UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — CAMPUS DE CASCAVEL

CENTRO DE CIENCIAS MEDICAS E FARMACEUTICAS — CCMF
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS — PCF

AVALIACAO DAS ATIVIDADES TRIPANOCIDA, LEISHMANICIDA E
IMUNOMODULADORA DE EXTRATOS DE SEMENTES DE Lonchocarpus

cultratus

FERNANDA WEYAND BANHUK

CASCAVEL
2020



FERNANDA WEYAND BANHUK

AVALIACAO DAS ATIVIDADES TRIPANOCIDA, LEISHMANICIDA E
IMUNOMODULADORA DE EXTRATOS DE SEMENTES DE Lonchocarpus

cultratus

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Oeste do Parana, campus
de Cascavel, em cumprimento parcial aos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas na linha de pesquisa
Prospeccdo de Microrganismos e Substancias
Bioativas com Aplicacdes Biotecnoldgicas e em
Saude.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Andrade Menolli

Coorientadora: Thais Soprani Ayala

CASCAVEL - PR
2020



BIOGRAFIA RESUMIDA

Fernanda Weyand Banhuk, natural de Guarapuava, Parana, Brasil, nascida em 18 de
dezembro de 1993, graduou-se em Farmacia pela Universidade Estadual do Centro-
Oeste — UNICENTRO, campus Cedeteg, em dezembro de 2015. Ingressou no
Programa de PoOs-Graduacdo Lato Sensu — Residéncia Farmacéutica em Analises
Clinicas em marco de 2016, finalizando-o em fevereiro de 2018. Em marco de 2018,
iniciou as atividades como aluna do Programa de Pds-Graduacado Stricto Sensu em
Ciéncias Farmacéuticas. Trabalhou como farmacéutica na Unido Oeste Paranaense
de Estudos e Combate ao Cancer - UOPECCAN - em Cascavel, Parana, Brasil, entre
maio de 2018 e julho de 2018. Atualmente, é bolsista do programa pela CAPES e
desenvolve projeto experimental de dissertacao junto a linha de pesquisa Prospeccao
de Microrganismos e Substancias Bioativas com Aplicacdes Biotecnoldgicas e em

Saude, orientada pelo Dr. Rafael Andrade Menolli.



“Posso todas as coisas por meio de Cristo, que me da forcas.”
Filipenses 4:13



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus, pois Dele, por Ele e para Ele séo todas as coisas.
A Ele seja toda a gléria para sempre!

A minha familia — meus pais e irmaos, que estiveram ao meu lado ndo medindo
esforcos para que eu estivesse realizando este trabalho, e que sempre vibraram com
as minhas conquistas.

Ao meu av0, que sempre foi a minha maior inspiracao e fonte de sabedoria,
com o qual pude ter a honra de conviver, mesmo com a distancia, até o fim deste
trabalho.

Ao meu namorado, pela leveza, paz e forca transmitida.

Ao meu orientador e as minhas amigas do laboratério, por terem sido
fundamentais em todo o processo de aprendizagem e crescimento.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e a Seu filho, Jesus Cristo. Foi por meio Deles que tudo se tornou
possivel. Foi durante os dois anos de mestrado que busquei conhecé-los diariamente
e tive a graca de encontra-los sempre. Por todo amor e forca.

A minha m&e Mariza, por ser o exemplo de mulher forte e determinada e por sempre
estar ao meu lado. Por todo apoio durante a minha vida, por sempre acreditar em mim
e na minha capacidade. Por me inspirar, me amar e me dar forcas todos os dias,
mesmo de longe.

Ao meu pai Osmar Sérgio, por toda dedicagdo e amor. Por sempre acreditar em mim
e me ajudar em tudo. Por permanecer forte mesmo nos momentos mais dificeis. Por
também ser minha inspiragéo e razéo.

Aos meus irmaos Bruno e Ana Julia, que sdo meus mais novos pilares. Por toda
compreensao, por estarem ao meu lado em todos os momentos. Por ndo medirem
esforcos para que isso se tornasse possivel. Por permanecerem fortes o suficiente ao
meu lado para que eu pudesse concluir esse trabalho.

Ao meu avé Egon Weyand, por ter sido a pessoa mais incrivel e sdbia que eu pude
conhecer. Por todas as memarias que deixou.

Ao meu namorado Alex, pela companhia, por embarcar na aventura que foi adotar o
Trovao. Pela paz nos momentos de tempestade. Por me inspirar a ser melhor a cada
dia. Pela dedicacao, leveza e amor.

Ao meu orientador Rafael Andrade Menolli, pela confianca, competéncia, sabedoria,
paciéncia, apoio e dedicacao. Por proporcionar todo o aprendizado e experiéncia. Sou
muito grata por té-lo como professor e orientador.

A minha coorientadora Thais Soprani Ayala, pela inspiracdo, amizade e alegria. Pelas
ideias e experiéncias compartilhadas durante os dias de experimento e pelos
momentos de distracdo e comemoracdes.

A minha amiga e dupla de laboratério Izabela Virginia Staffen, por todos 0os momentos
gue compartilhamos. Pela confianga, sabedoria, paciéncia e amizade. Por todos os
fins de semana de experimentos. Por ter sido minha companheira de leitura de laminas
e contagens durante as longas tardes no laboratério e por ter proporcionado tantos
momentos felizes e engracados. Por ter permanecido ao meu lado me dando forgas
sempre.

As minhas amigas Janaina e Claudia, pela companhia diaria, por todas as conversas,
cafés, chas, bolos, almocos e comemoracdes. Por me proporcionarem tantos
momentos de alegria e paz durante os ultimos dois anos.

As minhas amigas Ana Paula, Karen, Dayane, Taimara e Taise, pela amizade, por
todo apoio e incentivo e por estarem presentes sempre que possivel.

Ao apoio financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), sem o qual este trabalho ndo poderia ter sido realizado. A
coordenacdo do Programa de Ciéncias Farmacéuticas (PCF) e a Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE).



AVALIAQAO DAS ATIVIDADES TRIPANOCIDA, LEISHMANICIDA E
IMUNOMODULADORA DE EXTRATOS DE SEMENTES DE Lonchocarpus
cultratus

RESUMO

A doenga de Chagas e a leishmaniose mostram a necessidade constante da
busca de novos medicamentos que sejam mais eficientes e seguros para o
tratamento. Ampliar o conhecimento acerca da citotoxicidade e do potencial de
espécies vegetais € de fundamental importancia, a fim de se obter novas opc¢bes
terapéuticas. As plantas do género Lonchocarpus estdo dentre as plantas com alto
potencial medicinal devido a grande variedade de componentes bioativos,
apresentando diferentes atividades bioldgicas, incluindo as atividades tripanocida e
leishmanicida. A espécie Lonchocarpus cultratus (L. cultratus) apresenta em sua
composicdo chalconas, como a lonchocarpina e a isocordoina, esteroides e terpenos.
Por ndo existirem muitos trabalhos a respeito da sua atividade antiparasitaria, o
presente trabalho teve como objetivo investigar a citotoxicidade e a acdo sobre a
imunomodulacédo dos macréfagos e contra os parasitas Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
e Leishmania amazonensis (L. amazonensis) de extratos obtidos das sementes de L.
cultratus in vitro, visando seu uso in vivo. Quando avaliados pela metodologia
colorimétrica de reducgédo do sal de tetrazolium MTT a formazan, os extratos hexanico
e metanodlico de L. cultratus (LHS e LMS, respectivamente) ndo apresentaram
citotoxicidade em macréfagos murinos e o extrato diclorometanico de L. cultratus
(LDS) foi citotéxico nas concentracdes mais altas. Os trés extratos ndo estimularam a
liberacdo de Oxido nitrico, nem inibiram essa liberacdo em macréfagos estimulados
por lipopolissacarideo (LPS). Os extratos LDS e LMS foram os que apresentaram
maior atividade contra as formas T. cruzi testadas, em suas concentracées mais altas,
com valores proximos ao observado pelo Benzonidazol, medicamento utilizado no
tratamento da doenca de Chagas. Os trés extratos apresentaram atividade
significativa sobre o indice de internalizacdo de amastigotas de T. cruzi. Os extratos
LDS e LHS foram os que se apresentaram mais ativos contra as formas promastigotas
e amastigotas de L. amazonensis, com valores proximos do encontrado para o
Glucantime®, controle positivo de tratamento. Por ter sido citotoxico para os
macrofagos murinos, o LDS apresentou baixos indices de seletividade para ambos os
parasitas. Os trés extratos néo estimularam a liberacédo da interleucina 1l-beta e da
interleucina 10 (IL-1p e IL-10, respectivamente) e, uma vez que nao alteraram a
liberacdo de NO, sugere-se que exerceram atividade antiparasitaria direta sobre os
parasitas. Ha a necessidade da realizacéo de ensaios mais aprofundados e de buscar
conhecer os mecanismos pelos quais 0s extratos exercem essas ac¢oes, a fim de se
obter uma alternativa terapéutica potencial para as patologias tratadas neste estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Chagas, leishmanioses, extratos naturais, atividade
anti-T.cruzi, atividade anti-Leishmania



EVALUATION OF TRIPANOCIDAL, LEISHMANICIDAL AND
IMMUNOMODULATORY ACTIVITIES OF Lonchocarpus cultratus SEED
EXTRACTS

ABSTRACT

Chagas disease and leishmaniasis expose the need for searching more effective and
safer new medicinal drugs. To broaden the knowledge about cytotoxicity and the
potential of plant species is of utmost importance to obtain new therapeutic options.
Plants of the genus Lonchocarpus have high medicinal potential due to the wide variety
of bioactive components, presenting different biological activities, including
trypanocidal and leishmanicidal activities. Lonchocarpus cultratus (L. cultratus)
species features chalcones as lonchocarpine and isocordoin, steroids, and terpenes.
The lack of studies on antiparasitic activity has propeled this research to investigate
cytotoxicity, the action on the immunomodulation of macrophages, and the response
against two parasites: Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and Leishmania amazonensis (L.
amazonensis). The extracts were obtained from the seeds of L. cultratus in vitro,
focusing on in vivo use. When evaluated by the colorimetric methodology of reducing
MTT tetrazolium salt to formazan, the hexanic and methanolic extracts of L. cultratus
(LHS and LMS respectively) did not show cytotoxicity in murine macrophages. The
dichloromethane extract of L. cultratus (LDS) was cytotoxic at the highest
concentrations. The three extracts neither stimulate the release of nitric oxide nor
inhibit it in macrophages under lipopolysaccharide (LPS) stimuli. The LDS and LMS
extracts presented the highest activity against the tested T. cruzi forms, in their highest
concentrations, with values close to those observed for Benzonidazole, used for the
treatment of Chagas disease. The three extracts showed significant activity on the
infection rate of T. cruzi amastigotes. The LDS and LHS extracts were the most active
against the promastigote and amastigote forms of L. amazonensis, with values close
to that found for Glucantime®, a positive treatment control. LDS showed low rates of
selectivity for both parasites, as it was cytotoxic to murine macrophages. The three
extracts did not stimulate the release of interleukin 1-beta and interleukin 10 (IL-18 and
IL-10, respectively). Since they did not alter the release of NO, they may have exerted
direct antiparasitic activity on parasites. There is a need to perform more in-depth tests
to know the mechanisms by which the extracts exercise these actions, in order to
obtain a potential therapeutic alternative for the pathologies treated in this study.

KEYWORDS: Chagas disease, leishmaniasis, natural extracts, anti-T.cruzi activity,
anti-Leishmania activity.
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1. INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo consideradas um grande
problema de saude publica, que afeta principalmente populacdes em situacdes
precarias de vida. Dentre as DTN’s estdo a Doenca de Chagas (DC), também
conhecida como Tripanossomiase Americana, resultante da infec¢cdo causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), e a Leishmaniose, uma
antropozoonose que compde um espectro de doencas causadas por protozoarios do
género Leishmania.

Esse grupo de doencas esta distribuido mundialmente em regides tropicais e
subtropicais, com a capacidade de se adaptar a diferentes ecossistemas e acometer
diferentes espécies de mamiferos, incluindo o homem.

Descrita pela primeira vez ha mais de 100 anos pelo cientista brasileiro Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas (1879-1934), a doenca de Chagas € inicialmente uma
doenca silenciosa, que se desenvolve em dois estagios: fase aguda e fase cronica. A
fase cronica da doenca de Chagas se subdivide em assintoméatica (indeterminada) e
sintomatica. Cerca de 30-40% dos pacientes crénicos assintomaticos evoluem para
sintométicos.

Entre os mecanismos primarios de transmissao aos seres humanos estao: via
vetor, transfus@o de sangue e 6rgdos, transmissao oral, placentaria (ou congénita) e
através do canal de parto no momento do nascimento.

A transmissdo vetorial da doenca de Chagas ocorre, classicamente, pelo
contato com as fezes do inseto vetor contaminadas com parasitas, apos este ter se
alimentado com o sangue do hospedeiro; ao penetrar no hospedeiro vertebrado, os
parasitas se multiplicam em uma enorme variedade de células nucleadas, onde
desenvolvem-se.

Ja as doencas causadas pelo género Leishmania sdo capazes de afetar a pele,
mucosas e 6rgaos internos. Estes protozoarios sdo parasitas intracelulares
obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear. Apresentam-se em duas
formas morfoldgicas principais durante seu ciclo de vida: promastigota, encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor; e amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados. A transmissao ocorre atraves da picada do flebotomineo infectado.

A doenca de Chagas e as leishmanioses tém elevada incidéncia e ampla
distribuicdo geogréfica nas Américas e continuam sendo um desafio para os

programas nacionais e regionais, que requerem um grande esforco técnico, operativo
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e politico para manterem o desenvolvimento sistematico de a¢bes de vigilancia,
prevencao e controle dessas patologias.

Além disso, observa-se uma limitada disponibilidade de medicamentos para o
tratamento dessas doencas e, ainda, os medicamentos disponiveis apresentam
diversos efeitos adversos e toxicos, além de dificil administracdo e altas taxas de
intolerancia pelos usuarios.

Assim, a pesquisa por novas drogas antiparasitarias contra diferentes formas
de T. cruzi e de Leishmania, com menor toxicidade para o usuario, se torna
necessaria. Nesse sentido, a biodiversidade de espécies vegetais brasileiras pode ser
considerada como fonte dessas substancias, ja que apresenta elevada quantidade de
compostos bioativos.

Dentre as plantas com alto potencial medicinal, as do género Lonchocarpus
destacam-se por apresentarem componentes quimicos bioativos que podem exercer
diversas atividades bioldgicas, incluindo a atividade anti-Trypanossoma cruzi. A
revisdo bibliografica mostra que a espécie Lonchocarpus cultratus (L. cultratus) &
pouco estudada e, por isso, dentro desse contexto e dando continuidade aos estudos
do grupo de pesquisa, optou-se por verificar se 0s extratos obtidos das sementes de
L. cultratus exercem essa atividade e, ainda, verificar seu potencial como
leishmanicida e imunomoduladora, além de caracterizar seus constituintes e avaliar a

citotoxicidade desses extratos.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é avaliar a citotoxicidade, a acdo e a atividade

imunomoduladora dos extratos hexanico, diclorometanico e metandlico obtidos das

sementes de Lonchocarpus cultratus contra os parasitas Trypanossoma cruzi e

Leishmania amazonenses, além investigar os possiveis mecanismos envolvidos

nessas atividades.

2.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a citotoxicidade dos extratos obtidos das sementes de
Lonchocarpus cultratus sobre macrofagos peritoneais de Balb/C;

Analisar a producdo de oxido nitrico (NO) por macréfagos peritoneais
estimulados pelos extratos;

Analisar a inibicdo da liberacdo de NO pelos extratos em macrofagos
peritoneais estimulados pelo lipopolissacarideo (LPS) bacteriano;

Analisar a atividade dos extratos sobre as formas tripomastigota e
amastigota de Trypanossoma cruzi in vitro;

Analisar a atividade dos extratos sobre as formas promastigota e amastigota
de Leishmania amazonensis in vitro;

Analisar a secrecao de interleucina 18 e de interleucina 10 (IL-13 e IL-10)
por macriéfagos peritoneais previamente infectados por Leishmania

amazonensis e estimulados pelos extratos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Doencas tropicais negligenciadas

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define as Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) como doencas tropicais endémicas e epidémicas cronicas,
que tém um impacto negativo significativo sobre a vida das populacdes pobres,
permanecendo criticamente negligenciadas na agenda global de saude publica
(PAHO/WHO, 2018). Compdem um grupo de doengas causadas por agentes
infecciosos ou parasitas e, juntas, afetam de 2 a 7 bilhGes de pessoas que vivem com
menos de U$ 2 dolares por dia, causando milhdes de mortes e condi¢bes de invalidez
anualmente (VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015). Esse grupo de doencas
traz graves consequéncias econdmicas, psicolégicas e sociais, que incapacitam
milhdes de pessoas atingidas (DIAS e DESSQOY, 2013).

A razao pelo maior acometimento da populacéo de paises subdesenvolvidos &
consequéncia do processo desigual de desenvolvimento econdmico mundial, haja que
a prevaléncia das DTNSs esta diretamente ligada a dificuldade de desenvolvimento da
comunidade, a marginalizacdo e pobreza extrema (VASCONCELOS; KOVALESKI;
JUNIOR, 2015).

A maioria das DTNs apresenta baixo indice de mortalidade, contudo, desfigura
ou incapacita o paciente acometido. O impacto que estas consequéncias tém na
populacdo pode ser determinado, para cada doencga, pelo indice “Anos de Vida
Ajustado por Incapacidade”, do inglés, Disability Adjust Life Years (DALYS), calculado
a partir da soma dos anos de vida perdidos devido a morte prematura e/ou
incapacitacdo dos doentes que poderiam gerar o desenvolvimento econémico de sua
regido (VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015).

Apesar dos prejuizos causados pelas DTNSs, o financiamento que existe para
pesquisas nesse ambito ndo resulta em avancos terapéuticos. Isso ocorre devido a
pequena relevancia que a industria farmacéutica proporciona a esse objeto de estudo,
motivada pelo baixo retorno lucrativo, visto que a populacdo atingida por essas
doencas € de baixa renda e, em geral, presente nos paises em desenvolvimento
(BAKER et al.,, 2010; CONTEH; ENGELS; MOLYNEUX, 2010; DECIT, 2010;
GYAPONG et al., 2010; LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010).

Segundo lista da OMS (PAHO/WHO, 2017), existem 21 DTNs em todo o
mundo, sendo que cada pais possui pelo menos uma delas de forma endémica. As

infec¢cdes podem ser causadas por virus, bactérias, protozoarios ou helmintos. Dentre
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as patologias causadas por protozoarios estdo a Doenca de Chagas e a Leishmaniose
(VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015; PAHO/WHO, 2018).

Estima-se que no mundo existam oito milhdes de pessoas infectadas pelo T.
cruzi, sendo 5,7 milhGes de pessoas em 21 paises da América Latina. Além disso,
calcula-se que 70 milhdes de pessoas estejam em risco de contrair a doenca (DNDI,
2017).

Quanto a leishmaniose, estima-se que esta afeta atualmente pelo menos 12
milhdes de pessoas, com uma incidéncia estimada de 2 milhbes de novos casos
anuais (1,5 milhdo de leishmaniose cutanea e 500.000 de forma visceral) em 88
paises (WHO, 2017).

3.2. Doencgade Chagas

A Doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana,
€ causada pelo protozoario flagelado T. cruzi (WHO, 2017), tendo sido descrita pela
primeira vez em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1879-
1934).

Mesmo com 0s avangos no controle da doenca em paises endémicos, mais de
um século apés esta descoberta, a enfermidade se mantém como um processo
morbido e relevante para a saude publica de diversos paises no mundo,
principalmente de regides tropicais com baixo desenvolvimento social (OPAS, 2009).

O agente etiologico da doenca de Chagas, o T. cruzi, € transmitido
principalmente (mais de 80% das infec¢Bes registradas) por insetos hemiptera —
triatomineos -, que tém nomes diferentes em diferentes lugares nas Américas:
“barbeiro”, vinchucas”, “pitos”, “chirimachas” entre outros (ARGOLO et al., 2008;
PAHO, 2019).

Dentro desta subfamilia de insetos hematofagos, a maioria dos casos da
doenca de Chagas sdo atribuiveis as seguintes espécies domésticas, sendo 0s
principais vetores para a transmissdo do parasita: Rhodnius prolixus, Triatoma
dimidiata e Triatoma infestans (GALVAO; CARVALHO; ROCHA, 2003; COURA, 2015;
VASCONCELOS; KOVALESKI; JUNIOR, 2015; PAHO, 2019).

O T. cruzi tem como principal caracteristica estrutural a presenca de um flagelo
e ciclo de vida com diversas morfologias, denominadas como: tripomastigota
sanguicola, epimastigota, tripomastigota metaciclica e amastigota, representadas na
figura 1 (FIOCRUZ, 2009; CDC, 2019).



16

Figura 1 Mlcroscopla Optica das diferentes formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A) Formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi; B) Formas epimastigotas de T. cruzi; C) Formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi; D) Formas amastigotas de T. cruzi. Fonte: CARVALHO, 2020 adaptado.
Disponivel em: <http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/> Acesso em 27/01/2020.

A forma tripomastigota é alongada e o flagelo se estende por toda a célula e
torna-se livre somente na porcdo anterior. E encontrada na circulagio sanquinea do
hospedeiro vertebrado — tripomastigota de corrente sanguinea (Figura 1 a), podendo
estar presente também nos espagos intersticiais celulares, no liquido
cefalorraquidiano, leite, esperma e em culturas celulares laboratoriais. As formas
tripomastigotas sdo chamadas de tripomastigotas metaciclicas (Figura 1 c) quando
liberadas nas fezes do vetor, sendo responsaveis entao, pela infeccdo do hospedeiro
vertebrado (ARGOLO et al., 2008).

A forma epimastigota (Figura 1 b) também é alongada, mas com o flagelo livre.
Esta é a forma de replicagdo no vetor, que se encontra no intestino médio do inseto e
nos meios liquidos de culturas laboratoriais (REY, 2001). A forma amastigota (Figura
1 d) é arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que nao se exterioriza. Esta é a
forma de replicacdo nas células do hospedeiro vertebrado e pode estar presente nas
células das fibras musculares estriadas, nas lisas, no sistema fagocitico mononuclear
e nas culturas celulares (LANA e TAFURI, 2000).
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O ciclo de vida do protozoario T. cruzi e as respectivas formas morfolégicas

celulares estdo representados na Figura 2.

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
nseto ingere sangue, depostando
Iripomastigotas metacichcos que entram @0 Tripomastigotas metacicicos penetram vérios

lipos celulares no local de entrada. Dentro das

células, se transformam em amastigotas
tripomastiaotas metacicicos

no intestino posterior

multiplicam no intestino @
% Ingeto s& nutre de sangue

epmmastigotas no (tripomastigotas lngendos)/

R f“ﬂ \/®

‘S

Amastigotas se multiphcam por
Tripomastiaotas fiss&0o binéria dentro das células
podem infectar outras dos tecidos infectados
celulas e se transformar em

amastiqotas intraceldares

em novos locais

Amastigotas intracelulares
se transformam em tripomastigotas,
que entram nNo sangue ao
estourarem as células

Figura 2 Ciclo de vida de Trypanossoma cruzi, causador da doenca de Chagas. Fonte: Adaptado de
CDC’s Centers for Disease Control and Prevetion (CDC, 2019). Disponivel em:
<https://lwww.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html> Acesso em 27/01/2020.

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando um inseto vetor triatomineo
infectado, ao se alimentar do sangue do hospedeiro vertebrado, elimina em suas fezes
e urina o parasita na forma tripomastigota metaciclica. Estas entram no hospedeiro
através da ferida da picada ou de membranas mucosas intactas, como por exemplo,
a conjuntiva. Dentro do hospedeiro, as tripomastigotas invadem as células proximas
ao local de inoculacéo, onde se diferenciam em amastigotas intracelulares, capazes
de multiplicarem-se por diviséo binaria (CDC, 2019).

As amastigotas multiplicam-se no interior dos macréfagos e em diversos
orgaos, com predominancia do baco, figado, linfonodos, tecido conjuntivo interstical,
miocardio ou musculo esquelético (COURA, 2003; SANCHEZ-GONZALEZ, et al.,
2016; ROWE et al., 2017). Quando as celulas estdo repletas dessas formas, estas se
diferenciam em tripomastigotas, que com a ruptura da célula hospedeira, disseminam-
se pela circulagdo como tripomastigotas de corrente sanguinea. Essas tripomastigotas
sao capazes de infectar uma variedade de tecidos e Orgaos e de se transformarem
em amastigotas intracelulares em novos locais de infec¢do. Se o individuo ou animal

infectado é picado pelo vetor, as tripomastigotas em seu sangue podem ser



18

transmitidas ao inseto. No intestino médio do inseto, as tripomastigotas ingeridas se
transformam em epimastigotas. As epimastigotas multiplicam-se neste local e
diferenciam-se novamente em formas infectantes (tripomastigotas metaciclicas) que
sao eliminadas junto com as fezes e a urina do vetor, fechando assim o ciclo (COURA,
2003; FIOCRUZ, 2009; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2016; ROWE et al., 2017; CDC,
2019).

Outras vias menos comuns de transmissao incluem transfusfes de sangue,
transplante de orgdos, transmisséo transplacentéria e a transmissao pela via oral
(COURA, 2007; 2015; CDC, 2019).

Com o controle da transmisséo vetorial da doenca de Chagas no Brasil por seu
principal vetor, o Triatoma infestans, a transmisséo oral de T. cruzi vem ampliando a
sua relevancia epidemioldgica, em especial nos contextos da Regido Amazbnica
(DIAS, 2016). O mecanismo de transmissao oral de T. cruzi se d& principalmente por
meio da ingestdo das fezes ou urina de triatomineos ou, ainda, de triatomineos
infectados na hipétese de que sejam processados junto com alimentos ou bebidas
(COURA, 2007; 2015; DIAS, 2016).

A doenca de Chagas se desenvolve em diferentes estagios (TARLETON, 2011;
GRANJON et al., 2016). Pode ser sintomatica ou assintomatica, sendo que cerca de
90% dos pacientes sdo assintomaticos (BRENER et al., 2000). Seguida a exposicéo
ao T. cruzi, depois da infec¢do e incubacao (que na transmisséo vetorial pode ser de
1 a 2 semanas), inicia-se a fase aguda da doenca (GRANJON et al, 2016).

A grande maioria dos individuos infectados com T. cruzi parece controlar, mas
nao elimina completamente a infec¢do. Infeccbes agudas graves podem ocorrer
guando o nivel de parasitas circulantes no paciente € alto (aparentemente em alguns
surtos de infeccao oral) ou nos imunossuprimidos (TARLETON, 2011). Nesses casos,
miocardite e/ou meningoencefalite sdo comuns e podem ser letais. Caso contrario, 0s
sintomas do estagio agudo sdo geralmente raros ou benignos (por exemplo, febre,
glandulas linfaticas inchadas, cefaleia e artralgia) (TARLETON, 2011; GRANJON et
al, 2016). No local da picada do inseto, ocasionalmente pode ocorrer uma reacao
inflamatoria a penetracdo do parasita, com edema cutaneo ou de mucosa, conhecido
como “chagoma de inoculagao”, que sao lesdes furunculdides, ndo supurativas, em
membros, tronco e face, que quando ocorrem nos olhos, denominam-se “sinal de
Romafa” (conjuntivite unilateral) (COURA, 2003; TARLETON, 2011; COURA, 2015;
GRANJON et al., 2016).
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A transicdo para uma infec¢éo crbnica relativamente assintomatica (também
chamada de “fase indeterminada”) € marcada pela geragdao de um poderoso controle
imunologico da infeccdo e uma consequente diminuicdo dos niveis de parasitas. Os
parasitas ndo apenas se tornam menos abundantes em face das respostas imunes
em desenvolvimento, como também se limitam a apenas certos tecidos do hospedeiro
(musculo, gordura e sistema nervoso) - ndo por consequéncia, também aos locais de
eventual doenca (TARLETON, 2011).

Cerca de 70% dos pacientes cronicos tém a forma indeterminada da doencga
de Chagas e nunca desenvolverdo complicacfes clinicas graves (RASSI, A. J,;
RASSI, A.; MARIN-NETO, 2010). No entanto, cerca de 30% poderao evoluir para uma
de suas trés principais formas: forma cardiaca, com miocardite cronica, insuficiéncia
cardiaca e eventualmente morte subita por arritmia cardiaca; forma digestiva, com
megaesdfago e megacoélon; ou forma mista, com cardiopatia e "megas"
simultaneamente; estes, apés um periodo de laténcia variando de 10 a 30 anos,
dispdem de risco de vida (COURA, 2003; GRANJON et al., 2016).

A cardiopatia chagasica crbnica é a forma clinica sintomatica mais corriqueira
da doenca de Chagas. Ocorre em aproximadamente 20 a 40% das pessoas infectadas
e € uma condicao potencialmente letal (FERREIRA et al., 2016). As lesdes cardiacas
sao primariamente inflamatoérias e secundariamente degenerativas (DIAS et al., 2016).

O sistema imunoldgico inato parece ter um papel fundamental em pelo menos
dois aspectos importantes da doenca de Chagas: no controle da replicacdo parasitaria
e na disseminacao nos tecidos do hospedeiro; e no processo inflamatério nos tecidos
hospedeiros infectados, que é uma das principais causas de dano tecidual e disfungéo
organica (JUNQUEIRA et al., 2010).

Quando a forma amastigota estd nas células dos tecidos, multiplica-se,
formando pseudocistos que se rompem, levando a uma reacao inflamatéria, necrose,
destruicdo neuronal e fibrose. Os antigenos liberados pelo parasita ligam-se a
superficie das células vizinhas, que se tornam alvos de resposta imune celular e
humoral. Toda vez que o ciclo se reinicia, perpetua-se o processo, provavelmente por
um mecanismo autoimune com a participacéo do parasita ou seus antigenos (COURA,
2003).

Assim, apos intensa replicacdo nos tecidos do hospedeiro vertebrado na fase
aguda, as diversas moléculas expressas pelas formas tripomastigotas e amastigotas
induzem a producdo de citocinas pro-inflamatérias como interferon-y (IFN-y),

Interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral-a (TNFa) que, quando produzidas
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em niveis adequados, estdo associadas a um fenétipo de resisténcia (ANTUNES e
CARDONI, 2000; LOURDES, 2013).

Durante a resposta imune adaptativa na doenca de Chagas, a ativacdo de
células B levando a producdo de niveis substanciais de anticorpos e a ativacdo
adequada de linfocitos T CD4+ e CD8+ sdo essenciais para a diminuicdo de
parasitemia na fase aguda e controle da infeccdo na fase cronica (ROTTENBERG et
al., 1993, GAZZINELLI e DENKERS, 2006; LOURDES, 2013).

Na fase crbnica, a patogenia da doenca de Chagas é mais complexa. Ha duas
teorias: a primeira atribui a miocardiopatia chagasica crénica a multiplos fatores,
como: imunodepressao, fibrose e dilatacdo da microvasculatura associadas a uma
resposta inadequada do hospedeiro; a segunda, alternativamente, corresponde ao
modelo histotrépico-clonal, o qual procura relacionar a variabilidade genética do T.
cruzi com a patogenia da doenga (COURA, 2003).

No Brasil, estima-se que havia de 2 a 3 milhdes de individuos infectados em
2013, dos quais 600.000 apresentavam complicacbes cardiacas e/ou
gastrointestinais. A doenca é responsavel por aproximadamente 6.000 Obitos por ano
no territério brasileiro, ou seja, 0,6% de todas as mortes ocorridas no pais (BARROS
e MARKMAN, 2014; MARTINS-MELO, 2014).

O tratamento da doenca de Chagas tem como objetivo, além de eliminar a
infeccdo, prevenir lesdes em érgaos importantes, como coracéo, figado e estdbmago
(COURA et al., 1997). Apesar da gravidade das condi¢des clinicas, existem apenas
dois medicamentos certificados para tratamento: nifurtimox e benznidazol. Essas
substancias apresentam acéo efetiva apenas em pacientes na fase aguda da doenca.
No entanto, essa fase geralmente apresenta sintomas inespecificos e a maioria dos
pacientes sO procura assisténcia médica quando a infeccao € crbnica, com efeitos
irreversiveis nos 6rgéos afetados (MARIN-NETO; SIMOES; SARABANDA, 1999).

A eficacia desses medicamentos pode variar de acordo com a area geografica
do paciente, provavelmente em consequéncia da suscetibilidade de diversas cepas
de T. cruzi ao farmaco empregado (DIAS e COURA, 1997).

O uso de nifurtimox e benznidazol no tratamento da fase cronica é questionavel,
pois além de efeitos adversos intensos, ambos apresentam baixa eficacia terapéutica
(CASTRO; MECA; BARTEL, 2006; MORILLO et al., 2015). O uso de nifurtimox
frequentemente causa anorexia, perda de peso, alteracdes psiquicas, excitabilidade,
sonoléncia e complicagdes digestivas como nausea, vomito, colicas intestinais e

diarreia. No tratamento com benznidazol, as reacdes adversas mais evidentes séo as
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cutaneas, como hipersensibilidade, dermatite com erupc¢des, edema generalizado,
febre, linfoadenopatia, dor articular e muscular (CASTRO; MECA; BARTEL, 2006).
Diante disso, o desenvolvimento de novos farmacos contra o T. cruzi &
fundamental. H& muito tempo, as plantas medicinais sao utilizadas no tratamento de
doencas parasitarias pela medicina popular e muitos trabalhos corroboram a
importancia terapéutica de produtos naturais na tripanossomiase americana
(BEZERRA et al., 2012). Compostos bioativos de origem natural, como por exemplo,
as quinonas, os flavonoides, alcaloides e terpenos, podem ser ativos contra T. cruzi e
se apresentam como uma dire¢do promissora na busca de drogas eficazes para
prevencio e tratamento da doenca de Chagas (GUIMARAES e FARIA, 2007).

3.3. Leishmanioses

As leishmanioses estdo distribuidas mundialmente em regifes tropicais e
subtropicais, com a capacidade de se adaptarem a diferentes ecossistemas e
acometerem diferentes espécies de mamiferos como roedores, caninos, marsupiais,
edentados, carnivoros, primatas e entre estes, humanos. (WHO, 2017; ANVERSA et
al., 2018).

Sdo antropozoonoses (BRASIL, 2017) causadas por varias espécies de
protozoarios digenéticos da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (ANVERSA et al., 2018), capazes de afetar a pele, mucosas e 6érgaos
internos, denominadas respectivamente de leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (VILELA, 2013; WHO, 2017).

Em um estudo que caracteriza os individuos afetados por doencas tropicais
negligenciadas e sua distribuicdo espacial, duas das doencas mais prevalentes
encontradas foram leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar americana (que
inclui a leishmaniose cutanea e a mucocutanea), respectivamente (ROSARIO et al.,
2017). Essas doencas sao resultantes da combinacao da infeccdo pelo parasita com
0s mecanismos imunolégicos do hospedeiro, o que facilita a existéncia de diferentes
manifestagdes clinicas, histopatologicas e imunopatologicas (ANVERSA et al., 2018).

A LC é a forma mais comum da doenca e exibe varias apresentacdes clinicas,
dependendo das espécies de Leishmania, imunidade do hospedeiro e transmissao
(CARIDHA, 2019). Geralmente causa lesdes desfigurantes, principalmente em partes
do corpo que sdo normalmente expostas, como face, bragos e pernas. Pode haver
grande numero de lesdes, as vezes até 200, que podem causar sérias deficiéncias.

Quando as ulceras cicatrizam, elas invariavelmente deixam cicatrizes permanentes,
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gue muitas vezes sao causa de preconceitos sociais. Assim, as pessoas afetadas sao
estigmatizadas e tém acesso prejudicado a educacdo e empregos bem remunerados,
0 que leva a perdas econémicas e danos psicolégicos (WHO, 2017).

Todas as espécies sao capazes de produzir as multiplas lesdes, que tendem a
cicatrizar lentamente, deixando marcas desfigurantes. Nos paises do Velho Mundo
(Europa e Oriente Médio), a LC é causada principalmente por L. major, L. aethiopica
(transmissdo zoondtica) e L. tropica (transmissdo antropondtica). A L. aethiopica
também pode metastatizar para regides oronasais ou através de toda a pele do corpo
como LC difusa. A L. infantum causa les6es nodulares geralmente simples, que
cicatrizam lentamente, mas também podem afetar a regido oronasal (CARIDHA,
2019).

Nos paises do Novo Mundo (Américas), as lesdes primarias podem ser Unicas
ou multiplas, mas a linfadenite e a linfadenopatia sdo comuns as lesdes causadas por
espécies do subgénero Viannia. Além disso, lesfes cutaneas e mucosas secundarias
podem ocorrer. Os parasitas se espalham para as membranas mucosas,
especialmente as do nariz, boca e garganta, e podem causar danos extensivos e
desfiguracdo, dando origem a leishmaniose mucocutanea (LMC). Esta condicéo é
causada principalmente por L. braziliensis e L. panamensis/guyanensis (todas as
espécies do subgénero Viannia), embora possa resultar da infeccdo por outras
espécies (BRASIL, 2017; CARIDHA, 2019).

A leishmaniose disseminada (LD) é outra manifestagéo clinica mais associada
a infecgOes por L. braziliensis, caracterizada pelo desenvolvimento de muitas lesdes
poligdricas tegumentares em varias areas do corpo. Os parasitas estao presentes em
pequeno numero nas lesBes, com sinais de uma forte resposta inflamatoria
(MACHADO, G. U.; PRATES; MACHADO, P. R. L., 2019). No Novo Mundo, outra
forma rara, mas grave, de doenca tegumentar € a leishmaniose cutanea difusa (LCD),
associada principalmente a infeccdes por L. amazonensis. A LCD é caracterizada por
multiplas placas e ndodulos infiltrados e auséncia de Ulceras ou envolvimento da
mucosa e, também, pela proliferagcdo descontrolada de parasitas em macrofagos e
pela auséncia de infiltragdo imune nas lesdes (BRASIL, 2017; CARIDHA, 2019).

A LV, também conhecida como calazar, € uma doenca sistémica crénica que
afeta principalmente os ganglios linfaticos, o bago, o figado e a medula Gssea e,
menos comumente, 0s rins, as placas de Peyer no intestino, os pulmdes e a pele
(ANVERSA et al., 2018). O periodo de incubacéo da doenca varia de 10 dias a 24

meses (com média entre 2 e 6 meses). E caracterizada, principalmente, por episodios
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irregulares de febre, perda de peso substancial, hepatomegalia, esplenomegalia,
palidez cutaneo/mucosa e diarreia. Frequentemente, exames complementares
mostram diferentes graus de anemia, trombocitopenia e leucopenia, com predominio
marcante de células linfomonociticas, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia
(KURSUN et al.,, 2013; BRASIL, 2014). Se a doenca nao for tratada, a taxa de
mortalidade nos paises em desenvolvimento pode chegar a 100% em 2 anos
(ANVERSA et al., 2018).

Os vetores séo as fémeas dos insetos que tém de 2 a 3 mm de comprimento
(WHO, 2017), chamados flebotomineos, pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Phlebotomus, no Velho Mundo, e
Lutzomyia, no Novo Mundo. Aproximadamente 700 espécies de flebotomineos foram
descritas, das quais cerca de 30 espécies sao vetores comprovados de leishmaniose
e mais de 40 espécies adicionais sado vetores suspeitos (ANVERSA et al., 2018).

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a familia Trypanosomatidae,
e sdo parasitas intracelulares obrigatérios das células do sistema fagocitico
mononuclear. A Leishmania apresenta duas formas morfoldgicas principais durante
seu ciclo de vida: promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e
amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (Figura 3) (BRASIL,
2017; ANVERSA et al., 2018).

Figura 3 Formas morfologicas de Leishmania sp. a) Promastigotas de cultura de Leishmania sp..; b)
Amastigotas de Leishmania sp. em raspagem de tecido corado com Giemsa. Fonte: CDC'’s Division of
Parasitic Diseases. Disponivel em: Image gallery <https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.htmI>
Acesso em 27/01/2020.

O ciclo de vida e a transmisséo por parasitas de Leishmania spp. ocorrem
guando a fémea do flebotomineo infectado, conhecido como mosquito palha, inocula
as formas promastigotas metaciclicas, juntamente com a saliva, durante a

hematofagia. (figura 4). Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, estas formas sao
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fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado
e, no seu interior, se diferenciam em formas amastigotas que se multiplicam por
divisdo binaria (ANVERSA et al., 2018).

As formas amastigotas imoveis séo esféricas ou ovais e medem cerca de 2,5-
5,0 um de diametro. Elas tém um cinetoplasto localizado préximo ao nucleo. As formas
amastigotas séo liberadas pela ruptura dos macrofagos, sendo capazes de infectar
novos macrofagos. Assim, as fémeas de flebotomineos séo infectadas durante a
alimentacdo do sangue em um hospedeiro vertebrado pela ingestédo de sangue e/ou
macréfagos contendo linfa intersticial possuindo macrofagos parasitados por formas
amastigotas de Leishmania. (KUMAR e ENGWERDA, 2014; ANVERSA et al., 2018).

No trato digestivo do inseto, os amastigotas se diferenciam em promastigotas,
que séo formas alongadas, flageladas, moéveis, com cerca de 5-15 um de comprimento
e com cinetoplastos localizados entre o ncleo e a extremidade anterior. Ainda no trato
digestivo do vetor, as formas promastigotas passam por varios estagios - pro-ciclico,
nectomonato, leptomonato, haptomonato - até se tornarem promastigotas
metaciclicas, que sao infecciosas para o hospedeiro vertebrado (ANVERSA et al.,
2018).

Altamente adaptadas para uma transmissdo bem-sucedida, as promastigotas
metaciclicas migram para o aparelho bucal do inseto (probdscide).
Consequentemente, essa forma infectante € inoculada durante a nova hematofagia e
o ciclo recomeca (ANVERSA et al., 2018).
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Figura 4 Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania, causador da doenga leishmaniose.
Adaptado de CDC’s Centers for Disease Control and Prevetion (CDC, 2019). Disponivel em:
<https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html> Acesso em 27/01/2020.

Diversos mecanismos de adaptacdo foram desenvolvidos pelo género
Leishmania, ndo sO para a sobrevivéncia nas condi¢cdes digestivas agressivas
encontradas nos flebotomineos, como também a fim de garantir sua sobrevivéncia e
replicacdo dentro dos macrofagos (ANVERSA et al., 2018). Na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado, antes de infectar os macréfagos, a primeira barreira do
sistema imunolégico encontrada pelos parasitas apds a transmisséo € o sistema do
complemento. Moléculas presentes na superficie das formas promastigotas
metaciclicas, como lipofosfoglicano (LPG) e metaloprotease gp63, conferem
resisténcia a lise mediada pelo complemento (ANVERSA et al., 2018).

Aposs o reconhecimento dos parasitas, os macrofagos sdo ativados e podem
fagocita-los e destrui-los através da geracdo de explosdo oxidativa e producdo de
oxido nitrico (ASSCHE et al., 2011; CARNEIRO, 2016; NASCIMENTO et al., 2017),
embora os mecanismos de escape dos parasitas sejam dificeis de superar. Infeccao
por Leishmania spp. induz a producdo de certas citocinas pelas células infectadas e
inibe outras a modularem o recrutamento celular local e a diferenciagéo celular para
facilitar a reprodugao do parasito (LEAL et al., 2014; CASTELLANO et al., 2015).
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Assim, o painel de citocinas e quimiocinas envolvidas e suas vias de sinalizacéo
determinam a resposta imune e a evolucao das lesées (NASCIMENTO et al., 2017).

Depois de escapar do ambiente extracelular, os parasitas penetram nas células
fagociticas através de interacdes entre suas moléculas superficiais e receptores dos
macréfagos. Esses receptores sao descritos como facilitadores da internalizacéo das
formas promastigotas de diferentes espécies de Leishmania e, dentre eles, estdo os
receptores CR1, CR3, manose-fucose, fibronectina e CR4 (ANVERSA et al., 2018).

Apos a ligagdo a superficie celular dos macréfagos, as formas promastigotas
do parasita sdo endocitadas em um fagolisossomo. Ao contrario das formas
amastigotas, as formas promastigotas sdo vulneraveis a degradacdo acida e
hidrolitica do fagolisossomo. Assim, o primeiro mecanismo de defesa do parasita no
interior dos macréfagos consiste no retardo na formacéo do fagolisossomo, com este
processo dependente das moléculas de superficie do LPG, da presenca de calcio e
da inibicdo da proteina quinase C (PKC) (TEJLE; MAGNUSSON; RASMUSSON,
2002; HOLM et al., 2003).

Uma vez formado o fagolisossomo, as promastigotas tornam-se amastigotas,
mais resistentes a atividade microbicida dos macrofagos, uma vez que podem inibir
as enzimas hidroliticas, a producdo de Oxido nitrico e também os metabdlitos da
explosao oxidativa (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999).

A inibicdo da producéo das citocinas envolvidas na resposta pro-inflamatoria,
que envolve a interleucina-1, fator de necrose tumoral alfa e interleucina-6 (IL-1, TNF-
a e IL-6, respectivamente), e da ativacdo de linfocitos T; a indugcdo de moléculas
imunossupressoras, como prostaglandina E2 (PGE2), fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e interleucina-10 (IL-10), estdo dentre as estratégias
desenvolvidas pela Leishmania para escapar da defesa imunolégica do hospedeiro
(CUNNINGHA, 2002; KIMA, 2007).

Tal como acontece com outras doencas infecciosas e parasitarias, numerosos
estudos em modelos experimentais estabelecem um “paradigma Th1/Th2” na
leishmaniose, em que a resisténcia a doenca é conferida por uma resposta Thl com
niveis elevados de interferon-gama (IFN-y), interleucina-12 (IL-12), interleucina-2 (IL-
2) e TNF-a. Isso estimula a fungdo microbicida dos macrofagos e promove a morte de
parasitas intracelulares, enquanto a suscetibilidade esta ligada a uma resposta do tipo
Th2, com um aumento na producao de interleucinas 4, 5, 10 e 13 (IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13), inibindo a ativagdo de macrofagos e contribuindo para o crescimento do
parasita nas lesbes (SHARMA e SINGH, 2009).
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Entretanto, a resisténcia ou suscetibilidade a doencas em humanos ndo é
explicada exclusivamente pelo padrdo de resposta Thl ou Th2 e a resposta imune
pode ser fortemente influenciada por fatores como desnutricdo, imunidade, supressao
(por exemplo, a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirda — SIDA) e, inevitavelmente,
0s componentes genéticos do hospedeiro. (ANVERSA et al., 2018).

A L-arginina tem sido descrita como um aminoacido essencial para a
sobrevivéncia e infectividade da Leishmania (MUXEL et al., 2017). Ela é convertida
pela arginase em ureia e ornitina, fornecendo o substrato para a producdo de
poliamina (ROBERTS et al., 2004). Foi demonstrado que a auséncia de arginase
prejudica o crescimento do parasita, revelando um papel central para a arginase no
destino da infec¢do durante a interacao parasita-hospedeiro (DA SILVA et al., 2012).

Com elevada incidéncia e ampla distribuicdo geogréafica nas Américas, as
leishmanioses continuam sendo um desafio para os programas nacional e regional,
gue requerem um grande esforco técnico, operativo e politico para manterem o
desenvolvimento sistematico de acBes de vigilancia, prevencdo e controle destas
doencas. Além disso, estas doencas sdo exemplos de DTNs em que se observa uma
limitada disponibilidade de medicamentos (BATISTA, 2014; BRASIL, 2017,
PAHO/WHO, 2018).

O sucesso do tratamento envolve varios fatores, tais como: (1) fatores do
hospedeiro, como genética, resposta imune e apresentacdo clinica da doenca; (2)
recursos de tratamento, tais como qualidade da droga, dosagem, duracao e conclusao
da terapia; e (3) caracteristicas do parasita, como sensibilidade intrinseca da espécie
e falta de resisténcia ao medicamento (SUNDAR & SINGH, 2016).

O farmaco de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose no Brasil &
o antimoniato de metilglucamina, comercializado como Glucantime®. Contudo, a sua
estrutura, composicao e 0 mecanismo de acao ainda sao pouco conhecidos (RATH et
al., 2003; BRASIL, 2014). Além disso, sua utilizacdo é questionavel em razdo de sua
toxicidade, graus de resisténcia ao parasita, tempo de tratamento, custo elevado e
forma de administracdo, que ocorre apenas via parenteral. Em alguns casos, as
drogas de segunda escolha sdo Anfotericina B e Pentamidina, que também
apresentam efeitos colaterais e toxicidade para o hospedeiro (CROFT, 2001; VILELA,
2018).

Por conta disso, ha diversos estudos com produtos de origem vegetal (SANTIN,
M.R., et al., 2009) na tentativa de reverter a realidade no tratamento da leishmaniose.

Isso € possivel devido a presenca de uma variedade de compostos com bioatividade



28

nas plantas, como alcaloides e flavonoides, que apresentam ampla acao
antiparasitaria, antimicrobiana, analgésica, antifungica e antioxidante (YAYLI et al.,
2005).

Nesse sentido, a pesquisa por novas drogas antiparasitarias contra diferentes
formas de leishmaniose, com menor toxicidade para o usuario, principalmente com
custo razoavel, continua sendo uma prioridade clinica e é fundamental, sobretudo a
se considerar como fonte para essa busca a grande biodiversidade de espécies
vegetais brasileiras (RATES, 2001; ANVERSA et al., 2018).

3.4. Ativacao de macrofagos

Os macrofagos tém a habilidade de reconhecer, fagocitar e eliminar alguns
patbgenos e, portanto, exercem papel fundamental na resposta imunoldgica do
hospedeiro. A formagdo dos macréfagos ocorre sequencialmente através dos
monoblastos e promondcitos residentes na medula dssea e, posteriormente segue
para 0s mondcitos em sangue periférico, que por fim, originam os macréfagos
teciduais inflamatérios (MOSSER & EDWARDS, 2008; DAVIES et al., 2013).

A resposta imune é iniciada através dos macrofagos pelo reconhecimento de
padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPs, do inglés Pathogen
Associated Molecular Pattern) (KOPP & MEDZHITOV, 2003) que se ligam a
receptores de reconhecimento de padrdes (do inglés Pattern Recognition Receptors
ou PRRs), induzindo respostas especificas. A ativacdo do macréfago e sua
participacdo no sistema imune inato acontecem principalmente pelo receptor do tipo
Toll (TLR), onde se inicia uma série de eventos intracelulares envolvendo proteinas e
fatores de transcricdo de inumeros genes que codificam a producao de diferentes
mediadores (KAWASAKI e KAWAI, 2014).

O processo de ativacdo dos macréfagos € caracterizado por um rapido
aumento no metabolismo, motilidade e atividade fagocitica. (MOSSER e EDWARDS,
2008; LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017). A fagocitose de antigenos
particulados ou o contato com receptores que detectam moléculas presentes nos
patdogenos microbianos em geral atuam como ativador inicial. Entretanto, a atividade
dos macréfagos pode ser posteriormente aumentada pelas citocinas secretadas pelas
células T helper ativadas e pelos mediadores da resposta inflamatoria. Isto €, em
relacdo a eliminacdo de um patdégeno em potencial, 0s macrofagos ativados sao mais
eficazes do que os macrofagos em repouso. Ativados, eles tém um aumento na sua

atividade fagocitica, uma capacidade maior de matar os microbios ingeridos, tém sua
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secrecdo aumentada de mediadores da inflamacdo e uma capacidade aumentada
para ativar as células T (ROSSOL et al., 2011).

Durante as duas fases da inflamacdo, os macrofagos exercem dois papéis
opostos que contribuem para a destrui¢cao do tecido ou para o reparo tecidual. Por um
lado, eles mostram atividade pré-inflamatéria (tipo M1), com propriedades
microbicidas, que ocorre como resultado da ativacao classica. Por outro lado, para
exercer funcdes de reparo tecidual, alternativamente ativados, realizam atividade anti-
inflamatoria/regulatéria (tipo M2), que esta relacionada a resolucdo da inflamacéao.
(LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

No estagio inicial da doenca de Chagas, os macréfagos induzem uma cascata
de citocinas: incialmente produzem IL-12, que é importante principalmente no controle
inicial da infeccdo (ANTUNES e CARDONI, 2000) e que atuam nas células NK para
induzir a sintese de INF-y, o que, por sua vez, aumenta a producao de IL-12, TNF- a
e NO nos macréfagos, contribuindo para a morte do parasita. Essa resposta
inflamatoria inicial leva a polarizacdo do M1 (BRENER e GAZZINELLI, 1997,
CAMARGO et al., 1997; ZANLUQUI et al., 2015). Ao mesmo tempo, macréfagos e
células NK sintetizam citocinas reguladoras como IL-10 e IL-4 para reduzir os efeitos
nocivos associados a estimulacdo excessiva do sistema imunoldgico (SATHLER-
AVELAR et al., 2009; ZANLUQUI et al., 2015). A IL-4, associada a IL-10, modula a
producdo de IFN-y e fornece resisténcia contra a infecgdo por T. cruzi
(ABRAHAMSOHN; da SILVA; COFFMAN, 2000; ZANLUQUI et al., 2015). Essa nova
mudanca ambiental leva a polarizacdo M2. Assim, a infec¢do por T. cruzi estimula a
ativacdo de macréfagos do tipo M1 e M2 durante as fases iniciais (ZANLUQUI et al.,
2015).

In vitro, os macrofagos podem ser ativados por citocinas do tipo T helper (Th)
1, como IFN-y, e produtos bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS), para se
tornarem proé-inflamatoérios. Estas células subsequentemente expressam moléculas
altamente destrutivas, tais como espécies reativas de oxigénio (EROs), 6xido nitrico
(NO), radicais livres de oxigénio e enzimas proteoliticas (LAWRENCE e NATOLI,
2011). Embora todos esses produtos sirvam para destruir microrganismos, eles
também sédo téxicos para os macrofagos e podem induzir a apoptose (LLOBERAS;
MODOLELL; CELADA, 2017).

Nos mamiferos, o NO pode ser produzido por trés diferentes isoformas da
enzima oOxido nitrico sintase, do inglés nitric oxide synthase (NOS), a partir de L-

arginina como substrato. As isozimas sao referidas como neuronal (nNOS ou NOS 1),
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induzivel (iNOS ou NOS Il) e endotelial (eNOS ou NOS Ill) (FORSTERMANN e
SESSA, 2011). A INOS geralmente ndo é expressa nas células, mas sua expressao
pode ser estimulada em praticamente qualquer célula ou tecido por lipopolissacarideo
bacteriano, citocinas e outros agentes. Quando € induzida em macrofagos, a INOS
produz grandes quantidades de NO, que representa um dos principais principios
citotoxicos dessas células (NATHAN e HIBBS, 1991; FORSTERMANN e SESSA,
2011).

O mecanismo pelo qual a L-arginina é processada durante as fases pré e anti-
inflamatoria € caracteristico da ativagdo de macrofagos. IFN-y e/ou LPS induzem a
INOS, que cataboliza a L-arginina em OH-arginina e depois em NO. Por outro lado,
guando os macrofagos sdo ativados por IL-4, IL-10 ou IL-13 para se tornarem anti-
inflamatérios, a arginase 1 é produzida (VAN DEN BOSSCHE, J., et al., 2012). Esta
enzima cataboliza a L-arginina em ureia e ornitina, que sdo entdo metabolizadas em
prolina e poliaminas (putrescina, espermidina e espermina). As poliaminas induzem a
proliferacdo celular e a prolina é necessaria para a producdo de colageno
(LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017).

Portanto, durante a fase anti-inflamatéria, os macréfagos catalisam a
reconstrucdo dos tecidos danificados, desencadeando a proliferacdo celular e a
reconstrucdo da matriz extracelular, esta ultima ocorrendo durante as fases finais da
inflamacédo. Enquanto a destruicdo tecidual estd associada a producdo de NO, a
reparacdo tecidual é caracterizada pela producdo de poliaminas e prolina
(LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017).

Existe uma forte correlacdo entre L-arginina, macréfagos e doencas
parasitarias, dependendo de como a L-arginina € catabolizada pelos macréfagos. Os
produtos dessas células podem destruir parasitas (NO) ou, alternativamente, induzir
seu crescimento (poliaminas). No caso dos parasitas, a captacdo macica de L-arginina
pelos macréfagos produz uma deplecéo de L-arginina no microambiente, afetando a
proliferacdo e a funcéo das células T (LLOBERAS; MODOLELL; CELADA, 2017).

Os macréfagos séo as ceélulas hospedeiras finais para a proliferacdo de
parasitas de Leishmania e essas células sdo a chave para uma resposta controlada
ou exacerbada que culmina nas manifestagfes clinicas das leishmanioses. Sugere-
se que um equilibrio entre a resposta microbicida inicial (M1) seguida por uma
resposta restaurativa (M2) em periodos posteriores proporcionaria 0 maior beneficio

para o0 hospedeiro. No entanto, mais estudos s&o necessarios para elucidar
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completamente o equilibrio entre estas duas populagdes principais de macréfagos no
controle da infeccéo por Leishmania (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

O controle das infec¢des por T. cruzi € criticamente dependente da ativacéo de
macrofagos mediada por citocinas, levando a morte intracelular do parasita. A
polarizacdo M1 esta intimamente ligada a eliminacdo de parasitas e a polarizacao M2
pode ser eficaz na prevencao da progressao da patologia oxidativa e inflamatoéria na
doenca de Chagas (ZANLUQUI, et al., 2015).

Todos os eventos acima citados, entre outros que envolvam os macréfagos e
0 sistema imune, necessitam de regulacdo, assim como outros sistemas biologicos.
Quando a resposta imune € iniciada, mecanismos devem existir para controlar a
extensdo dos seus efeitos e regula-la de tempos em tempos. Dentre os agentes
terapéuticos capazes de alterar as respostas imunologicas, estdo o0s
imunomoduladores. Parte dessa a¢ao pode ocorrer devido ao efeito direto sobre as
células imunoldgicas, que pode ser avaliado através de testes in vitro adequados para

medir a supressao ou a estimulacao dos sistemas celulares testados (LU et al., 2004).

3.5. Lonchocarpus cultratus

O género Lonchocarpus pertence a familia Fabaceae, a subfamilia
Leguminosae, a subfamilia Papilionoideae, e compreende mais de 100 espécies
distribuidas na Ameérica tropical, na Africa, nas ilhas do Caribe, Madagascar e
Australia (MAGALHAES et al., 1996). No Brasil, foram identificadas 24 espécies
nativas (MAGALHAES et al., 2000).

Diferentes espécies de Lonchocarpus demonstraram a presenca de
flavonoides, chalconas, pterocarpanos, derivados de dibenzoilmetano e rotendides
em estudos fitoquimicos realizados anteriormente (MAGALHAES et al., 1997; 2000;
BORGES-ARGAEZ; PENA-RODRIGUEZ; WATERMAN, 2002; LAWSON;
KAOUADJI; CHULIA, 2010).

Um exemplo de espécie de Lonchocarpus que sintetiza flavonoides é a
Lonchocarpus xuul, um tipo de arvore endémica da Peninsula de Yucatan, no México.
A publicacdo de Monache et al. (1978) identificou nas sementes da planta trés
chalconas: lonchocarpina, derricina e 4- hidroxilonchocarpina. As cascas do caule
também foram estudadas e nelas foram identificados diversos flavonoides (BORGES-
ARGAEZ; PENA-RODRIGRUES; WATERMAN, 2000).

Borges-Argaéz et al. (2007) isolaram da raiz de L. xuul a isocordoina, um tipo

de chalcona com atividade leishmanicida. Estudos posteriores com a isocordoina
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mostraram atividade contra epimastigotas de T. cruzi (BORGES-ARGAEZ et al.,
2009). O mesmo grupo de pesquisa também isolou das raizes dessa planta a 4’,5-
dimetoxi-(6,7:2”,3")-6",6”- dimetilpiranoflavona e a lonchocarpina, avaliando e
comprovando a atividade anti-T. cruzi de ambas as substancias (BORGES-ARGAEZ
et al., 2009). Um potente efeito anti-Leishmania também foi verificado em estilbenos
isolados do extrato metandlico das folhas e caule de Lonchocarpus nicou, planta
nativamente peruana conhecida popularmente como “barbasco”. (FUCHINO et al.,
2013).

O efeito anti-inflamatério da lectina de sementes de Lonchocarpus araripensis
foi demonstrado em camundongos (PIRES et al., 2016) e em modelos de ratos com
inflamacédo aguda (PIRES, 2019), indicando potencial papel modulador da planta em
eventos inflamatérios celulares.

Na espécie Lonchocarpus chiricanus, uma classe de arvore nativa do Panama4,
as propriedades do extrato diclorometanico das cascas das raizes foram estudadas
frente a Cladosporium cucumerinum, uma espécie de fungo fitopatogénico, e contra
as larvas do mosquito Aedes aegypti. Em ambos os testes, foram observados
resultados satisfatorios, revelando o potencial farmacologico da planta (IOSET et al.,
2001).

A espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C. Lima € uma
espécie arbdrea nativa que pertence a familia Fabaceae e, por ter problemas de
taxonomia, apresenta grande variedade de sinonimias, como: Pterocarpus cultratus,
Neuroscapha  guilleminiana, Lonchocarpus  neuroscapha, Lonchocarpus
guilleminianus, Derris guilleminiana, Neuroscapha pubigera e Neuroscapha martiana

(SILVA & TOZZI, 2012). Sua classificacdo botanica esta apresentada na Tabela 1:

Tabela 1 Classificacdo botanica de L. cultratus.
Classificacéo Lonchocarpus cultratus

Reino Plantae

Sub-reino Tracheobionta

Superdivisédo Spermatophyta

Diviséo Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe Spermatophyta

Subclasse Rosidae (Eurosideas I)

Ordem Fabales

Familia Fabaceae

Subfamilia Faboideae/Papilionoideae
Género Lonchocarpus

Espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C. Lima.

(SOUZA e LORENZI, 2012).
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A planta também é identificada com varios nomes populares, dependendo da
regido onde é nativa. No Brasil, € conhecida como cabelouro, na Bahia; embira-
branca, em Sao Paulo; embira-d’anta e embira-de-macaco, no Espirito Santo; embira-
de-carrapato, em Minas Gerais; embira-de-sapo, nos estados de Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Santa Catarina, Sao Paulo e Distrito Federal; imbira-de-caboclo, no
Parand; piaca, em Pernambuco; e rabo-de-macaco, em Santa Catarina (SILVA e
TOZZI, 2012).

L. cultratus floresce entre dezembro e janeiro e a maturacao de seus frutos
ocorre durante os meses de maio a agosto. E um tipo de arvore que varia de 4 a 30
m de altura, com tronco de 40-50 cm de diametro. A madeira € relativamente pesada,
dura, compacta, suscetivel a polimento e moderadamente resistente ao ataque de
organismos xil6fagos. (LORENZI, 2002).

Figura 5 Fotos de Lonchocarpus cultratus (a): vista geral da arvore, (b) e (c): galhos, folhas e frutos
(GRIEBLER, 2017).

A arvore de L. cultratus cresce usualmente em matas ciliares ou em florestas
tropicais sazonalmente secas e Umidas. Sua distribuicdo é restrita & América do Sul,
principalmente Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador e Peru. No Brasil, € comum em
todas as regides, especialmente no Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo e Parana
(LORENZI, 2002).

A caracterizacdo dos metabdlitos secundarios de L. cultratus n&o foi elucidada,
embora alguns de seus constituintes tenham sido identificados. Magalhées et al.
(2002) observaram no extrato das raizes alcaloides polihidroxilados e derivados
acetilados de 2,5-trans-dihidroximetil-3,4-transdihidroxipirrolidine, 1-
deoximannojirimicina, 1- deoxinojirimicina, fagomina e homonojirimicina.
Anteriormente, Mello, et al. (1973 e 1974) isolaram nas raizes da planta o triterpeno

B-amirina e as chalconas cordoina, derricina e isocordoina, além de misturas de
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lonchocarpina, dihidrocordoina, isocordoina, 4-hidroxilonchocarpina, 4-
hidroxiderricina, 4-hidroxiisocordoina e 4- hidroxicordoina.

Diversos trabalhos relataram as propriedades biolégicas da lonchocarpina, um
dos constituintes de L. cultratus. A lonchocarpina exibiu efeitos gastroprotetores ao
inibir a atividade da H +, K + - ATPase (REYES-CHILPA et al., 2006). Também exibiu
propriedades anti-inflamatérias e anti-edematogénicas agudas em um modelo de
edema de pata (FONTENELE et al., 2009). Além disso, extrato hexanico das hastes
de Deguelia duckeana, que contém uma mistura de componentes e entre eles, a
lonchocarpina, mostrou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (LIMA
et al., 2013). Outro estudo relatou que a lonchocarpina inibiu a producdo de oxido
nitrico em células microgliais BV2 estimuladas por lipopolissacarideos (LI et al., 2015).

Jeong et al. (2017) demonstraram que a lonchocarpina suprimiu a producao de
EROs e a morte celular em astrdcitos primarios tratados com peréoxido de hidrogénio
(H202), concluindo que a lonchocarpina exibiu um efeito citoprotetor nos astrocitos,
reduzindo o estresse oxidativo e aumentando a expressao de enzimas antioxidantes.

E possivel perceber o potencial farmacoldgico indicado em diversas espécies
de Lonchocarpus sp. Diante da variedade de metabdlitos e de propriedades bioldgicas
apresentadas por essas plantas, considera-se o estudo de L. cultratus importante para
o desenvolvimento de novos principios ativos, visto que este espécime representa
uma fonte potencial para diversos usos na éarea farmacéutica, confirmando a

etnofarmacologia como uma abordagem importante na busca de novas drogas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencéo dos extratos e caracterizacao

As sementes de L. cultratus analisadas foram coletadas de um espécime
localizado as margens da Lagoa do Parqgue Municipal de Cascavel-PR, Brasil (S
24.96308° e O 53.43674°), em maio de 2015. O comprovante de espécime foi
depositado no Herbario de UNIOESTE (UNOP n°. 1889).

As sementes coletadas foram secas em estufa de ar circulante (<40°C) e
moidas em moinho de facas. O material vegetal obtido foi submetido a sucessivas
maceragdes por exaustdo em hexano e filtrado e concentrado num evaporador
rotativo sob presséao reduzida, produzindo o extrato hexanico (LHS). O residuo vegetal
remanescente apos filtracdo foi submetido a maceracéo acima, utilizando solvente de
diclorometano em vez de hexano, produzindo o extrato diclorometanico (LDS).
Posteriormente, o processo foi repetido usando metanol como solvente de extragéo e
obtendo o extrato metandlico (LMS).

Os espectros de ressonancia magneética nuclear (RMN) foram obtidos usando
0s espectrometros Varian (Mercury Plus, BB 300 MHz) e Bruker (500 MHz) no
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringad-PR (UEM), Brasil,
usando CDCIls como solvente e trimetilsilano (TMS) como referéncia interna. A
caracterizacdo quimica de cada extrato (LHS, LDS e LMS) foi realizada por RMN de

1H, comparando os sinais de 1H com os descritos na literatura.

4.2.Preparo das solugdes-mée
As solucBes-mae dos trés extratos foram preparadas na concentracdo de 40
mg/mL em dimetilsulféxido (DMSQO). A partir dessas solucbes-mae, com até um
maximo de 0,6% de DMSO, foram preparadas as concentra¢ces 1,gggnnnnn 10, 15,
50, 100, 150 e 175 pg/mL, diluidas em meio de cultura — Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) Gibco®, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 100

pMg/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina para a realizagdo dos ensaios.

4.3. Obtencédo de macrofagos da cavidade peritoneal de camundongos
Para a obtencdo dos macroéfagos peritoneais, camundongos Balb/c adultos de
aproximadamente 2 meses de idade foram adquiridos do biotério central da Unioeste,
e entdo eutanasiados com Xilazina (60 mg/kg) e Quetamina (270 mg/kg). Todos os
experimentos que utilizaram animais foram realizados de acordo com o Comité de

Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana
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(UNIOESTE) N° 47/17 (em anexo). Foi realizado o procedimento de exposi¢cdo do
peritdnio do animal, seguido de assepsia do local e infusdo de 10 mL de solucéo salina
tamponada (do inglés, phosphate buffered saline - PBS) estéril a 4 °C. Posteriormente
foi realizada massagem na regido peritoneal exposta para a obtencdo dos
macréfagos. Depois de realizada a massagem, por aproximadamente 1 minuto, o PBS
foi retirado com a mesma agulha e seringa de infusdo. A suspenséao resultante foi
transferida para um tubo conico estéril e centrifugada a 1500 rota¢cées por minuto
(rpm) a 4 °C por 6 minutos.

Para a realizacdo dos experimentos nos quais se determinou a viabilidade
celular e a producdo de o6xido nitrico (NO) por macréfagos peritoneais frente a
diferentes concentracfes de extratos de L. cultratus, o “pellet” de células obtido apos
centrifugagéo foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI Gibco®, suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 100 pug/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de
penicilina). A partir disso, foi realizada a contagem dos macrofagos em Camara de
Neubauer e ajuste de volume para a concentracdo de 2x10° células por poco. Estas
foram, entdo, distribuidas em placas de 96 e 24 pocos e incubadas por 2 horas a 37
°C sob 5% de diéxido de carbono (COy).

As células ndo aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37 °C e,
em seguida, foram adicionadas aos pocos as concentracdes estabelecidas dos
extratos de L. cultratus diluidos em RPMI. O tempo de incubacéo do tratamento das
células com os extratos foi de 48 horas.

4.4.Determinacao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Para esta analise foi utilizado o método descrito por Mosmann (1983) com
modificacdes. Os macrofagos peritoneais previamente obtidos foram plaqueados a 2
x 10° células por poco, em placas de 96 pocos, que foram incubadas a 37 °C sob 5%
de CO:2 por 2 horas para a aderéncia das células. O sobrenadante (meio de cultura)
foi retirado e ent&o adicionado aos pog¢os o tratamento, que consistiu em: as diferentes
concentragdes dos extratos de L. cultratus; somente meio de cultura (RPMI) como
controle negativo (CN) e DMSO (diluido em meio RPMI) como controle branco (CB).
As células em tratamento ficaram incubadas a 37°C sob 5% de CO2 por 48 horas. Em
seguida os sobrenadantes foram retirados e, entdo, adicionados 200 uL MTT (brometo
de [3-metil-(4-5-48 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio]) a 5 mg/mL diluidos em
EBSS (solucao balanceada de Eagle), e a placa foi novamente incubada a 37 °C sob
5% de CO:2 por 3 horas.
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Durante o tempo de incubacéo, formaram-se cristais de formazan, sendo estes
visualizados no microscopio antes da retirada dos sobrenadantes dos poc¢os. Os
sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan foram dissolvidos em
DMSO puro. Aguardaram-se 10 minutos para a total solubilizacdo dos cristais de
formazan para a realizacdo da leitura em leitor de microplaca a um comprimento de
onda de 550 nm. Os dados foram expressos em porcentagem (%), sendo
considerados 100% viaveis 0s pocos que continham somente meio de cultura (RPMI).
As diferentes porcentagens de viabilidade obtidas dos compostos possibilitaram
determinar a concentragdo citotoxica dos extratos necessaria para causar a morte de

50% das células viaveis (CCso).

4.5. Avaliacéo do efeito dos compostos na secrecdo de 6xido nitrico

Para esta analise foi utilizado o método descrito por Green et al. (1982) com
modificacdes. Apds a aderéncia dos macrofagos peritoneais, conforme o item 4.3, o
sobrenadante (meio de cultura) foi retirado e entdo adicionado aos pocos o
tratamento, que consistiu em: as diferentes concentragdes dos extratos de L. cultratus;
somente meio de cultura (RPMI) como controle negativo.

As células em tratamento ficaram incubadas a 37 °C sob 5% de CO: por 48
horas. Em seguida, 50 yL dos sobrenadantes foram passados para outra placa de 96
pocos para a reacdo com 50 pL do reagente de Griess [solugcdo 1:1 de
naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em &cido orto-fosférico 5% (v/v) e sulfonamina p-
aminobenzeno 1% (p/v) em &cido fosférico 5% (v/v)]. Apés 10 minutos para a
estabilizacdo da formacéo do produto (composto azo), foi realizada a leitura em leitor
de microplaca a 550 nm.

Lipopolissacarideo (LPS) a 1 pg/mL, homogeneizado em vortex, foi utilizado
como controle positivo (CP) desse ensaio e DMSO (diluido em meio RPMI) como CB.
Essa técnica € indireta por detectar a quantidade de nitrito presente na amostra e,
indiretamente, a quantidade de NO. Os dados foram expressos em micromolar (uUM),
através de curva-padréo obtida com concentracées molares conhecidas de NaNO:2
em meio RPMI.

4.6. Avaliacdo da inibicdo da liberacdo de NO pelos extratos em macroéfagos

peritoneais estimulados pelo lipopolissacarideo (LPS) bacteriano
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Para esta analise foi utilizado o método descrito por Green et al., 1982, com
modificacdes. Apds a aderéncia dos macrofagos peritoneais, conforme item 4.3, o
sobrenadante (meio de cultura) foi retirado e as células foram submetidas ao
tratamento com os extratos concomitante ao estimulo por LPS 1 ug/mL. O tratamento
consistiu, portanto, nas diferentes concentracdes dos extratos de L. cultratus; DMSO
como controle branco; LPS como controle positivo para a producéo de NO e controle
negativo do teste, somente RPMI sem a adi¢do de LPS.

As células em tratamento ficaram incubadas a 37 °C sob 5% de CO:2 por 48
horas. Em seguida 100 uL dos sobrenadantes foram passados para outra placa de 96
pocos, para a reagdo com 50 uL do reagente de Griess [solucdo 1:1 de
naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em acido orto-fosférico 5% (v/v) e sulfonamina p-
aminobenzeno 1% (p/v) em &cido fosférico 5% (v/v)]. Apés 10 minutos para a
estabilizacdo da formacao do produto (composto azo) foi realizada a leitura em leitor
de microplaca a 550 nm.

Os dados foram expressos em micromolar (UM), calculados por regressao
linear, utilizando curva-padréo obtida com concentragdes molares conhecidas de
NaNO2 em meio RPMI. A partir da concentracdo em pM, foi possivel calcular a

prcentagem de inibicdo através da férmula (LOPES, 2004):

Inibicdo (%) = (A C) * 100

Em que A é o resultado do controle LPS, B é o resultado do tratamento testado

mais LPS e C é o resultado dos poc¢os que receberam apenas meio RPMI.

4.7. Avaliagdo da atividade tripanocida dos extratos sobre formas
tripomastigotas in vitro
A avaliacdo da atividade tripanocida sobre as formas tripomastigotas seguiu
metodologia descrita por Meira et al. (2016) com modificacbes. Formas
tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y isolada de caso clinico humano) foram obtidas por
meio de células da linhagem Vero (fibroblastos de rim de macaco verde da Africa)
previamente infectadas com o sangue de camundongos infectados com T. cruzi. Estas
células foram utilizadas como hospedeiras para a manutencéo do ciclo de T. cruzi in
vitro.
As tripomastigotas foram mantidas em garrafas de cultivo celular (que

continham as células Vero infectadas) com meio RPMI (suplementado com 10% de
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soro fetal bovino (SFB), 100 ug/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de penicilina). As
garrafas de cultivo permaneceram em estufa, a 37 °C sob 5% de CO2 As
tripomastigotas ficam no sobrenadante das garrafas de cultivo e, para a realizacao
dos ensaios, 0s sobrenadantes das garrafas eram retirados e centrifugados a 4000
rpm por 30 minutos antes da contagem em camera de Neubauer.

Em placas de 96 pocos foram adicionados os parasitas, em uma concentracao
de 1x10° parasitas por poco e, entdo, adicionadas as diferentes concentracdes dos
extratos de L. cultratus (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 pg/mL) diluidos em meio RPMI
previamente.

Aliguotas foram retiradas para contagem em camara de Neubauer nos tempos
de 24 e 48 horas ap0s a adi¢do dos extratos. A contagem foi realizada em microscépio
Optico para comparacdo do numero de parasitas tratados em diferentes
concentracdes do extrato em relacdo ao numero de parasitas em contato com meio
RPMI (controle negativo). Como controle positivo foi utilizado Benzonidazol (BZN),
droga padréo para o tratamento da doenca de Chagas, nas mesmas concentracdes
dos extratos (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 ug/mL) e DMSO (diluido em meio RPMI)
como CB.

Obteve-se os percentuais de inibicdo a partir das contagens realizadas e,
assim, foi possivel calcular a concentracéo letal dos extratos necessaria para causar
a morte de 50% (CLso) das formas viaveis de tripomastigotas. Posteriormente, foi
possivel calcular o indice de seletividade através da razao da CCso obtida no ensaio
de citotoxicidade (conforme item 4.4) pelo CLso de tripomastigotas.

4.8. Avaliacdo da atividade tripanocida dos extratos sobre formas amastigotas
in vitro
Para esta analise foi utilizado o método descrito por Meira et al. (2016) com
modificacdes. Formas tripomastigotas de T. cruzi foram mantidas em contato com
macréfagos peritoneais previamente obtidos (item 4.3) em placas de 24 pocos,
contendo uma laminula redonda (13 mm) em cada poc¢o, na proporc¢ao de 10 parasitas
por macrofago. As placas foram incubadas overnight a temperatura de 37 °C sob 5%
de COz2. Apoés esse tempo de infeccdo, os parasitas foram retirados, os pogos foram
lavados com PBS estéril e, depois, os macréfagos foram tratados com os extratos nas
diferentes concentracdes por 48 horas, sob as condi¢des de 37 °C sob 5% de COa.
Apés o tempo de tratamento, o sobrenadante das placas foi retirado para

posteriores andlises e as laminulas contendo os macrofagos foram fixadas com
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metanol por 20 minutos a temperatura ambiente. O fixador foi removido e as laminulas,
lavadas com agua destilada; em seguida as células foram coradas com Giemsa (em
uma proporcao de 3 gotas de Giemsa por mL de agua destilada) durante 20 minutos.
Apés esse periodo, as laminulas foram lavadas trés vezes com agua destilada. Ao
final, as laminulas foram montadas sobre laminas de vidro e fixadas com Entellan para
posterior analise em microscépio optico.

Foram contados em microscopio 6ptico pelo menos 100 macrofagos por
laminula, sendo estes infectados ou ndo, para calculo do indice de internalizacao.
Foram contadas as laminulas referentes ao tratamento com as diferentes
concentracfes dos extratos, com o meio RPMI (CN) e com o DMSO (diluido em meio
RPMI) como CB. Além disso, foram contadas as laminulas que receberam o
tratamento com BZN, o CP.

A partir das contagens dos macrofagos ndo-infectados, infectados e do nimero

de amastigotas, foi possivel calcular o indice de internalizacéo, através do calculo:

% macrdéfagos com parasitas fagocitados X média do nlimero de parasitas fagocitados
por cada macroéfago
Obteve-se os percentuais de inibicdo a partir das contagens realizadas e,
assim, foi possivel calcular a concentracdo que inibe 50% do crescimento (Clso) das
formas amastigotas. Depois foi possivel calcular o indice de seletividade através da
razdo da CCso obtida no ensaio de citotoxicidade (conforme item 4.4) pelo Clso de

amastigotas intracelulares.

4.9. Avaliacdo da atividade leishmanicida dos extratos sobre formas
promastigotas in vitro
A avaliacdo da atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas seguiu
a metodologia descrita por Bortoleti et al. (2018) com modificacées. Formas
promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio RPMI [suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 100 ug/mL de estreptomicina e 100 Ul/mL de
penicilina, em B.O.D (Biological Oxygen Demand)] a 25 °C por meio de repiques
semanais para garantir a viabilidade dos parasitas.
Em placas de 96 pocos foram adicionados os parasitas em uma concentracao
de 1x10° parasitas por poco e, entdo, adicionadas as diferentes concentracdes dos
extratos de L. cultratus (1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 ug/mL) diluidos em meio RPMI.
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Aliquotas foram retiradas para contagem em camara de Neubauer nos tempos
de 24, 48, 72 e 96 horas apés a adicdo dos extratos. A contagem foi realizada em
microscopio Optico para comparacdo do crescimento de parasitas tratados em
diferentes concentracdes do extrato em relacdo aos parasitas em contato com meio
RPMI (CN). Como CP foi utilizado Glucantime® (GLU), droga padrdao para o
tratamento da Leishmaniose, e DMSO (diluido em meio RPMI) como CB.

Obteve-se os percentuais de inibicdo a partir das contagens realizadas e,
assim, foi possivel calcular a concentragdo inibitéria de 50% (Clso) para as formas
promastigotas. Depois foi possivel calcular o indice de seletividade através da razdo
da CCso obtida no ensaio de citotoxicidade (conforme item 4.4) pela Clso de

promastigotas.

4.10. Avaliagdo da atividade leishmanicida dos extratos sobre formas
amastigotas in vitro

Para esta analise foi utilizado o método descrito por Tomiotto-Pellissier et al.
(2018) com modificagdes. Formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas
em contato com macrofagos peritoneais previamente obtidos (conforme item 4.3) em
placas de 24 pocos, contendo uma laminula redonda (13 mm) em cada poco, na
proporcao de 5 parasitas por macrofago. As placas foram incubadas durante 6 horas
a temperatura de 34 °C sob 5% de CO2. Apés as 6 horas de infec¢do, os parasitas
foram retirados, os poc¢os foram lavados com PBS estéril e depois, os macréfagos
foram tratados com os extratos nas diferentes concentracdes por 48 horas, sob as
mesmas condi¢cdes: 34 °C sob 5% de COa.

ApoOs este periodo, o sobrenadante das placas foi retirado para posteriores
andlises e as laminulas contendo os macrofagos foram fixadas com metanol por 20
minutos a temperatura ambiente. O fixador foi removido e as laminulas lavadas com
agua destilada; em seguida as células foram coradas com Giemsa (em uma proporcao
de 3 gotas de Giemsa por mL de &gua destilada) durante 20 minutos. Apos esse
periodo as laminulas foram lavadas trés vezes com agua destilada. Ao final, as
laminulas foram montadas sobre laminas de vidro e fixadas com Entellan para
posterior analise em microscépio 6ptico.

Foram contados em microscépio 6ptico pelo menos 100 macrofagos por
laminula, sendo estes infectados ou nao, para céalculo do indice fagocitico. Foram
contadas as laminulas referentes ao tratamento com as diferentes concentra¢des dos

extratos, com o meio RPMI (controle negativo) e com o DMSO (diluido em meio RPMI)
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como controle branco. Além disso, foram contadas laminulas que receberam o
tratamento com GLU, o controle positivo.
A partir das contagens dos macrofagos nao-infectados, infectados e do nimero

de amastigotas, foi possivel calcular o indice de internalizag&o, através do célculo:

% macrofagos com parasitas fagocitados X média do namero de parasitas fagocitados
por cada macréfago
Obteve-se os percentuais de inibicdo a partir das contagens realizadas e,
assim, foi possivel calcular a concentracéo que inibe 50% do crescimento (Clso) das
formas amastigotas. Depois, foi possivel calcular o indice de seletividade através da
razdo da CCso obtida no ensaio de citotoxicidade (conforme item 4.4) pelo Clso de

amastigotas intracelulares.

4.11. Quantificacdo das citocinas IL-1B e IL-10 por ensaio imunoenzimatico
A quantificacdo das citocinas IL-13 e IL-10 foi realizada em amostras dos
sobrenadantes da cultura celular obtidos do ensaio de amastigotas de L. amazonensis
(conforme item 4.10) pela técnica de ensaio imunoenzimatico, com a utilizacao de kits
comerciais, seguindo as normas do fabricante (R&D® Systems, Inc., Minneapolis, MN,
EUA).
O nivel absoluto de citocina presente no sobrenadante da cultura descrita

acima foi calculado com base na curva padrao fornecida pelo kit comercial.

4.12. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a estatistica analitica para comparacdo das
medianas através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn.
Quando obtivemos dados paramétricos, realizou-se comparagao das médias através
do teste de ANOVA, com poés-teste de Tukey. Para tanto, foi adotado o nivel de
confianga de 95%, com valor de a fixado em 0,05, considerado como significativo
p<0,05. Foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 6.0 e Microsoft Excel para a
analise estatistica.

A concentracdo inibitoria de 50% (Clso) foi calculada para as formas
promastigotas e amastigotas e a concentracao letal de 50% (CLso) foi calculada para
as formas tripomastigotas a partir da reducdo percentual média de parasitas
comparada com a dos controles ndo tratados, ambas usando uma regressdao nao

linear.
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5.1. Obtencédo dos extratos
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A extracdo das sementes secas e trituradas de L. cultratus (313,26 g) com

hexano produziu 95,94 g do extrato LHS, com diclorometano 8,17 g de LDS e com

metanol 16,45 g de LMS. A figura 6 apresenta o esquema de obtencéo dos extratos
de L. cultratus (GRIEBLER, 2017).

Sementes de

Lonchocarpus cultratus
secas e trituradas

313,26g

Extracdo exaustiva com hexano

Filtracdo

Evaporagdo I
Extrato LHS

— 95,949:

Residuo das
sementes

Extracdo exaustiva com

Evaporacdo I

Extrato LDS

|

—

8,17g

Filtracdo

Residuo das
sementes

diclorometano

Extracdo exaustiva com metanol

Filtracdo

Evaporagdo

Extrato LMS

16,459

Figura 6 Esquema de obtencédo dos extratos LHS, LDS e LMS (GRIEBLER, 2017).

5.2. Caracterizagcao dos extratos

Em estudo realizado por Griebler (2017), o extrato LHS das sementes de L.

cultratus (95,94 g) foi produzido com um rendimento de 30,63%. Os outros extratos,
LDS (8,17 g) e LMS (16,45 g), foram obtidos com rendimentos de 2,61% e 5,25%,

respectivamente.

Os espectros de 'H RMN (500 MHz) dos extratos de LHS, LDS e LMS mostram

gue os extratos de LHS e LDS séo constituidos principalmente por substancias de
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baixa e média polaridade, como as extraidas pelos solventes usados para obtencao
do LHS (hexano) e LDS (diclorometano).

O LHS e o LDS mostram um sinal a 13,68 ppm, que indica a presenca de
hidrogénios em interagdes fortes, como os do -OH em pontes intramoleculares entre
hidrogénio e C = O. Os sinais nesta regiao estao relacionados a um -OH quelatado,
tipico de chalconas presentes em espécies do género Lonchocarpus (BORGES-
ARGAEZ et al., 2002; LIMA et al., 2013). Os sinais obtidos a partir do *H NMR de LDS
e LHS sugerem a presenca de lonchocarpina, através de comparacédo de dados dos
respectivos espectros de RMN com aqueles descritos na literatura (BORGES-
ARGAEZ et al., 2002; LIMA et al., 2013). Ainda de acordo com os sinais obtidos de 1H
RMN do extrato LDS e em comparacao com a literatura, é estabelecida a presenca
de isocordoina (CAAMAL-FUENTES et al., 2015; DA SILVA LANDIM et al., 2019).

Recentemente, da Silva Landim et al. (2019) encontraram isocordoina nas
partes aéreas de L. cultratus, como demonstrado no passado por Gongalves de Lima
et al. (1975) e Menichini et al. (1982), mostrando que essa chalcona € caracteristica
dessa espécie do género Lonchocarpus. O espectro *H RMN de LMS ndo mostra sinal
nas regides de campo alto, como foi visto nos espectros anteriores, indicando a
auséncia das chalconas. Os sinais de LMS aparecem principalmente na regido entre
5,50-0,80 ppm. Esses sinais sdo caracteristicos de ligacdes de hidrogénio polar,
ligadas a carbonos ligados a elementos eletronegativos e nos grupos -CH, —-CH2 e -
CH3 de compostos alifaticos, sugerindo a presenca de esteroides e terpenos
(GRIEBLER, 2017).

5.3. Viabilidade celular
Para avaliar a citotoxicidade dos extratos para as células hospedeiras, foram
realizados bioensaios citotoxicos, através de metodologia MTT, com esses extratos
vegetais nas concentracbes em que foram testados posteriormente contra 0s
parasitas T. cruzi e L. amazonensis. A Tabela 2 mostra a concentragéo citotoxica para

50% dos macréfagos (CCso) dos extratos.
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Tabela 2 Concentracdo citotoxica de 50% (CCso) dos extratos LDS, LHS, LMS, GLU e BZN contra
macrofagos peritoneais de camundongos.

Macroéfagos de Balb/C

Extratos CCso (ug/mL)
LDS 12,8
LHS >300
LMS >300
BZN 98,4
GLU >300

*LDS: Extrato diclorometanico das sementes de L. cultratus; LHS: Extrato hexanico das sementes de
L. cultratus; LMS: Extrato metandlico das sementes de L. cultratus; BZN: Benzonidazol e GLU:
Glucantime®.

Os extratos LHS e LMS nao foram toxicos para os macrofagos, como mostrado
na Figura 7 (b-c), mantendo a viabilidade das células mesmo na concentragdo mais
alta (175 pg/mL). Ja as concentracdes 50, 100, 150 e 175 pg/mL de LDS foram téxicas
para os macrofagos testados (Figura 7 a). Para 0os experimentos posteriores em que
foram utilizados macréfagos, foram testadas somente as concentracdes nao

citotdxicas dos trés extratos (no caso do LDS, apenas as concentracfes 1, 10 e 15
pg/mL).
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Viabilidade Celular
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Figura 7 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre a viabilidade de macréfagos murinos. Resultados expressos em média + SEM de trés
experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou
meio mais DMSO (CB) na auséncia de extratos.

BZN e GLU foram testados nas mesmas concentracdes que 0s extratos e

também nédo foram téxicos para os macrofagos murinos (Figura 8). Foram obtidos

valores de CCso de 98,4 e acima de 300 pg/mL para o BZN e GLU, respectivamente.
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Viabilidade Celular: Controles Positivos
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Figura 8 Efeito do Benzonidazol (a) e Glucantime® (b) sobre a viabilidade de macréfagos murinos.
Resultados expressos em média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata (N=3). Os
controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO (CB) na auséncia do medicamento.

O extrato hexanico de Lonchocarpus sericeus apresentou maior toxicidade que
seus componentes isolados (derricina e lonchocarpina) em células tumorais de
mamiferos e a isocordoina isolada do extrato hexénico de Lonchocarpus xuul
apresentou toxicidade in vitro (CCso 2,79 pg/mL) (BORGES-ARGAEZ et al., 20009;
CUNHA et al., 2003). Da Silva Landim et al. (2019) confirmaram essa acao em células
tumorais com uma fracao do extrato hexanico de L. cultratus que continha isocordoina,
mostrando uma atividade intensa contra varias linhagens celulares humanas, mas
sem seletividade em relagcéo ao tecido humano saudavel. Esses dados demonstraram
gue a toxicidade observada no extrato de LDS pode estar relacionada a presenca de
isocordoina. Alguns estudos demonstraram que o lonchocarpina possui baixa
toxicidade, o que foi confirmado aqui pela néo toxicidade do extrato de LHS (CUNHA
et al., 2003; JEONG et al., 2017).

5.4. Liberacéao e inibicao de NO pelos macréfagos murinos peritoneais

O NO atua em muitos processos fisiologicos, entre eles na regulagdo do
sistema imune (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984; KIECHLE e MALINSKI, 1993).
Tem um papel importante nos varios tipos de processos inflamatérios em mamiferos
e, quando secretado em altos niveis por macréfagos ativados, faz parte do arsenal de
primeira defesa do organismo com poder microbicida (McMICKING et al., 1997;
FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).

Nos macrofagos, o NO pode ser produzido em grande quantidade pelo o0xido
nitrico sintase induzivel (INOS). Muitos agonistas capazes de induzir iINOS em
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macréfagos foram identificados e, dentre eles, o LPS e algumas citocinas como o IFN-
y séo os mais caracterizados (HON; MOOCHHALA; KHOO, 1997; SAHA et al., 2004;
LOK et al., 2016).

No estudo, a liberagdo de NO foi verificada apds 48 horas de incubacdo dos
macrofagos na presencga dos extratos. A Figura 9 (a-c) mostra que os trés extratos
nao foram capazes de estimular a liberagdo de NO pelos macrofagos de forma

significativa. Foi utilizado LPS 1 pg/mL como controle positivo (CP).
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Figura 9 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre a liberagao de NO em macréfagos murinos. Resultados expressos em média + SEM de
trés experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN)
ou meio mais DMSO (CB) na auséncia de extratos. * significa p<0,05 em relacdo ao CN.

Diante disso, foi avaliada a capacidade de cada extrato de inibir a liberagéo de
NO em macrofagos murinos estimulados com LPS (Figura 10 a-c). De acordo com 0s

resultados obtidos, os trés extratos - LDS, LHS e LMS - n&o inibiram a secrecao de
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NO pelos macrofagos quando estes foram estimulados por LPS, em comparag¢do com

0s macrofagos que foram incubados na presenca de apenas LPS (1 pg/mL).
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Figura 10 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre a inibigdo da liberacdo de NO em macréfagos murinos. Resultados expressos em média
+ SEM de trés experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio
RPMI (CN), meio mais DMSO (CB) e meio mais LPS (CP) na auséncia de extratos.

O sistema imunolégico demonstra a necessidade de regulacéo e, uma vez que
a resposta imune € iniciada, mecanismos devem existir para controlar a extenséao dos
seus efeitos e regula-la de tempos em tempos (LOPES, 2004). A imunomodulacéo
pode ser exercida mediante a potencializagdo ou com a supressao de elementos do
sistema imunoldgico que pode ocorrer por meio da acao de agentes estimulantes ou
supressores (KIRKLEY, 1999). Parte da atividade de compostos imunomoduladores
€ devido a um efeito direto nas células imunoldgicas (LOPES, 2004). Assim, € possivel
avaliar a poténcia desses agentes com base em medidas da resposta celular in vitro
(LAWSON e BAUER, 1998).
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Embora os extratos ndo tenham inibido a liberacdo de NO em macréfagos,
Jeong et al (2017) descobriram que a lonchocarpina, presente em nossos extratos
LDS e LHS, suprimiu a liberagdo de NO, TNF-a e IL-6 em células microgliais
estimuladas por LPS, demonstrando que a lonchocarpina é um composto com
possivel potencial imunomodulatério.

Observa-se que ha uma tendéncia do extrato LMS em inibir a liberacdo de NO
na concentracdo de 1 pg/mL e em suas concentracfes mais altas (100, 150 e 175
pg/mL) (Figura 10 c), demonstrando que em uma concentragdo menor, o extrato pode
exercer essa inibicdo e imunomodular, mas em concentragbes mais altas, essa
inibicdo pode ter tido influéncia do solvente, o DMSO, que demonstrou a tendéncia de
inibicdo também.

Em estudo realizado por Elisia et al. (2016), o DMSO nas concentracdes de
0,25 a 2% suprimiu a expresséo da arginase 1 em macréfagos derivados da medula
Ossea tratados com IL-4 e, que, nas mesmas concentracdes, reduz a expressao da
INOS de macréfagos tratados com LPS, sugerindo que o DMSO interfere de maneira
significativamente no metabolismo da arginina na célula. Ainda nesse estudo, o
DMSO, em concentragbes tdo baixas quanto 0,08%, reduziu significativamente a
producao de oxido nitrico (NO) a partir dessas células e teve efeitos insignificantes na
viabilidade de macréfagos nas concentracfes testadas (ELISIA et al., 2016), assim
como nos resultados obtidos no presente estudo, apresentados anteriormente
(conforme item 5.3).

5.5. Atividade tripanocida in vitro

Anteriormente, Griebler (2017) verificou atividade tripanocida dos extratos das
sementes de L. cultratus frente as formas epimastigotas de T. cruzi. Nesse estudo, as
contagens de parasitas ap0s 72 horas mostraram que o tratamento com os extratos
LHS e LDS reduziram significativamente o numero de epimastigotas em suas
concentracfes mais altas (>100 pg/mL), comparadas com o controle negativo.

Diante disso, foi realizado estudo com os extratos frente as outras duas formas
de T. cruzi: tripomastigota e amastigota. Formas tripomastigotas mostraram uma taxa
de mortalidade de 41,0%, 40,3% e 65,9% apos 24h; e 41,6%, 59,4% e 95,3% apos 48
horas diante de extratos de L. cultratus (LHS, LMS e LDS, respectivamente) nas
concentragdes de 175 pg/mL, mostrando que a atividade de LDS estd muito préxima
daquela apresentada pelo BZN (175 pg/mL), 70,9% (24h) e 92,6% (48h).
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Os trés extratos mostraram ser capazes de destruir as formas tripomastigotas
(Figura 11 a-c) em concentracdes acima de 50 pg/mL, visto que apresentaram taxa
de mortalidade significativamente maior comparados ao controle néo tratado (CN),

enquanto o grupo DMSO (CB) n&o, o que demonstra que o solvente ndo é responsavel
pela atividade dos extratos.

Avaliacdo Tripanocida: Tripomastigotas
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Figura 11 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre forma tripomastigota de T. cruzi em 24 horas. Resultados expressos em média + SEM
de trés experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI
(CN) ou meio mais DMSO (CB) na auséncia de extratos. * e ** significam p<0,05 e p<0,01,
respectivamente, em relacéo ao CN.

O ClLso dos trés extratos apos 24 horas é apresentado na Tabela 3. Esses
dados mostram que o LDS é muito ativo contra formas tripomastigotas, com um valor
de 8,23 pg/mL, valor ligeiramente superior ao observado pelo controle BZN (7,3
pg/mL). O LHS e o LMS atingiram valores de 15,1 e 26,1 pg/mL, respectivamente.
Esses resultados estdo de acordo com o que foi observado no ensaio com as formas

epimastigotas (GRIEBLER, 2017), nas quais 0s extratos LDS e LHS apresentaram



52

maiores atividades que o LMS, que foi inativo na forma testada. A atividade nas formas
tripomastigotas é muito interessante, uma vez que estas sao as formas infectantes e

devem ser o alvo dos medicamentos.

Tabela 3 Valores de CLso, Clso e CCso dos extratos diclorometanico, hexanico e metandlico das
sementes de L. cultratus sobre as formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi e sobre o0s
macréfagos murinos e respectivos indices de seletividades (1S).

Tripomastigotas Amastigotas  Macréfagos

IS IS
Extratos (24h) (48h) Balb/C
(epimastigotas) (amastigotas)
Clso (ug/mL) Clso (ug/mL) CCso (ug/mL)
LDS 8,23 0,96 12,8 1,56 13,3
LHS 15,1 32,44 >300 >19,9 >9,26
LMS 26,1 31,95 >300 >11,5 >9,39
BZN 7,3 0,61 98,4 13,5 161,3

LDS: extrato diclorometanico; LHS: extrato hexanico; LMS: extrato metandlico; IS (tripo): indice de
seletividade sobre tripomastigotas; IS (ama): indice de seletividade sobre amastigotas.

A atividade dos trés extratos também foi testada contra formas intracelulares
de T. cruzi, as amastigotas, e o LDS teve desempenho semelhante ao BZN, com Clso
de 0,96 (BZN 0,61 pg/mL) e inibicdo de crescimento de 73,15% na concentragao de
175 pg/mL. O LHS e o LMS tiveram uma inibicdo de 47,79 e 24,56% no crescimento
de amastigotas a 175 pg/mL, atingindo um Clso semelhante (32,44 e 31,95 pg/mL,
respectivamente).

Todos os tratamentos com 0s extratos apresentaram diferencas significativas
sobre o indice de internaliza¢do (numero de macrofagos infectados versus niumero de
amastigotas) em relacédo ao grupo nao tratado (tratamento apenas com meio RPMI)
nas concentracdes mais altas (15 pg/mL para LDS e 175 pg/mL para LHS e LMS)
(Figura 12 a-c).

O indice de internalizacdo leva em conta tanto o niumero de macréfagos
infectados quanto o niumero de amastigotas e, por isso, nesse ensaio € possivel
verificar que os extratos podem ter acdo sobre o macréfago, aumentando sua
capacidade de realizar a morte das amastigotas que internalizaram, ou ainda, acéo
direta sobre a amastigota, de ambas as formas diminuindo o indice de infeg&o.

Assim, o mecanismo pelo qual os extratos diminuiram a presenca de
amastigotas ndo é claro, mas os resultados da dosagem de NO em culturas de
macrofagos tratados com LDS, LHS e LMS (item 5.4.) apontam para um efeito direto
sobre as amastigotas, uma vez que esses extratos nao foram capazes de induzir a

secrecdo de NO por macrofagos murinos (Figura 9). Entretanto, seriam necessarios
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experimentos para avaliar o estimulo de outras vias, como por exemplo, a produgéo

de superoéxidos.

indice de internalizacdo T. cruzi: Macréfagos infectados x amastigotas
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Figura 12 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre o indice de internalizacdo (nimero de macréfago infectados x nUmero de amastigotas)
de T. cruzi. Resultados expressos em média + SEM de dois experimentos independentes em duplicata
(N=2). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO (CB) na auséncia de
extratos. *significa p<0,05 em relacéo ao CN.

Borges-Argaez et al. (2009) demonstraram que as chalconas isocordoina e 2 ',
4’-di-hidroxi-3' - (y, y-dimetilalil) -di-hidrochalcone isoladas das raizes de L. xuul
possuem atividade anti-T. cruzi contra epimastigotas de L. xuul.

Autores avaliam o potencial de novos compostos utilizando o indice de
seletividade (IS), que é calculado como a raz&o entre a concentragdo citotoxica de
50% (CCso) para células e a concentracao inibitoria de 50% (Clso) para as diferentes
formas parasitarias. Os extratos LMS e LHS, como mostrado anteriormente, ndo foram
toxicos para os macrofagos, mantendo a viabilidade das células mesmo nas

concentragfes mais altas. Estes dados sugerem que o LHS é o extrato que melhor
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distinguiu os macréfagos das formas tripomastigotas e, embora o LHS e o LMS
tenham uma baixa eficacia contra as formas amastigotas, ambos foram capazes de
distinguir essas formas das células de mamiferos.

O valor de CCso do extrato de LDS (12,8 pg/mL) foi tdéxico para macrofagos
murinos, resultando em um baixo IS contra tripomastigotas (1,56), mas com uma
melhor capacidade de distinguir amastigotas, com um IS de 13,3. O extrato de LHS
apresentou a CCso de >300 pg/mL, que gerou um IS de >19,9 e >9,26 contra as duas
formas do parasita (tripomastigotas e amastigotas, respectivamente), mostrando ser
0 extrato mais seletivo. O BZN apresentou boa seletividade, com um IS de 13,5 e
161,3, semelhante ao encontrado por outros autores (MEIRA et al., 2016; PIZZO et
al., 2012).

5.6. Atividade leishmanicida in vitro

Os trés extratos de sementes de L. cultratus foram avaliados quanto a sua
atividade contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Formas
promastigotas mostraram uma taxa de inibicdo de crescimento contra extratos de L.
cultratus de 11,6%, 78,1% e 78,22% apoés 96h (LMS, LDS e LHS, respectivamente)
na concentracao de 175 pg/mL, mostrando que a atividade dos extratos LDS e LHS é
superior daquela apresentada pelo GLU (175 pg/mL) de 55% (96h).

Apenas os tratamentos com os extratos LDS e LHS apresentaram diferencas
significativas (Figura 13 a-c) na taxa de inibicdo de crescimento em relagéo ao grupo
controle (ndo tratado) nas concentragdes acima de 50 pg/mL, enquanto o grupo
DMSO (CB) nédo, o que demonstra que o solvente ndo é responsavel pela atividade
dos extratos. O GLU apresenta baixa eficacia em modelos in vitro de promastigotas,
necessitando de doses acima de 250 pg/mL para diminuir significativamente o nimero
de parasitas apos 96 horas (ADRIAZOLA et al., 2014; KANGUSSU-MARCOLINO, et
al., 2015).
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Avaliag8do Leishmanicida: Promastigotas
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Figura 13 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre promastigotas de L. amazonensis. Resultados expressos em média + SEM de trés
experimentos independentes em triplicata (N=3). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou

meio mais DMSO (CB) na auséncia de extratos. * e ** significam p<0,05 e p<0,01, respectivamente,
em relacdo ao CN.

Os valores de Clso, calculados a partir dos percentuais de inibicdo, estdo na
Tabela 4. Os extratos LDS e LHS apresentaram valores proximos de Clso para a forma
promastigota, de 19,54 e 21,37 pg/mL, respectivamente, valores superiores ao
encontrado para o GLU, de 0,92 pg/mL. O extrato LMS apresentou-se inativo para a

forma promastigota, ou seja, apresentou baixa diminuicdo da taxa de inibicdo para
essa forma.
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Tabela 4 Valores de Clso e CCso atingidos pelos extratos diclorometanico, hexanico e metandlico das
sementes de L. cultratus sobre as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e sobre os
macréfagos murinos e respectivos indices de seletividade (IS).

Promastigotas Amastigotas Macréfagos s IS
Extratos (96h) (48h) Balb/C
(promastigotas) (amastigotas)
Clso (ug/mL) Clso (ug/mL) CCso (ug/mL)
LDS 19,54 0,67 12,8 0,65 19,1
LHS 21,37 20,72 >300 >14 >14,5
LMS inativo 11,57 >300 inativo 25,9
GLU 0,92 0,65 >300 >26,2 >461,5

Os extratos também foram avaliados contra as formas intracelulares de L.
amazonensis e o0s trés apresentaram diferencas significativas sobre o indice de
internalizacdo (numero de macrofagos infectados versus nimero de amastigotas)
(Figura 14 a-c). Para esta forma, o LDS, que foi testado apenas nas concentragdes
nao citotdxicas, apresentou-se mais ativo, com uma Clsode 0,67 pg/mL, o valor mais
préximo do encontrado para o GLU (0,65 pg/mL) e inibicdo de crescimento de 59,91%
na concentracao de 15 pg/mL. O LHS apresentou diferenca significativa sobre o indice
de internalizacdo nas concentragbes 100, 150 e 175 pg/mL, Clso de 20,72 e uma
inibicdo de 80,7% no crescimento de amastigotas a 175 ug/mL. O LMS apresentou
diferenca significativa a partir da concentracdo de 10 pg/mL, inibicdo de 65,32% e
obteve uma Clso de 11,57.
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indice de internalizagdo L. amazonensis: Macréfagos infectados x amastigotas
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Figura 14 Efeito dos extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das sementes de L.
cultratus sobre o indice de internalizacdo (nimero de macréfago infectados x nUmero de amastigotas)
de L. amazonensis. Resultados expressos em média + SEM de dois experimentos independentes em
duplicata (N=2). Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO (CB) na auséncia
de extratos. *, ** e **** sijgnificam p<0,05, p<0,01 e p<0,0001, respectivamente, em relagédo ao CN.

Um composto natural anti-Leishmania é considerado seguro quando o IS > 10
(ORYAN, 2015). Além disso, € importante realizar testes de toxicidade em
macrofagos, ndo apenas para determinar o IS, mas também porque os parasitas de
Leishmania habitam essas células (WALKER et al., 2014).

Os extratos LHS e LMS mantiveram a viabilidade dos macréfagos murinos
mesmo nas concentracfes mais altas. Para a forma promastigota, LMS apresentou-
se inativo, porém é o extrato que melhor distinguiu os macrofagos das formas
amastigotas, com IS de 25,9. J&4 o LHS apresentou IS >14 para ambas as formas
(promastigota e amastigota), sugerindo ser capaz de distinguir as formas parasitarias

das células de mamiferos.
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O principal mecanismo da defesa imune inata contra a Leishmania é a
fagocitose e o mecanismo de exploséo oxidativo microbicida, dependente do oxigénio,
gue € altamente destrutivo para o parasita (ANTOINE et al., 2004; DE SALDANHA et
al., 2012). Como foi visto anteriormente, os extratos estudados nao estimularam a
liberacdo de NO e nem mesmo inibiram a liberacdo quando estimulados por LPS. Isso
mostra que os extratos provavelmente agiram de forma direta sobre os parasitas.

O extrato LMS foi o que teve maior diminuicdo do indice de internalizacdo
quando comparado aos outros extratos. Porém, ndo foi efetivo contra a forma
promastigota de L. amazonensis. De acordo com os sinais obtidos a partir dos
espectros de 'H RMN, nesse extrato foram encontrados esteroides e terpenos. No
entanto, Teles et al. (2011) demonstraram que triterpenos isolados foram capazes de
promover acéo leishmanicida sobre as formas promastigotas de L. amazonensis.

Outra espécie do género Lonchocarpus, L. nicou demonstrou atividade
leishmanicida a partir de um extrato metanolico. No entanto, seus compostos isolados
ndo sdo semelhantes aos encontrados neste estudo; eles eram mostrados como
estiletes, com potentes agdes (ICso 5,5 e 3,9 pg/mL) (FUCHINO et al., 2013).

Além disso, Torres-Santos et al. (2004) verificaram que dois triterpenoides de
Pourouma guianensis, os acidos ursolico e oleandlico, mostraram forte atividade
antileishmania contra as duas formas de L. amazonensis na concentracdo de 100
ug/mL. A atividade antileishmania do acido oleandélico foi direta contra o parasita e ndo
devido a ativacdo de intermediarios de NO por macréfagos, mas esse triterpenoide
também inibiu significativamente a capacidade fagocitica dessas células em
concentracbes acima de 40 pg/mL, indicando efeito citotoxico. No entanto, o
mecanismo de acdo pelo qual os triterpenos inibem o crescimento de formas
promastigotas de Leishmania spp ainda nao foi totalmente elucidado (LIMA et al.,
2011).

J& a atividade do extrato LDS pode estar relacionada a presenc¢a da chalcona
isocordoina, que quando obtida de outra espécie do género Lonchocarpus, a L. xuul,
demonstrou ter propriedade leishmanicida contra promastigotas de L. amazonensis
com Clso de 26,7 pg/mL (BORGES-ARGAEZ et al., 2007), atividade menor do que a
encontrada para os extratos LDH e LHS (19,54 e 21,37 ug/mL, respectivamente). Mais
tarde, foi verificado que a isocordoina tem acdo sobre promastigotas de Leishmania
mexicana em estudo realizado com a mesma planta (BORGES-ARGAEZ et al., 2009).

N&o foram encontrados estudos que relatassem a atividade da lonchocarpina,

presente nos extratos LHS e LDS, contra as formas parasitarias de Leishmania spp.
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No entanto, Cunha et al. (2003) ndo encontraram atividade antimicrobiana a partir do

extrato hexanico de L. sericeus, o qual continha derricina e lonchocarpina.

5.7. Liberagéo de citocinas: IL-18 e IL-10

As citocinas sdo mediadores soluveis liberados por linfocitos e células do
sistema fagocitario. Além de serem essenciais ha comunicacdo intercelular e em
muitos processos fisioldgicos e patofisioldgicos, modulam a inflamacéo e a imunidade,
regulando o crescimento e a diferenciagdo de leucdcitos e também de células néo
leucocitarias (OPPENHEIM et al., 1994; LOPES, 2004).

Com a capacidade de ativar macréfagos e sua atividade fagocitica no inicio da
infeccdo, as citocinas desempenham um papel importante no resultado clinico da
leishmaniose (DE OLIVEIRA e BRODSKYN, 2012; DA SILVA, et al., 2013).

Citocinas como TNF-a, IL-6, IL-1B8 e IL-10 e os mediadores H202 e NO sao
secretados pelos macréfagos para eliminar a invasdo bacteriana (DAVIES et al.,
2013). A IL-10 € uma citocina anti-inflamatoria liberada na fase mais tardia da resposta
imune e é capaz de regular negativamente a resposta adaptativa através da inibicéo
de varias funcbes dos macrofagos e expressdo e atividade de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-18 (MOORE et al., 2001; AYALA et al., 2019).

Os sobrenadantes dos ensaios para a verificacdo de atividade dos extratos
frente as formas amastigotas de L. amazonensis foram analisados quanto a presenca
das citocinas IL-1B e IL-10. A citocina IL-1B ndo foi detectada nos grupos que
receberam tratamento nas concentra¢gdes de 15 pg/mL do LDS e de 10, 15, 50, 150 e
175 pg/mL do LHS. Nas concentracdes do LMS em que houve a deteccéo de IL-13
nao foi obtida diferenca significativa em relacdo ao controle ndo tratado (meio RPMI)

(Figura 15 a-c).
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Figura 15 Liberacdo de IL-1B por macrofagos murinos peritoneais previamente infectados com L.
amazonensis e tratados com os extratos (a) diclorometanico, (b) hexanico e (c) metandlico das
sementes de L. cultratus por 48 horas. Resultados expressos em média + SEM de dois experimentos
independentes em duplicata. Os controles correspondem ao meio RPMI (CN) ou meio mais DMSO
(CB) na auséncia de extratos.

Jeong et al (2017) descobriram que a lonchocarpina, presente nos extratos LDS
e LHS, aumentou a producédo de IL-10 em células microgliais estimuladas por LPS.
No entanto, na presente dosagem dos sobrenadantes dos ensaios anteriores, a IL-10
nao foi detectavel pela metodologia realizada.

Os extratos de sementes de L. cultratus ndo foram capazes de estimular a
liberacdo da citocina IL-10 e IL-1B de forma significativa ap0s o contato dos
macréfagos com a L. amazonensis. Para melhor entendimento do efeito dos extratos
sobre a liberagédo de citocinas, se faz necesséaria a dosagem dessas citocinas em

macroéfagos isolados, sem o contato prévio e infecgdo por parasitas.
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6. CONCLUSAO

Os extratos LHS e LMS oriundos das sementes de L. cultratus néo
apresentaram citotoxicidade em macrofagos peritoneais de Balb/c. O extrato LDS foi
citotbxico nas concentragcbes a partir de 50 pg/mL. Os trés extratos nao
imunomodularam os macrofagos de maneira significativa em relacao a liberacdo de
NO.

Ao avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida dos extratos, foi possivel
verificar seu potencial na agao in vitro contra os parasitas. Os trés extratos
apresentaram atividade anti-T. cruzi, sendo a do extrato LDS mais acentuada que as
demais, que pode ser atribuida a presenca da isocordoina no extrato. Este efeito mais
pronunciado do LDS no T. cruzi € acompanhado por uma maior toxicidade em
macrofagos. Sendo assim, os extratos LMS e LHS, apesar de exibirem menor
atividade tripanocida que o extrato LDS, ndo foram toxicos para os macrofagos e,
portanto, apresentaram maiores indices de seletividade.

Para a Leishmania amazonensis na forma promastigota, apenas os extratos
LDS e LHS foram efetivos e, para as formas amastigotas, os trés extratos
apresentaram acéo leishmanicida. O extrato LDS também foi o que apresentou a
atividade mais acentuada contra os parasitas. Além disso, os trés extratos nao
estimularam a liberacdo das citocinas IL-18 e IL-10 por macréfagos previamente
infectados por L. amazonensis.

Mediante os resultados encontrados, os extratos de L. cultratus podem ser
explorados quanto a atividade antiprotozoaria. Observa-se a necessidade da
realizacdo de ensaios mais aprofundados e de buscar conhecer os mecanismos pelos
guais os extratos exercem as acdes diretas sobre os parasitas, a fim de se obter uma

alternativa terapéutica potencial para as patologias tratadas neste estudo.
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