).
Cada frasco de Glucantime contendo 5 ml, dispde de 405 mg de Sh+5, logo, a cada 1 ml ha 81
mg de Sb+5, sendo administrado por via intramuscular, endovenosa ou local (BRASIL; 2017).

A dose preconizada pelo MS é de 10 mg a 20 mg Sh+5/kg/dia, sendo 3 ampolas o limite
maximo diario, em um esquema terapéutico de 20 a 40 dias, no entanto, o paciente pode
apresentar um ou mais efeitos adversos descritos a seguir: artralgia, mialgia, anorexia, nauseas,
vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre,
fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacdo, insbnia, nervosismo, chogue pirogénico, edema e
insuficiéncia renal aguda (BRASIL; 2017)

Vale ressaltar que na dose de 20 mg Sh+5/kg/dia, o antimonial pode alcancar niveis
toxicos, levando a exacerbacdo de efeitos adversos principalmente cardiacos, hepéticos,
pancreaticos e renais. Além disso, os antimoniais sdo contraindicados para gestantes, ja que
atravessam a barreira transplacentaria, além de evidéncias teratogénicas ja serem descritas.
Além disso, ndo sdo recomendados como tratamento de primeira escolha para pacientes
portadores de doencas cardiacas, hepaticas e renais (BRASIL; 2017).

Devido a necessidade de hospitalizacéo e os diversos efeitos adversos, os pacientes por
vezes interrompem o tratamento; o fendmeno da ndo adesdo a quimioterapia leva ao insucesso
terapéutico, além de contribuir para a resisténcia aos antimoniais. Na india, aproximadamente
30% dos pacientes ja ndo respondem mais ao tratamento da LV (RATH et al., 2003; DE MELO,
2013).

2.6.2 Anfotericina B

A anfotericina B é um farmaco pertencente a classe dos antibi6ticos poliénicos. E

utilizado como segunda linha do tratamento da leishmaniose, possuindo excelente atividade in
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vitro, sendo 400 vezes mais potente que o antimonial pentavalente (FILIPPIN; SOUZA, 2006;
BRASIL, 2017).

O desoxicolato de anfotericina B e as formulagdes lipidicas de anfotericina B sdo as
formulac@es disponiveis no Brasil. A forma lipossomal da anfotericina B foi desenvolvida com
o intuito de reduzir a toxicidade do farmaco original e aumentar a eficacia do mesmo, porém, o
alto custo desse farmaco dificulta a possibilidade de sua aplicacdo em paises pobres na rotina
médica (BEKERSKY et al., 2002; FILIPPIN; SOUZA, 2006; BRASIL, 2017).

O mecanismo de acdo da anfotericina B envolve a formacdo de complexos com
precursores do ergosterol localizado na membrana plasmética do parasito, alterando sua
permeabilidade e gerando poros capazes de facilitar a entrada de ions na célula (GOTO;
LINDOSO, 2010; BRASIL, 2010).

A dose preconizada pelo MS é de 0,7 a 1,0 mg/kg/dia, com dose maxima diaria de 50
mg, por via endovenosa. Os mais frequentes efeitos adversos observados séo: febre, cefaleia,
tremores, cianose, hipotensdo, hipomagnesemia, disturbio de comportamento, calafrios,
nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite no local da infuséo, estes efeitos podem ser mais
brandos utilizando uma terapia de suporte que inclua antitérmicos, potassio e hidrocortisona 50

mg a 100 mg acrescentados ao soro (BRASIL; 2017).

2.6.3 Pentamidina

As pentamidinas (isotionato e mesilato), pertencentes as diamidinas aromaticas sao
utilizadas principalmente em areas endémicas das Américas, Africa e Asia, no entanto, sua
eficacia é inferior a dos antimoniais pentavalentes e anfotericina B (BRASIL, 2013; BRASIL,;
2017).

O mecanismo de acdo da pentamidina ainda ndo é totalmente elucidado, sabe-se que
esta droga possui carga positiva, portanto, exerce sua atividade por interacdo com alvos dotados
de carga negativa. A literatura descreve que ha agregacéo ribossémica, inibi¢do da producéo de
DNA e proteinas, inibicdo de diversas enzimas, assim como a perda do DNA do cinetoplasto,
mediada provavelmente pela inibicdo da topoisomerase Il (SINGH et al., 2014; KAUR,;
RAJPUT, 2014).

A dose utilizada é de 3 mg a 4 mg/kg/dia em dias alternados, de trés a dez doses, ndo
devendo ultrapassar 2 g na dose total, aplicada por via intramuscular ou endovenosa. Os efeitos

adversos mais frequentes sdo dor, induragdo e abscessos estéreis na aplicacdo intramuscular,
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além disso, sdo observados nduseas, vomitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaleia, hipotenséo,
lipotimias, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia (BRASIL, 2013; BRASIL; 2017).

Além disso, podem ocorrer reagdes mais severas, cComo: pancreatite, que pode levar ao
aparecimento de diabetes mellitus em 10 a 15% dos casos, arritmias cardiacas, leucopenia,
trombocitopenia, insuficiéncia renal aguda em cerca de 25% dos pacientes, hipocalcemia e
taquicardia ventricular e choque anafilatico (BRASIL, 2013; BRASIL; 2017).

Devido os efeitos toxicos deste farmaco, a pentamidina possui algumas contraindicacdes,
a saber: gestantes, lactantes, criancas menores de 1 ano, pacientes portadores de diabetes
mellitus ou intolerantes a glicose, insuficiéncia renal e hepética, doencas cardiacas ou
hipersensibilidade ao medicamento (BRASIL, 2017).

2.6.4 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) foi inicialmente produzida para o tratamento do
cancer, no entanto, foi introduzida na farmacoterapia das leishmanioses, sendo o Unico
medicamento oral eficaz contra o parasito de Leishmania, descartando, portanto, a necessidade
de hospitalizagéo dos pacientes (VERMA; DEY, 2004; CASTELO BRANCO. et al. 2016).

A OMS recomenda a dose de 2,5 mg/kg/dia para criancas até 12 anos, 100 mg/dia para
pacientes entre 25 a 50 kg, e, acima de 50 kg recomenda-se 150 mg/ dia por 28 dias. Além da
utilizacdo em humanos, a miltefosina é utilizada para o tratamento da LV canina na Espanha,
Portugal e no Brasil (DORLO et al., 2012).

A miltefosina parece alterar a composi¢cdo da membrana, interferindo no metabolismo
de lipidios, na sintese de glicoproteinas e causar a morte do parasito por apoptose celular. No
entanto, por possuir um tempo de meia-vida longo o aparecimento de resisténcia pode ser
favorecido (DORLO et al., 2012).

2.7 Plantas de interesse ao Sistema Unico de Satde

Evidéncias histéricas e arqueoldgicas, demonstram que as faculdades curativas das
plantas medicinais ja eram apontadas cerca de 10.000 anos atras, no periodo Neolitico
(BHATTARAM, 2002). Através da observacdo das propriedades medicinais de produtos
naturais, novos e importantes medicamentos foram descobertos na terapia moderna -

caracterizada por medicamentos com acles especificas e alvos conhecidos; as plantas
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medicinais contribuem como fonte natural de farmacos, por meio da obtencdo de moléculas
protétipos (KINGHORN, 2001; COSTA-LOTUFO, 2010).

Com isso, as plantas medicinais influenciaram diretamente na salde, grande parte
devido a expansdo do conhecimento sobre fitoterapicos e a comprovacao do efeito terapéutico
de diversas plantas, que outrora eram usadas somente por conhecimento empirico (KLEIN et
al., 2010).

A busca por terapias alternativas, apartando-se da centralizagdo ao redor dos
medicamentos sintéticos, que por vezes possuem alto custo e acarretam uma série de efeitos
adversos, ganham bastante notoriedade no cenario atual, tanto nos paises em desenvolvimento,
quanto nos paises desenvolvidos. (CALIXTO, 2000).

Mediante as vantagens que o uso de produtos naturais proporciona, principalmente a
relacdo custo e beneficio, o Brasil vem propondo integrar a terapéutica, medicamentos a base
de plantas, tendo em vista que o pais abriga a maior biodiversidade do mundo, possuindo um
terco da flora mundial e a maior reserva de produtos naturais do planeta com cerca de 55 mil
espécies catalogadas. No entanto, apesar dessas vantagens, nas duas Gltimas décadas, o numero
de informacGes acerca de plantas medicinais cresce somente 8% ao ano (YUNES et al., 2001,
DE FRANCA et al., 2008; FONSECA, 2012).

No Brasil, o0 uso de plantas medicinais tem sido enfatizado na atencdo basica no SUS.
Desde a década de 80, documentos vém sendo elaborados a fim de incentivar o uso de
fitoterapicos com o intuito de melhorar os servi¢os da saude, aumentar a resolutividade e
integrar novas abordagens terapéuticas. Logo, pesquisas relacionadas a plantas medicinais
como alternativa no tratamento de doengas merece mais atencao, uma vez que inimeros plantas
parecem conter principios ativos promissores (KLEIN, et al., 2010; CARNEIRO et al., 2014).

Com isso, o interesse acerca do estudo de produtos naturais vem ganhando popularidade
em 6rgdos como o MS, que demonstrou incentivo a pesquisa cientifica de plantas medicinais
através da divulgacdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS) em 2006, do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF),
instituido em dezembro de 2008, e, a inclusdo de fitoterdpicos na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) disponiveis no Componente Basico da Assisténcia
Farmacéutica, desde 2006 (MAYORGA BORGES et al., 2007; BRASIL, 2016 MACEDO et
al., 2016).

A RENISUS traz uma lista com 71 plantas medicinais com a finalidade de orientar
pesquisas e estudos, contribuindo com a assisténcia farmacéutica (BRASIL, 2009). Da

RENISUS, 10 plantas foram selecionadas neste estudo para serem avaliadas quanto a atividade
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leishmanicida e imunomoduladora, sendo elas: Chenopodium ambrosioides, Copaifera
langsdorffii, Cynara scolymus, Equisetum arvense, Morus alba, Passiflora alata, Polygonum
acre, Solanum paludosum, Stryphnodendron adstringens e Vernonia spp.

A OMS estimula a investigacdo farmacologica de plantas e reconhece que grande parte
da populacdo, principalmente de paises em desenvolvimento, é dependente da medicina
tradicional, cerca de 80% utilizam préticas tradicionais nos cuidados béasicos de saude e 85%
destes utilizam plantas ou preparacGes provenientes de plantas (BRASIL, 2006).

No que concerne a leishmaniose, a busca por tratamentos inéditos, menos toxicos e
facilmente acessiveis para tratar populagcdes em vulnerabilidade social é imprescindivel, pois
na maioria dos casos, estas s&o as mais afetadas pela doenca (OLIVEIRA; GILBERT; BOAS,
2013).

A escolha de espécies vegetais para estudos geralmente baseia-se em um dado efeito ja
descrito in vitro ou in vivo, e, pode constituir-se num valioso atalho para a descoberta de novos
farmacos (SIMOES, et al., 2004). Com isto, estdo descritas a seguir atividades farmacoldgicas
ja conhecidas das 10 espécies vegetais estudadas, configurando assim uma pré-triagem para a

respectiva avaliacdo leishmanicida e imunomoduladora.

2.7.1 Chenopodium ambrosioides

No Brasil, a espécie Chenopodium ambrosioides L. (Figura 11) é popularmente
conhecida com mastruz ou erva-de-santa-Maria. Pertencente ao género Chenopodium e familia
Chenopodiaceae, a planta Chenopodium ambrosioides é amplamente distribuida em todo o
mundo (RAMOS; SOLEDADE; BAPTISTA, 2011; DA SILVA, et al., 2018).

Apesar de ser empregada principalmente como anti-helmintico (FENALTI; 2016),
Chenopodium ambrosioides possui outras atividades ja relatadas, como atividade contra
malaria (CYSNE et al., 2016), acdo anti-inflamatoria cronica e antifibrotica (SOUZA; 2014),
potencial antiedematogénico (PEREIRA et al., 2015), atividade antioxidante, efeito antitumoral
(BARROS, 2013) e atividade leishmanicida (BEZERRA et al., 2006; PATRICIO et al., 2008;
MONZOTE et al., 2014).

Diversos compostos bioativos foram encontrados em Chenopodium ambrosioides,
incluindo compostos fenolicos, &cidos graxos insaturados, tocoferdis e alguns agucares
(BARROS, 2013). Além disso, essa espécie € abundante em flavonoides (rutina, quercetina e
crisina) e terpenos (KIUCHI et al., 2002; JIN-HUI, 2005; AJAIB, 2016; JESUS et al., 2018).
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Figura 11 — Chenopodium ambrosioides L.

Fonte: CRESPI, 2017

2.7.2 Copaifera langsdorffii

A Copaifera langsdorffii Desf. (Figura 12), é uma espécie pertencente a familia
Leguminosae Juss, subfamilia Caesalpinoideae Kunth ou pelo sistema de classificacdo de
Cronquist, a familia Caesalpiniaceae (ALENCAR, 1982; DUARTE, 2015). E popularmente
conhecida no Brasil como copaiba, balsamo, copaibeira e outros, e, destaca-se ho mercado
nacional de produtos naturais. Trata-se de uma arvore de grande porte, capaz de alcancar 40
metros de altura, sendo Gtil no plantio em &reas degradadas por ter uma copa densa e globosa
(ARAUJO JUNIOR et al., 2005; PEREIRA, 2011).

A Copaifera langsdorffii possui estruturas que sintetizam e secretam oleorresina,
responsavel pela atividade bioldgica da planta, sendo amplamente utilizada para dor de garganta
e infecgdes urinarias, além de possuir atividade anti-inflamatoria (DIAS et al., 2014),
antimicrobiana (ZIMMERMAM-FRANCO et al., 2013; ABRAO et al., 2015), antiulcerogénica,
antitumoral (RODRIGUES; DE PADUA TEIXEIRA; MACHADO, 2011) e cicatrizante (DE
LIMA SILVA et al., 2009; MASSON-MEYERS et al., 2013).

Estudos demonstram que os metabolitos encontrados nas partes aereas sao distintos dos
metabdlitos presentes no oleorresina. Nas partes aéreas destaca-se a presenca de derivados da
via do 4cido chiquimico, flavonoides e acidos galoilquinicos, nos quais ja foram isolados 3-O-

alfa ramnopiranosilquercetina, 3-O-alfa ramnopiranosil-canferol e canferol (MOTTA, 2014,
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NOGUEIRA; FURTADO; BASTOS, 2015; CAVALCANTE; CAVALCANTE; BIESKI,
2017). Jano oleorresina, sdo encontrados sesquiterpenos e diterpenos como o &cido kaurendico,
4cido polialtico e &cido copalico. (VEIGA JUNIOR et al., 2007; ABRAO et al., 2015;
CAVALCANTE; CAVALCANTE; BIESKI, 2017).

Figura 12 — Copaifera langsdorffii Desf.

Fonte: LOPES, 2012

2.7.3 Cynara scolymus

A alcachofra é o nome popular empregado para Cynara scolymus L. (Figura 13), uma
planta pertencente a familia Asteraceae, e, oriunda do Mediterraneo (BIANCO, 2000). Os
principais metabdlitos secundarios encontrados na Cynara scolymus sdo os polifendis, em
especial os flavonoides (NOLDIN et al., 2003).

Schiitz e colaboradores (2004) identificaram 22 metabdlitos na Cynara scolymus, nos
quais 11 eram &cidos cafeoilquinicos e 8 flavonoides, sendo a apigenina 7-O-glucoronideo o
principal flavonoide encontrado. Além disso, antocianinas também foram encontradas nessa
espécie, sendo estes, pigmentos responsaveis pela cor roxa da planta (LATTANZZIO et al.,
2009).

A Cynara scolymus possui diversas atividades farmacoldgicas, como: atividade
antisséptica (HOLTMANN et al., 2003), antioxidante comparavel a atividade das vitaminas C
e E (JIMENES-ESCRIG et al., 2003; SCHUTZ et al., 2004), efeito antimicrobiano sobre
biofilme (DE OLIVEIRA, et al., 2017), atividade hepatoprotetora, anticarcinogénica, anti-HIV,
antifangica, anti-inflamatéria e probiotica (LATTANZIO et al., 2009).
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Figura 13 — Cynara scolymus L.

Fonte: SIROVS, 2017

2.7.4 Equisetum arvense

Equisetum arvense L. (Figura 14) popularmente conhecida como cavalinha, € uma
espécie pertencente a familia Equisetaceae, no qual abrange cerca de 15 espécies vivas. As
espécies do género Equisetum sdo ricas em sais de potassio, magnésio, célcio, fosforo, fltor e
aluminio. Sdo constituidas principalmente de silicio, representando cerca de 15% dos
constituintes totais, além de apresentarem taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides e 6leos
essenciais (FERREIRA et al., 1999; BERTALOQOT et al., 2010; HUSBY, 2013).

No Brasil, a espécie Equisetum arvense € utilizada em programas do SUS para o
tratamento da hipertenséo arterial, por apresentar acdo diurética de até 30% (FARIAS, 2016).
Além disso, possui atividade cicatrizante gerando reepitelizacdo e angiogénese no tecido
conjuntivo, acdo anti-inflamatoria por inibicdo de vias da sinalizacdo intracelular da resposta
inflamatoria (LOPES; 2010), acdo antibacteriana e antifingica contra cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis, Aspergillus niger e Candida albicans (RADULOVIC; STOJANOVIC; PALIC,,
2006) e atividade leishmanicida (SAEED, HASSAN, ARTEEN; 2014).
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Figura 14 — Equisetum arvense L.

Fonte: FERREIRA, 2001

2.7.5 Morus alba

Pertencente a familia Moraceae, Morus compreende um género que abrange uma série
de 16 espécies, popularmente conhecidas com amoras. O género Morus € popular em paises
com clima subtropical e regides de temperaturas altas, adaptando-se facilmente no continente
europeu e na America. Dentre as espécies, destaca-se a Morus alba Linn. (Figura 15),
popularmente conhecida como amora ou amoreira branca, amplamente utilizada na medicina
popular (DORIGAN et al., 2011; CALIN-SANCHEZ et al, 2013; NAIK et al., 2015).

Os principais fitoquimicos presentes nas espécies do género Morus, Sa0 0S COMpPOStos
fendlicos (HUANG et al., 2017). Nas folhas de Morus alba, observa-se a presenca de alcaloides
como o 1-desoxinojirimicina, flavonoides quercetina, rutina, isoquercetina, astragalina e
kaempferol, chalconas como morachalconas B e C, taninos, terpenos, além de acido ascorbico,
acido folico, vitamina B1, vitamina D e caroteno (KIM; CHOUNG; RYU, 1999; KIMURA et
al., 2004; YANG et al., 2012; SINGH et al., 2013).

A espécie Morus alba possui diversas atividades farmacologicas, incluindo atividade
diurética, expectorante, analgésica (ZENI; DALL’ MOLIN, 2010), ac¢do anti-inflamatdria
(PEREIRA et al., 2013) atividade hipoglicemiante (SAENTHAWEESUK et al., 2009),
atividade anti-helmintica (RAO et al., 2012), além de possuir uma fonte de proteinas inibidores
de distarbios neurodegenerativos (BUTT et al., 2008).
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Figura 15 — Morus alba Linn.

Fonte: SIROVS, 2018

2.7.6 Passiflora alta

Passiflora alta Curtis (Figura 16) popularmente conhecida como maracuja doce, é uma
espécie pertencente a familia Passifloraceae e bem distribuida por todo neotrépico. O género
Passiflora abrange aproximadamente 520 espécies, das quais 150 sdo nativas do territorio
brasileiro (MESQUITA, 2019).

Em geral, o cultivo dos maracujazeiros esta associado a alimentacdo, a ornamentacéo
pela beleza das flores dessas plantas e a formulacdo de fitoterapicos, vendidos comercialmente
sem receita médica; o suco de polpa e a producdo de cha de P. alta é bastante apreciado no
mundo (MACHADO et al., 2008; PAIVA, 2013; SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN,
2014).

Os metabdlitos secundarios mais frequentemente descritos para Passiflora alata sdo os
flavonoides vitexina, isovitexina, orientina, 2°’-xilosil-vitexina (ULUBELEN et al., 1982), 2°’-
ramnosil-vitexina, 2’’-ramnosil-escoparina, 2’’-ramnosil-orientina e isoorientina (DOYAMA
et al., 2005).

Birk et al. (2005), tracaram um perfil cromatogréafico diferenciado de Passiflora alata,
apresentando um perfil majoritariamente de saponinas. Cinco saponinas foram isoladas e
identificadas, sendo elas: quatro saponinas triterpénicas e um esteroide (REGINATTO et al.,
2001).
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Alguns estudos fornecem evidéncias acerca do efeito sedativo e ansiolitico de Passiflora
alata (ROMANINI et al., 2006; LEAL et al., 2016); também sdo descritas outras atividades
farmacologicas, como a sugestdo de efeito neuroprotetor, reversdo de déficit cognitivo e
atividade antioxidante no modelo animal de doenca de parkinson induzido (SANTOS et al.,
2018), além da atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(PEREIRA et al., 2015).

Figura 16 — Passiflora alta Curtis

Fonte: LOPES, 2012

2.7.7 Polygonum acre

Habitualmente conhecida como erva de-bicho, a espécie Polygonum acre Lan. (Figura
17) pertence a familia Polygonaceae Juss que abrange cerca de 40 géneros, nos quais 800
espécies sdo encontradas em regiGes temperadas, tropicais e subtropicais (SILVA-
BRAMBILLA; MOSCHETA, 2001; SOFIATI, 2009; BRASIL, 2014).

Polygonum acre é uma espécie de origem asiatica, mas no Brasil foi adaptada em todos
os estados, principalmente no Rio Grande do Sul, Par4, Maranhdo, Bahia, Distrito Federal,
Goiéas, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S&o Paulo, Parana e
Santa Catarina (MELO, 1991; LOPES et al., 2003; BIESKI, 2005).

Estudos fitoquimicos demonstram a presenca de diversos metabolitos em Polygonum
acre, a saber: flavonoides (rutina, quercetina e luteolina), taninos, compostos fenilicos,
saponinas,  terpenos, derivados cinamicos, proantocianidinas  condensadas e
leucoantocianidinas (SOFIATI, 2009).
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Farmacologicamente, Polygonum acre é descrita para desordens intestinais (HUSSAIN
et al., 2010; ALVES et al., 2001), além de possuir atividade antifungica, anti-infamatoria,
diurética, anti-histaminica, (ALVES et al., 2001; MAZID et al., 2009; NARASIMHULU;
REDDY; MOHAMED, 2014) e antibacteriana (PENNA et al., 2001).

Figura 17 - Polygonum acre Lan.

Fonte: BRASIL, 2014

2.7.8 Solanum paludosum

A espécie Solanum paludosum Moric. (Figura 18) faz parte de um grupo de
aproximadamente 3000 espécies pertencentes a familia Solonaceae, que abrange mais de 100
géneros. Solanum paludosum é amplamente distribuida e particularmente comum na América
do Sul, sendo popularmente conhecida como jurubeba (AGRA; NURIT-SILVA; BERGER,
2009; SILVA et al., 2012).

Nas espécies do géreno Solanum, os metabdlitos mais presentes sdo os alcaloides e
flavonoides, particularmente em Solanum paludosum destaca-se a presenca do alcaloide
esteroidal solasodina e o glicoalcaloide solamargina, além da presenca dos flavonois retusina,
ramnocitrina, kumatakenina, 3-O-metilquercetina e 3,7,8,4’-tetra-O-metilgossipetina, flavonas
como genkwanina, triterpenos e esteroides glicosilados (BHATTACHARYYA, 1984; SILVA
et al., 2002; VAANANEN, 2007; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009; PEREIRA,;
RODRIGUES; VEGA, 2016).
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Estudos recentes revelam que os flavonoides presentes em Solanum paludosum
possuem atividade leishmanicida in vitro, podendo tornar-se um forte candidato a farmaco
(ARAUJO et al., 2019). Além disso, a literatura descreve atividade vasodilatadora
(MONTEIRO et al., 2012) e moluscicida contra Biomphalaria glabrata (SILVA et al., 2006).

Figura 18 — Solanum paludosum Moric.
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Fonte: SOUZA, 2016

2.7.9 Stryphnodendron adstringens

Stryphnodendron adstringens Mart. (Figura 19) é uma planta popularmente conhecida
como barbatimdo, barba-de-timdo, bordozinho-roxo, casca-da-virgindade, uabatimd,
abaramotemo, casca-da-mocidade, faveiro e enche-cangalha. Pertencente a familia Fabaceae,
considerada uma das maiores familias que abrange aproximadamente 650 géneros e 18.000
espécies (OCCHIONI, 1990; GOULART, 2010).

Segundo Almeida e colaboradores (1998), o género Stryphnodendron abrange 25
espécies sendo quase exclusivo da América do Sul, onde todas as espécies pertencentes a este
género sdo encontradas em territorio brasileiro. A espécie Stryphnodendron adstringens é
amplamente utilizado pela populagdo como antibacteriano, anti-inflamatdrio, antisséptico,
adstringente (GOULART, 2010). Sendo recomendada, também, no formulario de fitoterapicos
da Farmacopeia Brasileira como cicatrizante na forma farmacéutica de creme
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2011).

Apesar de ser bastante utilizada na medicina popular através de conhecimento empirico,

estudos cientificos confirmam as atividades farmacologicas do barbatiméo, como: atividade na
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inibicdo de bactérias gram positivas, como Staphylococcus aureus (PEREIRA et al., 2010;
ELLER et al., 2015), acdo sobre biofilme dentério, prevenindo o aparecimento de cérie
(SOARES et al., 2008), propriedades antigenotdxicas e antioxidantes (FILHO et al., 2011),
potencial cicatrizante (MINATEL et al., 2010), acdo antifungica contra Candida albicans
(ISHIDA et al.,2006; PEREIRA et al., 2010) e atividade antiparasitaria (VINAUD et al., 2005;
HOLETZ et al., 2005).

O metabolismo secundario do barbatimao gera diversos constituintes importantes e
cruciais para as atividades descritas acima, como: a presenca de alcaloides, terpenos,
flavonoides, esteroides e o constituinte majoritéario, taninos. Foram isolados diversos taninos
condensados como o0 galocatequina, epigalocatequina, 4'-O-metil-galocatequina,
epigalocatequina-3-O-galato, epigalocatequina-3-O-(3",5"- dimetil)-galato, epigalocatequina-
3-0-(3"-metoxi)-4"-  hidroxibenzoato,  4'-O-metil-galocatequina-(4  8)-4-O-  metil-
galocatequina, 4'-O-metil-robinetinidol-(4 8)-4'-O- metil-galocatequina e 4'-O-metil-
robinetinidol-(4 8)-4'- O-metil-epigalocatequina e o tanino hidrolisavel acido galico, presentes
principalmente na casca do barbatiméo, no qual apresenta cerca de 30% destes metabolitos no
extrato aquoso (PANIZZA et al., 1988; MELLO et al., 1999; TOLEDO, 2000 GOULART,
2010; LIMA et al., 2017).

Figura 19 - Stryphnodendron adstringens Mart.

Fonte: LORENZI, 1998
2.7.10 Vernonia spp.
Vernonia (Figura 20) ¢ um dos maiores géneros pertencentes a familia Asteraceae, com

aproximadamente 1000 espécies, configurando um taxon muito diversificado com espécies

arbustivas, arboreas, herbaceas perenes e anuais, presentes particularmente nas regides tropicais
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e subtropicais do continente americano, asiatico e africano (ROBINSON, 1999; SOARES;
NAKAJIMA, 2009; MAIA et al., 2010).

As espécies do género Vernonia sdao amplamente utilizadas na medicina popular, devido
a gama de fitoquimicos com propriedades bioativas, especialmente diterpernos e triterpenos
como o lupeol (KOS et al., 2006; LIANG; MIN, 2003), flavonoides (CARVALHO et al., 1999),
esteroides (TCHINDA et al., 2003) e lactonas sesquiterpénicas como vernolideo e vernodalol
(BOHLMANN; JAKUPOVIC, 1990; ERASTO, GRIERSON; AFOLAYAN, 2006;
BUSKUHL et al., 2010).

Estudos demonstram a atividade antiflngica, citotoxica, moluscicida, inseticida e
antitumoral das lactonas sesquiterpénicas (SOBRINHO; DE SOUZA; DOS SANTOS
FONTENELLE, 2015), com énfase nos verndélidos, uma classe de lactona sesquiterpénica
bastante estudada, que em estudos demonstrou possuir antividade antiplasmodial,
antileishmanial e anti-esquistossomatico (TOYANG; VERPOORTE, 2013). Além disso, as
espécies pertencentes ao género Vernonia demonstram atividade bactericidade, fungicida e
anti-inflamatoria (CIOFFI et al., 2004; ERASTO; GRIERSON; AFOLAYAN et al., 2006).

Figura 20 — Vernonia spp.

Fonte: GIACON, 2017
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito leishmanicida de plantas medicinais de interesse ao SUS Chenopodium
ambrosioides, Copaifera langsdorffii, Cynara scolymus, Equisetum arvense, Morus alba,
Passiflora alata, Polygonum acre, Solanum paludosum, Stryphnodendron adstringens e
Vernonia spp., bem como investigar o mecanismo de acdo dos produtos naturais mais ativos,
com intuito de descobrir novos candidatos a fArmacos leishmanicidas, que constituam opcbes

terapéuticas mais seguras ao tratamento da leishmaniose.

3.2 Especificos

e Determinar a citotoxicidade das solugdes extrativas aquosas das plantas para a célula
hospedeira (macrdfagos);

e Verificar a acdo dos produtos naturais sobre macrofagos infectados com Leishmania
spp. quanto a taxa de infeccdo e a multiplicacdo dos parasitas intracelulares (amastigotas
de Leishmania spp.);

e ldentificar a seletividade dos produtos naturais para diferentes espécies do género
Leishmania;

e Analisar o efeito desses produtos naturais sobre macrofagos infectados com Leishmania

spp. quanto a producdo de oxido nitrico;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das solugdes extrativas aquosas

As espécies vegetais utilizadas no estudo foram adquiridas em herbanérios, e,
posteriormente, passaram por processos de extragcdo para a obtencdo das solucgdes extrativas
aquosas. Para as partes aéreas das espécies Chenopodium ambrosioides, Copaifera langsdorffii,
Cynara scolymus, Equisetum arvense, Morus alba, Passiflora alata, Polygonum acre, Solanum
paludosum e Vernonia spp., 0 método utilizado foi infuséo, no caso da espécie Stryphnodendron
adstringens o método extrativo utilizado foi a decoccdo, por ter sido utilizado a casca dessa
planta.

As solucdes extrativas foram filtradas e esterilizadas em membranas filtrantes estéril de
0,22 um, e, posteriormente, foram preparados o peso seco das solucGes extrativas de cada uma
das espécies para determinar a massa em microgramas, e, em seguida, o volume a ser utilizado

para atingir a concentracao de 100 pg/mL.

4.2 Farmacos e reagentes

Os farmacos utilizados neste trabalho como padrées foram: pentamidina, miltefosina e
antimoniato de meglumina. Foram usados como reagentes 0 Meio Schneider, Soro Fetal Bovino
(SFB) e meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), provenientes da Sigma®. DMSO 0,1%

(Sigma) foi utilizado como veiculo na preparacao das solucdes estoque dos farmacos.

4.3 Manutencao de linhagem de macro6fagos

Os macrdéfagos da linhagem J774.A1 foram conservados em garrafas de cultura em 10
ml de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). No momento da
utilizacdo, as células foram centrifugadas por 5 minutos, em 1500 RPM a 4°C e contadas em
camara de Neubauer e, posteriormente, ajustadas em meio RPMI suplementado com SFB na
concentragdo de 1 x 10° células/mL, no qual foram lancados 200 uL dessa suspensdo em placa

de 96 pocos (Nunc, Denmark).
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4.4 Determinacgéo da viabilidade celular

A viabilidade celular (Figura 21) fora determinada através do ensaio de reducdo de MTT
[3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio brometo]. Este ensaio consiste em medir
indiretamente a viabilidade celular através da atividade enzimatica mitocondrial dos
macrdfagos, por meio da a¢do da succinato desidrogenase, sucedendo a formacéo de cristais de
formazan de coloracdo roxa, que contribui na quantificacdo no leitor de microplacas
(MOSMANN, 1983).

Para isto, macrdfagos da linhagem J774.A1 foram previamente cultivados em triplicatas
em placas de 96 pocos, na concentragdo de 1 x 10° células/pogo e incubadas em estufa a 37 °C
com atmosfera Umida contendo 57% de CO2 por 1 hora, para que houvesse a adesdo das células
no fundo dos pogos. Em seguida, os pogos foram lavados com solucéo salina para a remocao
dos macrofagos ndo aderentes e acrescentados os extratos das plantas na concentracéo de 100
pg/mL. Nos pocos controles, as células foram cultivadas apenas com meio de cultura e 10% de
SFB. A viabilidade celular das culturas tratadas com os extratos foi comparada ao padréo de

morte obtido nas culturas controle.

Figura 21 — Ensaio de viabilidade celular
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Fonte: AUTORA, 2019

4.5 Avaliacdo da carga parasitaria in vitro

O ensaio para avaliagdo da acdo leishmanicida também foi realizado utilizando
macrofagos da linhagem J774.A1, no quais estes foram cultivados em placas de 24 pocos
contendo laminulas no fundo (na concentragéo de 1 x 10° células/pogo) e infectados com formas
promastigotas de Leishmania spp. na fase estacionaria de crescimento, numa propor¢do de um
macrofago para 10 Leishmanias.

A placa foi incubada por um periodo de 4 horas em estufa a 37 °C com atmosfera itmida
contendo 5% de CO2, para que houvesse a interiorizagdo dos parasitos pelos macréfagos. Apds

4 horas de infecgéo, os pogos foram lavados para remocdo dos parasitos ndo interiorizados. Os
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macrdfagos infectados receberam o tratamento com os extratos e foram mantidos por um
periodo de 24 horas em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 57% de CO2. ApGs o
periodo de overnigth, os sobrenadantes dos pogos com os macrofagos infectados foram
retirados e congelados para serem utilizados na dosagem de oxido nitrico, posteriormente. As
células foram fixadas as laminulas com metanol gelado por dois minutos e, em seguida, coradas
com Giemsa 3% e May-Grinwald 0,3%, previamente filtrados e montadas sobre Iaminas
(Figura 22).

A avaliacdo do numero de macrofagos infectados e nao infectados, assim também como
0 nimero de amastigotas em 100 macrofagos, foi realizada com auxilio de microscopio 6tico
com objetiva de 100X (imerséo) (NUNES et al., 2005). Este ensaio serviu para determinacao
da atividade leishmanicida dos extratos sobre as espécies L. amazonensis e L. chagasi na

concentragdo de 100 pg/mL.

Figura 22 — Ensaio de avaliagdo da carga parasitaria in vitro
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4.6 Determinacédo do indice de seletividade (1S)

O indice de seletividade € um parametro crucial na investigacdo de substancias
leishmanicidas, pois ele pressupde o quanto seu efeito citotoxico sera seletivo para o parasito,
sem implicar na morte da célula hospedeira. O indice de seletividade é calculado através da
razao entre a concentracdo inibitoria de 50% do crescimento de macrofagos e parasitos
(MUYLDER et al, 2011).

4.7 Dosagem de Oxido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados com Leishmania spp. e

cultivados na presenca dos extratos foram coletados e mantidos a -20°C até o momento da
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utilizacdo. A avaliacdo da producdo de Oxido nitrico (NO) foi realizada indiretamente atraves
da medida da producdo de nitrito (NO2 ) no sobrenadante das culturas.

Através da reacdo colorimétrica de Griess (Figura 23), a concentracdo de nitrito péde
ser determinada (GRIESS, 1879). Na primeira etapa da reacdo, o 6xido nitrico reage na
presenca do acido sulfanilico formando o cétio diazdnio. Na 2° etapa, o catio acopla-se a amina
aromatica (alfa-naftilamina) formando o azo-corante (TSIKAS, DIMITRIOS, 2006).

Para que a reacdo aconteca, utiliza-se 50 pl do reagente de Griess adicionados a 50 pl
do sobrenadante e ap6s 10 minutos a absorbancia do azo-corante é determinada em leitor de
ELISA (filtro de 540nm).

Figura 23 — Dosagem de Oxido nitrico atraves da reacdo colorimétrica de Griess
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Fonte: TSIKAS; DIMITRIQOS, 2006

4.8 Analise estatistica

As analises dos resultados foram realizadas no software Prisma®, onde avaliou-se 0s
niveis de significancia entre 0s grupos experimentais e controles positivos ou negativos,
utilizando-se a analise de varianca ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey. 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

5.1 Avaliacao do potencial citotoxico dos extratos sobre os macréfagos

A principio os efeitos dos extratos das plantas da RENISUS foram analisados através
da investigacdo in vitro do potencial citotoxico em macrofagos da linhagem J774.Al (Tabela
2), via método de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). A
viabilidade celular das culturas tratadas com os extratos foi comparada ao padrdo de morte

obtido nas culturas controle.

Tabela 1 - Efeito citotdxico de plantas da RENISUS, pentamidina, antimoniato de

meglumina e miltefosina em macrofagos da linhagem J774.Al.

Substancia Clso @ Efeito Maximo (%0)°
Pentamidina 355+34uM 78,4 £ 3,7 ***
Antimoniato de meglumina >300 uM NA
Miltefosina >100 uM NA
Chenopodium ambrosioides >100 pg/mL NA
Copaifera. langsdorffii >100 pg/mL NA
Cynara scolymus >100 pg/mL NA
Equisetum arvense >100 pg/mL NA
Morus alba >100 pg/mL NA
Passiflora alata >100 pg/mL NA
Polygonum acre >100 pg/mL NA
Solanum paludosum 31,7+0,1 pug/mL 99,9+ 0,1 ***
Stryphnodendron adstringens >100 pg/mL NA
Vernonia spp. >100 pg/mL NA

Fonte: AUTORA, 2019

2 Concentragdo Inibitéria de 50% calculada através 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 relaco ao grupo DMSO 0,1%; NA substancia ndo

apresenta atividade significativa em relagéo ao grupo DMSO 0,1%.

O ensaio de viabilidade celular por meio do MTT, consiste em uma técnica colorimétrica
capaz de mensurar a atividade mitocondrial de celulas viaveis. A atividade mitocondrial €

quantificada por espectrofotometria (550 nm) através da reducdo do MTT, catalisada pela
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enzima succinato desidrogenase de células viaveis, resultando na formacdo de cristais de
formazan. O MTT possui uma coloragcdo amarela e ao ser metabolizado, torna-se de cor parpura
devido a formacdo dos cristais (MOSMANN, 1983).

Segundo Mosmann (1983), o ensaio detecta apenas células vivas, logo, pode ser
aplicado para mensurar citotoxicidade, proliferacdo ou ativacdo celular. A técnica possui
diversas vantagens por possuir menor tempo de processamento, ser capaz de quantificar muitas
amostras com precisdo, ser um teste sensivel e reprodutivel, de facil realizacdo, aléem de
substituir outros métodos, como o teste que utiliza radioisétopos.

A investigacdo do efeito citotoxico das plantas demostrou que até a maxima
concentracdo testada, 100 pg/mL, os extratos de Chenopodium ambrosioides, Copaifera
langsdorffii, Cynara scolymus, Equisetum arvense, Morus alba, Passiflora alata, Polygonum
acre, Stryphnodendron adstringens e Vernonia spp. ndo induziram efeito deletério aos
macrofagos, quando comparados aos grupos controle.

Valério et al. (2014) em estudos utilizando fragBes cloroférmica e acetato de etila de
Chenopodium ambrosioides, observaram que os extratos ndao induziram acdo citotdxica. No
entanto, Gadano, Gurni e Carballo (2007), avaliaram a atividade do extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides em cultura de linfocitos e verificaram citotoxicidade e reducéo do
indice mitético com consequente inducdo da morte celular.

A auséncia de citotoxicidade do extrato apresentada no presente estudo pode estar
relacionada a linhagem celular utilizada e ao processo extrativo, como demonstrado por
Queiroz et al. (2014) que ao avaliarem a atividade leishmanicida de plantas medicinais
utilizadas em areas endémicas do Nordeste do Brasil, observaram que o extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides ndo exibiu efeito deletério em macr6fagos murino, o que corrobora
com os resultados obtidos neste estudo.

Ao determinarem o potencial citotoxico de diterpenos isolados de Copaifera spp. sobre
células J774 de macrofragos e linfdcitos, Vargas et al. (2015) observaram que os diterpenos nao
exibiram efeito citotoxico significativo sobre as células. Rondon et al. (2012) avaliaram o efeito
citotoxico da oleorresina de Copaifera reticulata sobre macréfagos RAW 264.7, na qual ndo
induziu efeito citotdxico significante as células.

Higa et al. (2019) ao avaliarem a citotoxidade do extrato glicdlico de Cynara scolymus
sobre macrofagos de camundongos (RAW 264.7), verificaram que no tempo de 24 horas as
concentragdes 0,20, 0,39, 0,78, 1,56 e 3,13 mg/mL do extrato, ndo inibiram significativamente

a viabilidade das células.
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Da Hye Kwon et al. (2016) demonstraram que o extrato aquoso de Morus alba néo
afetou a viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7. Choi e Hwang (2005) ao verificar o
efeito do extrato metandlico da folha de Morus alba e suas fracGes (cloroférmio, butanol e
fragdes aquosas) sobre macréfagos RAW 264.7, observaram que nao houve efeito citotoxico
apreciavel sobre as células.

S&o raros os testes de citotoxicidade de espécies pertencentes ao género Passiflora,
tornando dificil a comparacdo dos resultados deste trabalho com resultados descritos na
literatura. No entanto, De Araljo Delmondes et al. (2014) observaram que 0s extratos
hidroalcoolicos das folhas, casca, sementes e caule de Passiflora cincinnata na concentracao
de 125 pg/mL ndo induziram efeito citotoxico em fibroblastos.

Menes (2012), observou que o extrato etandlico de Polygonum acre obtida
comercialmente sé apresentou reducdo de 50% do crescimento de macrofagos a partir da
concentracdo de 1000 pg/mL, ¢ nas concentragdes inferiores ndo houve efeito deletério
significativo.

Ribeiro et al. (2015), ao avaliarem o efeito leishmanicida de fragbes padronizadas do
extrato de Stryphnodendron obovatum, verificaram que o extrato aquoso da planta so
apresentou efeito inibitorio de 50% em macro6fagos murino em concentragdes superiores a 100
pug/mL. Sper (2018), avaliou a citotoxicidade do extrato glicolico de Stryphnodendron
barbatiman sobre macr6fagos RAW 264.7 nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL por 24 h,
observando que nenhuma das concentrac@es afetou a viabilidade das células.

Kumpunya e Praputbut (2014), demonstraram que nas concentracdes de 62,5 - 500
mg/mL o extrato aquoso de Vernonia cinerea ndo teve efeito na viabilidade celular de
macrofagos. Ribeiro et al (2014) ao estudarem a atividade leishmanicida e citotoxica de plantas
brasileiras, observaram que os extratos etanolico e hexanico das folhas de Vernonia phosphore
ndo induziram efeito citotdxico em macrofagos murino.

Nos resultados demonstrados neste estudo, o Unico extrato que induziu efeito deletério
aos macrdfagos foi o extrato de Solanum paludosum na concentragdo de 31,7 + 0,1 pg/mL,
produzindo efeito maximo de 99,9%. Martins (2013), avaliou o efeito citotdxico de extratos e
substancias isoladas de Solanum lypocarpum sobre macrofagos (J774), verificando que o
extrato etanolico 96 % (v/v) bruto apresentou alta citotoxicidade (Clso= 15,65 — 31,25 pug/mL).
Oliveira (2018) avaliou o efeito citotoxico de flavonoides isolados de Solanum paludosum,
onde observou que o flavonoide 3,7-di-O-metila de kaempferol reduziu a viabilidade celular

em 47, 9 £ 8,2% na concentragdo de 100 pM.
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5.2 Ensaio de viabilidade dos parasitos in vitro

Para a determinacdo da atividade leishmanicida, macrofagos da linha J774.A1 foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, e, posteriormente tratados com
as solugdes extrativas aquosas na concentracdo de 100 pg/mL. A avaliagdo do teste
leishmanicida visa analisar a taxa de infec¢do e a proliferacdo das formas amastigotas de
Leishmania, através da contagem dos parasitos intracelulares e do calculo da concentracéo
inibitéria de 50% (Clso).

Além do mais, foram analisados dois aspectos importantes no estudo de atividade
leishmanicida de compostos, a poténcia através do efeito méximo e o indice de seletividade,
um parametro crucial na investigacao de substancias leishmanicidas que pressupfe o quanto
seu efeito citotoxico sera seletivo para o parasito, sem implicar na morte da célula hospedeira.
A Tabela 2 mostra o efeito leishmanicida das plantas avaliadas e controles utilizados sobre

amastigotas de L. amazonensis.

Tabela 2 - Efeito leishmanicida de plantas da RENISUS, pentamidina, antimoniato de

meglumina e miltefosina contra amastigotas de Leishmania amazonensis.

Substancia Clso (UM)?2 Efeito Maximo indice de
(%0)° seletividade®

Pentamidina 6,6 + 0,1 ug/mL 68,4 + 4,4 *** 1,8

Antimoniato de meglumina | 91,9 £1,3 pg/mL 66,9 + 1,4 *** >1,9

Miltefosina 9,0+ 0,7 ug/mL 91,0 £ 0,4 *** >4.5

Chenopodium ambrosioides | 68,4 1,9 pg/mL 60,6 £ 1,3 *** >1,5
Copaifera langsdorffii >100 pg/mL NA -
Cynara scolymus >100 pg/mL NA -

Equisetum arvense 82,3+ 1,5 ug/mL 51,8 £ 0,3 *** >1,2
Morus Alba >100 pg/mL NA -
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Passiflora alata >100 pg/mL NA -
Polygonum acre >100 pg/mL NA -
Solanum paludosum 19,7 + 2,6 ug/mL 79,7 £ 3,7 *** 1,6
Stryphnodendron >100 pg/mL 53,0 £4,0 *** -

Adstringens
Vernonia spp. >100 pg/mL NA -

Fonte: AUTORA, 2019

* erro padrdoem 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 nédo
apresenta atividade significativa em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; © indice de seletividade para amastigotas L.

amazonensis em relagéo a macréfagos da linhagem J774.A1.

A partir da anélise da tabela 2, os resultados demonstraram que das 10 plantas avaliadas,
quatro delas apresentaram atividade significativa contra as formas amastigotas de L.
amazonensis, sendo elas: Chenopodium ambrosioides, Equisetum arvense, Solanum paludosum
e Stryphnodendron adstringens, e os demais extratos ndo induziram atividade significativa
contra L. amazonensis.

Foi verificado atividade leishmanicida no extrato aquoso de Chenopodium
ambrosioides apresentou Clsp igual a 68,4 ng/mL, com efeito maximo de 60,6 % e indice de
seletividade superior a 1,5. Estes dados corroboram com o estudo realizado por Bezerra et al.
(2006), onde avaliaram o efeito do extrato hidroalcoolico de Chenopodium ambrosoides em
promastigotas de L. amazonensis, observando que o extrato induziu atividade leishmanicida
(Clsp=151,9 pg/mL).

De Queiroz et al. (2014) avaliaram o efeito antileishmanial do extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides sobre formas promastigotas de L. amazonensis e verificaram
atividade direta do extrato sobre as formas extracelulares do parasito, inibindo o crescimento
dos parasitos em 87,4% na concentragdo de 100 pg/mL.

O mecanismo de acdo de Chenopodium ambrosioides ainda ndo esta totalmente
esclarecido, mas sabe-se que ha uma associa¢do ao efeito imunomodulador. Em ensaios in vivo,

Cruz et al. (2007) demonstraram que o extrato bruto hidroalcoolico desta espécie promoveu o
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aumento do recrutamento celular para 6rgdos linfoides secundarios, além de estimular a
atividade macrofégica evidenciada pelo aumento da capacidade fagocitica da célula.

No municipio de Buriticupu, em Maranhdo, o uso das folhas de Chenopodium
ambrosioides sobre as lesGes causadas pela LC é bastante comum (MOREIRA et al., 1998).
Patricio et al. (2008), verificou que o tratamento intralesional com extrato bruto hidroalcoolico
de Chenopodium ambrosioides foi eficiente na infeccdo murina por L. amazonensis. Logo, 0s
resultados obtidos neste estudo parecem justificar o uso topico da planta popularmente utilizada
no tratamento de Ulceras causadas por Leishmania.

A espécie Equisetum arvense também inibiu significativamente a proliferacdo dos
parasitos, com Clspigual a 82,3 £ 1,5 pg/mL e efeito maximo de 51,8 %, sendo 1,2 vezes mais
seletivo para o parasito do que para o macrofago. Saeed, Hassan e Arteen (2014), também
identificaram atividade leishmanicida do extrato aquoso de Equisetum arvense, no entanto,
sobre as formas promastigotas de Leishmania tropica, no qual apresentou Clsp igual a 1,5
pg/mL. Além disso, os autores identificaram uma reducdo na concentragdo de proteinas,
carboidratos e acidos nucleicos totais nas promastigotas de L. tropica quando tratadas na
concentragdo de 1,5 pg/mL.

O extrato de Solanum paludosum tambeém induziu atividade leishamanicida,
apresentando Clsode 19,7 + 2,6 ng/mL, efeito maximo de 79,7 %, sendo 1,6 vezes mais seletivo
para o parasito do que para o macréfago, demonstrando-se mais eficaz e mais potente que 0s
demais extratos e os farmacos pentamidina e antimoniato de meglumina. E valido ressaltar que
a Clso verificada para os parasitos foi menor que a demostrada para os macréfagos.

Aragjo et al. (2019) avaliaram a atividade leishmanicida de flavonoides isolados de
Solanum paludosum, gossipetina 3,7,8,4'-tetra-O-metil éter (1) e kaempferol 3,7-di-O-metil éter
(3). No referido estudo, observou-se que os flavonoides (1) e (3) apresentaram atividade
significativa contra amastigotas de L. amazonensis, apresentando Clso de 23,3 £4,5 uM e 34,0
+ 9,6 uM, respectivamente. Logo, pode-se sugerir que a atividade leishmanicida apresentada
pelo extrato aquoso de Solanum paludosum pode estar relacionada também aos flavonoides
presentes nesta espécie vegetal.

Por fim, foi verificado atividade leishmanicida no extrato aquoso de Stryphnodendron
adstringes, no qual apresentou efeito maximo de 53,0 + 4,0% na inibicdo de amastigotas de L.
amazonensis, na concentracdo de 100 pg/mL. Ribeiro et al. (2014) ao avaliarem a atividade
antileishmanial de fragcbes do extrato de Stryphnodendron obovatum e alguns de seus
compostos isolados, observaram que o acido galico foi o composto mais eficaz contra

promastigotas de L. amazonensis, apresentando Clsg igual a 1,7 + 0,7 ug/mL. Além disso, 0s
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autores também identificaram atividade leishmanicida do extrato aquoso de Stryphnodendron
obovatum que apresentou Clsp igual a 26,2 = 0,4 ng/mL. Em paralelo a estes resultados, Lopes
et al. (2009) ao quantificarem os taninos presentes nas espécies Stryphnodendron polyphyllum,
Stryphnodendron obovatum e Stryphnodendron adstringens, verificaram que nesta Ultima
espécie em relacdo as outras duas, o &cido galico esteve presente em uma proporgao superior a
60%.

A Tabela 4 mostra os resultados da analise da atividade leishmanicida dos extratos e
farmacos controle sobre as formas amastigotas de L. chagasi. A partir dos resultados, foi
observado que das dez plantas avaliadas, a espécie Solanum paludosum induziu atividade

leishmanicida significativa.

Tabela 3 - Efeito leishmanicida de plantas da RENISUS, pentamidina, antimoniato de

meglumina e miltefosina contra amastigotas de Leishmania chagasi.

Substancia Clso (UM)? Efeito Maximo (%)® | indice de seletividade®
Pentamidina 22,1+ 1,6 pg/mL 66,4 + 3,7 *** 0,5
Antimoniato de meglumina >109,7 pg/mL 415+ 2,6 *** -
Miltefosina 5,6 £0,6 ng/mL 72,4 +0,7 ** >7,2
Chenopodium ambrosioides >100 pg/mL NA -
Copaifera langsdorffii >100 pg/mL NA -
Cynara scolymus >100 pg/mL NA -
Equisetum arvense >100 pg/mL NA -
Morus Alba >100 pg/mL NA -
Passiflora alata >100 pg/mL NA -
Polygonum acre >100 pg/mL NA -
Solanum paludosum 9,3+ 0,9 ug/mL 73,7 £ 3,8 *** 3,4
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Stryphnodendron adistrigins >100 pg/mL NA -

Vernonia spp. >100 pg/mL NA -
Fonte: AUTORA, 2019

+ erro padrdo em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de eficadcia méxima 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.

chagasi em relacdo a macréfagos da linhagem J774.A1.

O extrato de Solanum paludosum, assim como no ensaio de atividade leishmanicida
sobre as formas amastigotas de L. amazonensis, também demostrou atividade sobre L. chagasi,
no entanto, contra a espécie viscerotropica apresentou Clso inferior ao ensaio utilizando a
espécie dermotropica, sendo esta, igual 2 9,3 + 0,9 pg/mL. Quanto ao efeito maximo, o resultado
assemelha-se ao demonstrado na tabela 3, 73,7 £ 3,8 %, entretanto, fora 3,4 vezes mais ativo
contra o parasito do que contra a célula hospedeira. Além disso, a Clso verificada para 0s
parasitos foi menor que a concentracao citotdxica nos macréfagos.

Martins (2013), ao estudar o efeito leishmanicida de Solanum lycocarpum, uma espécie
pertencente a0 mesmo género de Solanum paludosum, sobre promastigotas de Leishmania
infantum, observou que as fragcbes contendo os glicoalcaloides solasonina e solamargina
constituintes resultantes do metabolismo secundéario de Solanum lypocarpum, demonstraram
atividade leishmanicida sobre esta espécie, no entanto, as fracdes que ndo possuiam estes
metabolitos ndo apresentaram atividade antipromastigota.

O glicoalcaloide solamargina também pode ser encontrado na espécie Solanum
paludosum (VAANANEN, 2007), portanto, pode-se sugerir que a atividade demonstrada sobre
amastigotas da espécie L. chagasi, que assim como L. infantum causam LV, pode estar

relacionada a presenca nao sé dos flavonoides, mas também do glicoalcaloide solamargina.

5.3 Dosagem de dxido nitrico

O NO possui papel fundamental no sistema imunoldgico, particularmente, por
apresentar atividade antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral e antitumoral (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). Diante disto, é de fundamental importancia pesquisar e avaliar
substancias imunomoduladoras, capazes de induzir o aumento de NO, auxiliando o préprio

sistema imune destruir quaisquer que seja 0 microorganismo.
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Com o objetivo de determinar a possivel atividade imunomoduladora dos produtos
naturais em questdo, associada a liberagdo de NO, determinou-se a concentracdo de nitrito no
sobrenadante de culturas de macrofagos infectados com L. amazonensis (Figura 24) e L.
chagasi (Figura 25) tratados com o0s extratos.

A figura 24 apresenta o perfil dos niveis de nitrito nas culturas de macrofagos infectados
com as formas amastigotas de L. amazonensis tratadas com os extratos estudados; ap6s analise
dos dados obtidos, foi possivel observar que dos dez produtos naturais avaliados, cinco
induziram significativamente o aumento de NO de forma acentuada (Cynara scolymus,
Passiflora alata, Polygonum acre, Stryphnodendron adstringens e Solanum paludosum) e um
de forma mais branda (Copaifera langsdorffii). Esses achados podem sugerir que a atividade
leishmanicida de Solanum paludosum sobre L. amazonensis pode estar associada também ao

efeito imunomodulador, evidenciado pelo aumento indireto dos niveis de NO.

Figura 24 - Efeito de plantas da RENISUS, pentamidina, antimoniato de meglumina e
miltefosina no aumento dos niveis de nitrito em cultura de macréfagos infectados com

amastigotas de L. amazonensis.
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Ap0s a analise dos dados obtidos, nota-se na figura 25 que dos dez produtos naturais
avaliados, trés induziram significantemente o aumento dos niveis de nitrito em cultura de
macrofagos infectados com L. chagasi, sendo eles: Chenopodium ambrosioides, Equisetum
arvense e Stryphnodendron adstringens. Logo, prediz-se que ha inducdo do aumento de NO
por estas plantas na concentragdo de 100 pg/mL.

Vale salientar que nenhum dos farmacos utilizados neste ensaio (pentamidina,
miltefosina e antimoniato de meglumina) apresentaram efeito indutor no aumento da
concentracdo de nitrito nas culturas de macréfagos infectados com ambas as espécies de

Leishmania.

Figura 25 - Efeito de plantas da RENISUS, pentamidina, antimoniato de meglumina e
miltefosina no aumento dos niveis de nitrito em cultura de macro6fagos infectados com

amastigotas de L. chagasi.
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Fonte: AUTORA, 2019

Apesar de induzirem o aumento significativo de nitrito nas culturas, a maiorias dos

produtos naturais ndo apresentaram efeito leishmanicida, isso pode estar relacionado ao fato de
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que nem sempre a presenca de NO serd determinante para promover a ac¢do leishmanicida,
sendo necessario outras vias capazes de provocar a morte do parasito.

Um exemplo disso, € o que acontece com o composto S-nitrosoglutationa (GSNO),
pertencente a familia de doadores de NO denominada S-nitrosotiois. Apesar de ser um doador
de NO, o efeito do GSNO sobre formas promastigotas de L. amazonensis deve-se a S-trans-
nitrosacdo de proteinas do parasito e ndo a liberagdo de NO (DE SOUZA et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que, dos dez produtos naturais testados, apenas
Solanum paludosum induziu efeito deletério aos macréfagos da linhagem J774.A1, com Clso
igual a 31,7 £ 0,1 ug/mL e efeito méximo de 99,9 + 0,1 %.

Além disso, Stryphnodendron adstringens, Equisetum arvense, Solanum paludosum e
Chenopodium ambrosioides apresentaram efeito leishmanicida significativo sobre as formas
amastigotas de L. amazonensis. A espécie Solanum paludosum também induziu atividade
leishmanicida significativa contra as formas amastigotas de L. chagasi, demonstrando mais
eficacia contra esta espécie.

A dosagem indireta de NO demonstrou que Cynara scolymus, Passiflora alata,
Polygonum acre, Stryphnodendron adstringens, Solanum paludosum e Copaifera langsdorffii
sdo importantes indutoras do aumento dos niveis de nitrito nas culturas de macrofagos
infectados com L. amazonensis e Stryphnodendron adstringens, Equisetum arvense e
Chenopodium ambrosioides induziram o aumento indireto de NO nas culturas de macrofagos
infectados com L. chagasi.

Assim, em resumo, os resultados obtidos neste estudo destacam o potencial
leishmanicida in vitro das espécies Stryphnodendron adstringens, Equisetum arvense, Solanum
paludosum e Chenopodium ambrosioides, contribuindo para o suporte a pesquisa de produtos
naturais ativos contra parasitos de Leishmania spp., expandindo a busca por novas opg¢des
terapéuticas no tratamento da leishmaniose.

Isto abre perspectivas para uma investigacdo mais detalhada acerca do mecanismo de
acdo desses produtos naturais, e, por fim, a viabilizacdo de estudos fitoquimicos e bioldgicos
para o isolamento e identificacdo de novos esqueletos moleculares que possam ser Uteis na

concepcao de moléculas ativas contra Leishmania spp.
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