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RESUMO

As plantas e seus extratos sdo potentes agentes farmacéuticos utilizados por culturas
nativas no tratamento de doencas infecciosas e parasitarias. Dentre estas, destacam-se as
leishmanioses, infec¢bes cronicas causadas por protozoarios do género Leishmania.
Diferentes sintomas caracterizam este complexo de doengas, que se apresentam sob a forma
de Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV). No Brasil um dos
principais agentes etiolégicos da LT é a Leishmania amazonensis. Nas Ameéricas e
consequentemente no Brasil, o principal agente etioldgico da LV é a Leishmania infantum. As
principais drogas utilizadas para o tratamento contra as leishmanioses sdo antimoniais
pentavalentes, que induzem graves efeitos colaterais. O potencial biotecnoldgico de lectinas e
metabdlitos secundarios extraidos de plantas, sugere sua utilizagdo como alternativas ao
tratamento para as leishmanioses. A lectina de Cratylia mollis, Cramoll 1,4, bem como
compostos extraidos da vagem e entrecasca de Libidibia ferrea, apresentam vérias aplicactes
bioldgicas. Nesta pesquisa avaliamos os efeitos de Cramoll 1,4 e dos extratos metandlicos da
entrecasca (EME) e da vagem (EMV) de L. ferrea, assim como o metabdlito secundario acido
gélico detectado nos extratos, contra L. amazonensis e L. infantum. A caracteriza¢do quimica
dos extratos de L. ferrea através de HPLC revelou os Acidos Galico (AG) e Elagico (AE)
como os principais metabodlitos secundarios constituintes. Cramoll 1,4 e os extratos de L.
ferrea ndo apresentaram efeitos citotoxicos para macrdfagos intraperitoneais de camundongos
Balb/c, com valores de CCso > 400 pg/mL. O tratamento com 43,2 pg/mL de Cramoll 1,4
induziu alteracBes morfoldgicas em macrofagos, e reducdo da atividade fagocitica detectada.
O AG apresentou citotoxicidade em macrofagos a partir da concentracdo de 25 pg/mL,
causando reducdo nos niveis de ATP e importantes alteragdes morfoldgicas nos macréfagos.
A CCsp para 0 AG foi 126 + 36,8 ug/mL. EMV apresentou efeito protetor contra o extresse
oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio em células Vero. Tanto a lectina quanto os
extratos e o acido galico, apresentaram atividade antileishmania. A 1Cso para Cramoll 1,4 em
L. infantum, foi 7,19 pg/mL. EME foi efetivo contra L. amazonesis, com I1Cso de 79,21 + 7,48
pug/mL, ndo sendo efetivo contra L. infantum. A 1Csg de EMV contra L. infantum foi 23,3 +
5,8 ng/mL. EMV nio apresentou atividade contra L. amazonesis. AG foi capaz de inibir o
crescimento e viabilidade celular em promastigotas de L. amazoensis e L. infantum com ICsp
de 8,95 £ 1,95 ug/mL e 18,8 = 51 pg/mL respectivamente. A analise por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) e varredura (MEV) revelou alteracbes causadas nos

promastigotas de L. infantum apds tratamentos com Cramoll 1,4, como surgimento de



vacuolos e desintegracdo das membranas celular e nuclear, bem como aglutinagdo celular. A
andlise por MEV tanto em promastigotas de L. amazonensis, quanto em L. infatum
submetidas ao tratamento com o AG apresentaram alteracbes morfolégicas, como
arredondamento e perda do material citoplasmatico. Cramoll 1,4 reduziu o indice de
sobrevivéncia de amastigotas intracelulares de L. infantum. Nossos resultados apontam para
Cramoll 1,4 e extratos de L. ferrea, como possiveis candidatos a novos farmacos para o

tratamento adequado das leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmania amazonenis. Leishmania infantum. Cramoll 1,4. Metabdlitos

secundarios. Acido Galico.



ABSTRACT

Plants and their extracts are potent pharmaceutical agents used by native cultures in
the treatment of infectious and parasitic diseases. Among these, stand out leishmaniasis,
chronic infections caused by protozoa of the genus Leishmania. Different symptoms
characterize the main forms of this complex of diseases, the Cutaneous Leishmaniasis (CL)
and the Visceral Leishmaniasis (VL). In Brazil, one of the main etiological agents of (CL) is
the Leishmania amazonensis. In the Americas and consequently in Brazil, the main etiological
agent of (VL) is the Leishmania. The main drugs used for treatment against the leishmaniasis
are pentavalent antimonials, which induce serious side effects due to its toxicity. The
biotechnological potential of lectins and secondary metabolites extracted from plants suggests
the use as alternatives to treatment for leishmaniasis. The Cratylia mollis lectin, Cramoll 1,4,
as well as compounds extracted from the string bean and Libidibia ferrea bast, present
various biological applications. In this research we evaluated the effects of Cramoll 1,4 and
the methanolic extracts of the bast (MEB) and pod (MEP) of Libidibia ferrea, a well as the
secondary metabolite (gallic acid) detected in extracts, against L. amazonenis e L. infantum.
The extracts chemical characterization of L. ferrea through (HPLC) High performance liquid
chromatography revealed Gallic Acid (GA) and Ellagic Acid (EA) as the secondary main
metabolites Components. Cramoll 1,4 and L. ferrea extracts showed no cytotoxic effects for
intraperitoneal macrophages murines, values of CCsp > 400 pug/mL. The treatment of 43,2
pug/mL Cramoll 1,4 induced morphological changes in macrophages, and reduction of
detected phagocytic activity. The pattern (GA) showed cytotoxicity in macrophages from the
concentration of 25 ug/mL, causing reduced levels of ATP and important morphological
changes in macrophages. The CCso to GA was 126 + 36,8 pg/mL. MEP presented a protective
effect against oxidative stress induced by hydrogen peroxide in Vero cells. Both lectin and
extracts and Gallic acid showed anti-leishmania activity. The ICso to Cramoll 1,4 in L.
infantum, was 7.19 ug/mL. MEB was effective against L. amazonesis, with ICso of 79.21 +
7.48 ng/mL, not being effective against L. infantum. The 1Cso of (MEP) against L. infantum
was 23.3 = 5.8 pg/mL. (MESB) showed no activity against L. amazonesis. GA was able to
inhibit the growth and viability cell in promastigotes of L. amazonesis and L. infantum with
ICs0 0f 8.95 + 1.95 ng/mL and 18.8 £ 5.1 pug/mL respectively. The analysis by Transmission
Electron Microscopy (TEM) and Scanning Electron Microscopy (SEM) revealed changes
caused in promastigotes of L. infantum after treatment with Cramoll 1,4, like emergence of

vacuoles and disintegration of cellular and nuclear membranes, as well as agglutination. The



analysis by (SEM) in promastigotes of L. amazonensis and L. infatum submitted to the
treatment with GA presented morphological alterations, as rounding and loss of cytoplasmic
material. Cramoll 1,4 reduced the survival rate of intracellular amastigotes of L. infantum. Our
results point to Cramoll 1,4 and extracts of L. ferrea likepotential candidates to new drugs for

the proper treatment of leishmaniasis.

Key words: Leishmania amazonenis. Leishmania infantum. Cramoll 1,4. Secondary
metabolites. Gallic Acid.
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Artigo 1

Efeitos de Cramoll na viabilidade de macrdfagos peritoneais por
MTT. Os dados sdo apresentados como média + desvio padréo de
dois experimentos realizados em quadruplicata * p <0,05 quando

comparados COM 0 CONIOIE........coiviiiiiiiiiiies s

Efeito de Cramoll 1,4 na ultraestrutura de macréfagos. (A-B)
Células de controle ndo tratadas apresentando uma morfologia
plana espalhada. Notar em B a presenca de membrana ericada
formando filopodios e lamelopodios bem desenvolvidos. (C-D)
macrofagos tratados com 14,4 pg/mL de Cramoll 1,4 mostrando um
encurtamento do corpo celular (C). No maior aumento foi possivel
observar a presenca de estruturas intracelulares arredondadas
semelhantes a vesiculas endociticas no cortex do corpo celular
(seta). (E-F) Macrofagos tratados com 28,8 ug/mL mostrando corpo
celular arredondado ou fusiforme com perda de filopodia e
lamelopddio. Note que as organelas do tipo endossoma ainda estdo

presentes no citoplasma de uma célula

Efeitos de Cramoll 1,4 na atividade fagocitica de macrdfagos
peritoneais murinos. Todos os valores sdo médias de + 280 células
contadas *p <0,01, diferenca significativa em comparacdo com as

células ndo-tratadas. #p <0,01 comparado com 14,4ug/mL e 28,8

Curva de crescimento de promastigotas de L. infantum tratadas ou
ndo com Cramoll 1,4 por até 72 h. Os dados s@o apresentados como
média * desvio padréo de trés experimentos realizados em triplicata
*p <0,05 quando comparados com 0
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Efeitos de Cramoll 1,4 na ultra-estrutura de promastigotas de
Leishmania infantum. Microscopia eletrénica de transmisséo de
controle (A) apresentando promastigotas tratadas com Cramol 1,4
(B-E). (A) Célula do controle mostrando ultra-estrutura bem
preservada com citoplasma granular homogéneo, corpo celular
alongado, ndcleo bem definido, mitocéndria e reticulo
endoplasmatico. (B-C) Formas promastigotas tratadas com 1x ICsp
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desorganizagdo das cristas mitocondriais com formacéo de perfis
concéntricos de membrana na matriz mitocondrial. Observe a
presenca de detritos celulares (*). (D-E) Promastigotas tratados com
2x 1Cso de Cramoll 1,4 apresentando reticulo endoplasmatico
dilatado (RE) e cinetoplasto alterado (K). (F) Detalhe de um
promastigota apresentando uma mitocondria drasticamente alterada,
com perda do conteido da matriz e vesiculas na membrana interna

(*) e grande espaco elétron-lucente no citoplasma..............c..........

Microscopia eletrobnica de varredura de promastigotas de
Leishmania infantum tratadas com Cramoll 1,4. (A-B) Aspecto
geral de um promastigota do controle mostrando uma superficie
celular alongada e lisa. (C-F) Culturas de promastigotas tratadas
com 1x ICsg (C-D) e 2x ICso Cramoll 1,4 (E-F) apresentando
intensa aglutinacdo celular. Em (D e F) detalhe de células
individuais alteradas drasticamente mostrando a membrana
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Efeito de Cramoll 1,4 em macréfagos infectados com Leishmania
infantum (A) Indice de sobrevivéncia de Leishmania infantum
dentro de macrdfagos ap6s 24 h de tratamento com a Cramoll 1,4. *
Estatisticamente significativo (p> 0,05) em comparacdo com o
controle (0), PMD = pentamidina usada como medicamento de
referéncia. (B) Macrofagos corados com Giemsa infectados com

L.infantum tratados ou ndo com diferentes concentragdes de
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Cramoll 1,4

Artigo 2

Cromatografia obtida para deteccdo do Acido Elagico (EA) no
comprimento de onda de 254 nm e Acido Galico (AG) a 270 nm em
amostras de EME em AB e EMV em C-

Efeitos citotoxicos dos EME e EMV contra macréfagos peritoneais
de camundongos Balb/c. Macrofagos foram incubados com EME e
EMV por 48 h. A viabilidade dos macrofagos foi avaliada pelo teste
do MTT. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo
de dois experimentos realizados em quadruplicata. *p <0,05 quando

comparados com 0 CONtrole (0)........ccevvevieveeieiiie e

Efeitos citotoxicos do AG contra macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/c. Macréfagos foram incubados com AG por 48
h. A viabilidade dos macrofagos foi avaliada pelo teste do sal de
tetrazolio (MTT). Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrdo de dois experimentos realizados em quadruplicata. *p <0,05

quando comparados com 0 CONtrole (0).......ccccoevvervririenieieneneseeias

Efeitos do AG sobre a producdo de ATP em macréfagos peritoneais
de camundongos Balb/c (a). Macréfagos foram incubados com AG
por 48 h. A viabilidade dos macréfagos foi avaliada pelo teste
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos
realizados em quadruplicata. *p <0,05 quando comparados com 0

controle

Efeito dos EME e EMV sobre a ultraestrutura de macrofagos. (A)
Células do controle ndo tratadas apresentando morfologia plana e

espalhada. Presenga de filopddios e lamelopodios na superficie
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externa da membrana. (B) macrofagos tratados com 50 pg/mL de
EME. Células planas e espalhadas com filopddios e lamelopddios
em sua superficie. (C) Macréfagos tratados com 50 pg/mL de
EMV. Células alongadas semelhantes as do
(010 1 (0] [PPSR
Efeitos do AG sobre a ultraestrutura de macrofagos. (A-B) Células
do controle ndo tratadas apresentando morfologia plana e
espalhada. Filopddios e lamelopddios sdo observados na superficie
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uma promastigota de controle mostrando uma superficie celular lisa
e alongada. (C-D) Culturas de promastigotas tratadas com ICso €
(E-F) 2x ICsop de AG. (C, D e E) células com morfologia
arredondada (*) com divisdo incompleta (E). Detalhe de células

alteradas drasticamente, com perfuracdo

Microscopia eletrobnica de varredura de promastigotas de
Leishmania infantum tratada com AG. (A-B) Aspecto geral de
promastigota do controle mostrando uma superfie celular lisa e
alongada. Culturas de promastigotas tratadas com ICso (C-D).
Células com morfologia drasticamente alterada, com membrana
enrugada. (E-F) 2x ICso AG. (E) celulas com morfologia
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1 INTRODUCAO

As plantas produzem metabolitos primarios e secundarios. Essencial a sobrevivéncia,
0 metabolismo primario é responsavel pela sintese dos acidos nucleicos, lipidios, carboidratos
e proteinas. Algumas destas proteinas, tais como as lectinas, estdo relacionadas com o0s
mecanismos de defesa dos vegetais, devido a sua capacidade de reconhecimento de patdégenos

e sinalizacao celular.

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, caracterizadas por sua
capacidade de ligar-se especificamente a carboidratos presentes em superficies celulares, que
possuem importantes atividades biolégicas. S&o largamente distribuidas na natureza sendo
encontradas em virus, bactérias, fungos e animais, porém as plantas constituem a fonte mais
explorada para obtencdo destas moléculas, principalmente as encontradas em sementes, pelo

melhor rendimento.

Sementes de Cratylia mollis Mart. EX. Benth, uma forrageira nativa do territorio
brasileiro, contém 4 isoformas da lectina denominada de Cramoll (Cramoll 1, Cramoll 2,
Cramoll 3 e Cramoll 4). Preparagdes contendo as isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4) tém revelado
apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais como: mitogénica, cicatrizante,
imunomoduladora, indutora de permeabilizacdo interna da membrana mitocondrial,
antifungica contra Cryptococcus gattii, causador da criptococose e antiparasitaria contra

Schitosoma mansoni.

Os metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo sintetizados em menor quantidade pelos
vegetais quando comparados aos primarios. Estes estdo relacionados geralmente com os
mecanismos de defesa da planta. Importantes atividades biologicas com aplicacdo de

metabdlitos secundarios tém sido estudadas.

Libidibia ferrea var. ferrea (Mart. ex. Tul.) L. P. Queiroz é uma planta pertencente a
familia Leguminosae encontrada em boa parte do territério brasileiro. Pesquisas utilizando
partes desta planta comprovam suas importantes aplicacdes biologicas, tais como: atividade
antioxidante, cicatrizante e antifingica. Segundo a medicina popular, L. ferrea apresenta

propriedades antitlcera, homeostatica, expectorante e antiparasitaria.
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Dentre as doengas causadas por parasitas, destacam-se as leishmanioses, infecgdes
parasitarias crénicas provocadas por protozoarios do género Leishmania pertecentes a familia
Trypanosomatidae. As leishmanioses tornaram-se principais doencas tropicais negligenciadas,
representando sérios problemas de saude publica, em quase todos os continentes, com altos

indices de mortalidade e morbidade.

Cerca de 22 diferentes espécies de Leishmania sdo responsaveis por causar
leishmanioses através de 93 espécies de vetores flebotomineos. Os diferentes sintomas
caracterizam as principais formas deste complexo de doencas: Leishmaniose Tegumentar e

Leishmaniose Visceral.

O tratamento para as leishmanioses vem sendo realizado principalmente através do
uso de antimoniais pentavalentes, os quais apresentam elevada toxicidade, com inducéo de
graves efeitos colaterais. A resiténcias dos parasitas as drogas utilizadas, bem como a recidiva
da doencga, inviabilizam a terapia, tornando-se necessaria a utilizacdo de novos agentes
quimioterapicos para o tratamento adequado da doenca.

Assim, as plantas, seus extratos e compostos purificados a partir deles sdo potentes
agentes farmacéuticos que vém sendo utilizados tradicionalmente por culturas nativas e na

prépria medicina para o tratamento de diversas doencas infecciosas e parasitarias.

Pesquisas demonstram o potencial biologico de lectinas e extratos como alternativas
eficientes para o tratamento de doencas ja convencionalmente tratadas. Estudos utilizando a
Cramoll 1,4, bem como compostos extraidos de L. ferrea, tém revelado importantes
aplicacBes bioldgicas. Portanto, nosso estudo visou avaliar o potencial leishmanicida, de
compostos bioativos de Libidibia ferrea var ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz e de Cratylia
mollis (Mart. ex.) Benth, com baixa toxicidade ao hospedeiro mamifero, visando definir o

potencial de uso, apontando para um tratamento mais adequado contra as leishmanioses.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar o efeito da compostos bioativos extraidos de Cratylia mollis e Libidibia ferrea
var ferrea sobre formas evolutivas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum, bem

como sobre células de mamifero.

1.1.2 Especificos

e Purificar a lectina de Cratylia mollis - Cramoll 1,4,

e Avaliar a atividade da Cramoll 1,4 sobre a viabilidade, ultraestrutura e proliferacdo das
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum;

e Auvaliar o efeito da Cramoll 1,4 sobre macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c;

e Preparar extratos metandlicos da entrecasca e vagem de L. ferrea e determinar a
composicdo quimica dos extratos por cromatografia de camada delgada - CCD e

cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC;

e Avaliar o efeito dos extratos e do acido galico comercial, sobre macrofagos peritoneais
de camundongo Balb/c e células Vero;

e Avaliar a acdo dos extratos de L. ferrea sobre a citotoxicidade induzida por perdxido
de hidrogénio em células Vero.

e Avaliar a atividade bioldgica dos extratos e do &cido galico comercial sobre a
viabilidade, ultraestrutura e proliferacdo das formas promastigotas de L. amazonensis

e L. infantum.



26

2 REFENCIAL TEORICO

2.1 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE PLANTAS

A Dbiotecnologia constitui um campo multidisciplinar com uma vasta gama de
utilidades, tais como processos de biorremediacdo, producdo de biocombustiveis, e melhoria
da satde humana (GUPTA et al., 2016).

As plantas sdo utilizadas pela humanidade desde seus primdrdios, para diversas
finalidades, tais como fontes de alimentos e produtos funcionais. Estes ultimos sao compostos
qguimicos encontrados na natureza que apresentam atividade bioldgica ou farmacoldgica
(MUSTAFA et al., 2017). O primeiro registro da medicina para 0 uso de plantas como
tratamento de doencas encontra-se depositado no museu da Pensilvania/Estados Unidos. Tal
registro data de 2.100 a.C. cujo documento contém férmulas de trinta diferentes drogas de

origem mineral, animal ou vegetal (FIRMO et al., 2011).

Plantas medicinais sdo grandes fontes de produtos funcionais. Estes vegetais sdo
administrados ao homem ou animal por exercerem alguma funcao terapéutica, constituindo a
matéria-prima para a fabricacdo de medicamentos, principalmente fitoterapicos (BULUT et
al., 2017; LOPES; PANTOJA, 2013). Em paises desenvolvidos como Fran¢a, China e
Alemanha diversos extratos de plantas sdo prescritos como medicamentos devido a presenca
de compostos bioativos (THOMFORD et al.,, 2018; JI et al., 2017; RUHSAM,;
HOLLINGSWORTH, 2017).

O uso de plantas na area medicinal pode trazer importantes beneficios, como baixo
custo e baixa incidéncia de efeitos adversos, com toxicidade reduzida. Estima-se que na
natureza existem cerca de 250 mil espécies de vegetais, porém apenas 0,75% de compostos
extraidos de plantas medicinais foram testados em ensaios clinicos (MUSHTAQ et al., 2018;
JAMEEL et al., 2014; SEN; CHATTERJEE, 2011).

O Brasil, pais de dimensdes continentais, abriga grande diversidade de fauna e flora,
com biomas que apresentam caracteristicas distintas, como o bioma da Caatinga, localizado
exclusivamente neste pais. Este bioma constitui um cenario para descoberta de compostos

vegetais com propriedades para aplica¢des biotecnoldgicas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mushtaq%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29805348
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Na Caatinga, destaca-se o Vale do Catimbau (Figura 1) localizado no agreste e sertao
do estado de Pernambuco, com 62.294 hectares, que se estende pelos municipios de Buique,
Ibimirim, Tupanatinga e Inaja. O semiarido é o clima predominante, com médias de
temperaturas anuais de 23°C e indice pluviométrico de até 600 mm anuais (COSTRA et al.,
2009).

Figura 1 Vale do Catimbau - Pernambuco.

Fonte: Autoria prérpia.

As variagdes climaticas interferem diretamente no funcionamento das células vegetais.
Ao conjunto de reagdes bioquimicas realizadas pelas células da-se o0 nome de metabolismo.
Substancias comuns aos seres Vivos, essenciais a vida e sintetizadas em grandes quantidades
como carboidratos, lipidios, proteinas e &cidos nucléicos constituem o metabolismo priméario
das células. Ja substncias produzidas em menor quantidade constituem o metabolismo
secundario (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008). Em 2014
estimou-se que existem mais de 300.000 metabdlitos secundarios na natureza (GURNANI et
al., 2014).

Cerca de 400.000 éspecies de plantas superiores compdem o reino vegetal, no entanto
a investigacdo farmacoldgica com plantas terrestres atingiu apenas cerca de 5 a 15% desta
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diversidade. Estima-se ainda que em torno de 25% dos farmacos existentes sdo de origem
vegetal (GURNANI et al., 2014).

Na busca por compostos bioativos, as lectinas tém se mostrado como novas
alternativas para o tratamento de patologias, pois suas diferentes propriedades possibilitam
diversas aplicagdes em sistemas biologicos, como a avaliagdo de superficies celulares
(GERLACH et al., 2017; SAMAH et al., 2017). Nas plantas, por sua vez, as lectinas podem
atuar diretamente na defesa, exercendo funcdo inseticida (CHEN et al ., 2017; BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002).

Lectinas sdo proteinas que apresentam a caracteristica comum de seletividade na
interacdo com carboidratos. Com isto, estas moléculas podem reconhecer e ligar-se a glicanos
localizados em superficies celulares, promovendo aglutinacdo das células (TERADA et al.,
2016). Esta caracteristica confere as lectinas a capacidade de desempenhar diferentes
atividades bioldgicas, como o efeito antiproliferativo contra o carcinoma hepatocelular com
regulacao positiva da expressao do gene P53 (EL-AASSAR et al., 2014).

Na Caatinga, a familia Fabaceae destaca-se por compreender grande numero de
plantas com propriedades medicinais utilizadas pelas populacGes que habitam neste bioma
(DROZINO et al., 2017; ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010). Tais propriedades podem estar
relacionadas as lectinas e metabdlitos secundarios presentes nas espécies desta familia.

Metabdlitos secundarios em sua grande maioria sd8o moléculas de baixo peso
molecular, de estrutura complexa e encontrados em baixas concentracdes nos vegetais, com
uma frequéncia inferior a 1% do carbono total. Sua estocagem pode ocorrer em érgdos ou
células especificas. Muitas destas moléculas ndo estdo relacionadas ao crescimento,
desenvolvimento ou reproducdo da planta, no entanto, podem estar diretamente ligadas a
sobrevivéncia. Sdo sintetizados geralmente em resposta aos estimulos do meio ambiente para
adequacgdo da planta a este meio. Ao contrario dos metabdlitos primarios, a auséncia dos
metabolitos secundarios ndo resulta em morte imediata da planta (TIWARI; RANA, 2015;
PEREIRA; CARDOSO, 2012; FUMAGALI et al., 2008).

Os metabolitos secundarios provavelmente se originam a partir do metabolismo da
glicose através de dois intermediarios, o &cido chiquimico e o acetato. O acido chiquimico é
precursor de taninos hidrolisdveis, cumarinas, alcaldides derivados dos aminoacidos

aromaticos e fenilpropanoides. Um anel aromatico é encontrado na estrutura de todos estes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerlach%20JQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28520506
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samah%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28400185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Aassar%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24857870
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compostos. Os derivados do acetato s&o os aminoacidos alifaticos e os alcaldides derivados
deles; terpendides, esterdides, acidos graxos e triglicerideos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os metabolitos secundarios geralmente sdo classificados de acordo com a rota
biossintética. As trés principais familias destas moléculas sdo os compostos fendlicos,
terpénicos e esteroides e os alcaloides.

Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos constituem o grupo com maior numero de representantes
dentre os metabdlitos secundarios sintetizados por plantas. Estas moléculas tém como
caracteristica a presenca de um grupamento hidroxila (OH) ligado a um grupo de
hidrocarboneto aromatico (IGNAT et al., 2011; ROBARDS et al., 1999). Estes compostos
podem ser classificados como fendis simples ou polifenois, de acordo com a quantidade de
grupamentos fenolicos na molécula.

Um importante grupo de compostos fenolicos sdo os taninos. S&o moléculas que ndo
se encontram livres nos tecido das plantas, mas sob a forma de polimeros. Possuem maior
peso molecular e de acordo com a estrutura sdo classificados em dois grupos, os taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. Taninos hidrolisaveis sdo constituidos por um nucleo
central de glicose ou um alcool poliidrico, esterificado com é&cido galico ou eldgico.
Hidrolizam-se com enzimas, acidos ou bases. Taninos condensados sdo constituidos por
polimeros de catequina e/ou leucoantocianidina e ndo sdo prontamente hidrolisaveis por
acidos. Os taninos apresentam sabor indesejavel, conferindo ao vegetal a sensacdo de
adistringéncia (SOARES, 2002).

Os compostos fenolicos sdo importantes moléculas envolvidas na defesa dos vegetais
contra agentes patogénicos, constituindo o sistema antioxidante (NACZK; SHAHIDI, 2004;
BRAVO, 1998). Muitos compostos fendlicos integram macromoléculas complexas ou
encontram-se como glicosideos conjugados (MANACH et al., 2004). Sdo moléculas que
podem interferir com a digestdo, provocar crescimento lento, bloquear atividade enzimética e
a divisdo celular. Estes metabolitos podem desempenhar atividade antioxidante e inseticida.
Alguns interferem na metamorfose de insetos, através da inibigdo da tirosinase, enzima chave
neste processo (PANTOJA; COLMENARES; ISAZA, 2017).

Os flavondides representam um vasto grupo de compostos fendlicos com cerca de
4500 representantes conhecidos. Podem ser encontrados na maioria dos tecidos vegetais em

vacuolos, estando na forma de monémeros, dimeros ou oligdmeros (TIWARI; RANA, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pulido%20KD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28365409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colmenares%20Dulcey%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28365409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isaza%20Mart%C3%ADnez%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28365409
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Flavonoides apresentam uma estrutura bésica formada por Ce-C3-Cs. Destacam-se
neste grupo as antocianidinas, flavonas, flavondis e, com menor freqiiéncia, as auronas,
calconas e isoflavonas (SOARES, 2002).

A andlise fitoquimica de extratos metanolicos de Jatropha curcas, detectou a
presenca predominante de compostos de flavonas. Testes biol6gicos com o mesmo extrato
revelaram a potente atividade antioxidante e citoprotetora associada a este flavonoide
(PAPALIA; BARRECA; PANUCCIO, 2017).

Terpenos e Esteroides

Terpenos sdo hidrocarbonetos e constituem um grupo quimico bem diversificado de
produtos naturais. Apresentam funcdo ecoldgica (defesa da planta, e atrativos de
insetos/animais) e fisioldgica no vegetal (horménios e manutencdo da estrutura da membrana)
(KEMPINSKI et al., 2015).

Os terpenos sdo classificados de acordo com o nimero de isoprenos que possui
(unidades estruturais repetidas de 5 carbonos - isoprendides). A sintese dos isoprendides
comeca a partir dos dois precursores universais de cinco carbonos (C5): isopentenil difosfato
(IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP). Estas unidades de prenil podem ser utilizadas
diretamente para formar hemiterpenos ou polimerizadas em incrementos de cinco unidades de
carbono através da adicdo sucessiva de IPP para gerar prenil-difosfatos de varios
comprimentos de cadeia. Esses pré-difosfatos sdo 0s precursores universais de todos o0s
terpenos primarios encontrados em plantas, como monoterpenos (10 atomos de carbono,
C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), carotenodides (C40) e
poliprendis (mais que 45) (JIANG; KEMPINSKI; CHAPPELL, 2016).

Devido a esta diversidade quimica, os terpenos/terpenodides tém grandes usos
industriais como aromas, fragrancias, lubrificantes de alta qualidade, biocombustiveis,
produtos quimicos agricolas e medicamentos (JIANG; KEMPINSKI; CHAPPELL, 2016).
Sesterterpenoides, um pequeno grupo dos terpenos, apresentam importantes aplicacfes, tais
como atividade anticancer e anti-HIV (ZHANG et al.,, 2017). Saponinas triterpenoides
extraidas do cerne de Castanea sativa apresentaram potencial para quimioprevengdo de
cancer de mama (PEREZ et al., 2017).

Os esterodides, por sua vez, desempenham importantes fun¢des hormonais nas plantas.
Os brassinosterdides sdo encontrados amplamente nas varias partes de plantas angiospermas e

gimnospermas, com excecao das raizes. Estes hormonios estdo diretamente relacionados a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5113832/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27868090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kempinski%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27868090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chappell%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27868090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27868090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kempinski%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27868090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chappell%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27868090
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regulacdo do desenvolvimento e crescimento do vegetal. Podem ser aplicados de forma
exogena, estimulando assim o crescimento da planta, podendo também induzir o alongamento
da célula e consequente crescimento do caule, estimular ou inibir o crescimento e
desenvolvimento das raizes (dependendo da concentracdo aplicada), flexdo de folhas,
producdo de etileno e ativacdo de respostas ao estresse (LASHAK et al., 2018; ZHANG,;
AHMADI MOUSAVI; KALANTARI; TORKZADEH, 2005; YANG; TSAO, 1991).
Esterdides também foram detectados em extratos de plantas e de fungos endofiticos com
atividade antibacteriana (SILVA et al., 2017; ALVA et al., 2014).

Alcal6ides

Alcaloides sdo substancias de carater basico principalmente derivadas de plantas, mas
podendo ser também derivadas de fungos, bactérias e até mesmo de animais. Sao constituidas
basicamente por nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono. Sdo geralmente sélidos brancos
(com excecdo da nicotina) e podem existir nas plantas, no estado livre, como sais ou como

oxidos.

Os alcaloides podem ser classificados quanto a sua atividade bioldgica, estrutura
quimica e origem biossintética, podendo ser divididos em trés grupos: alcaloides verdadeiros,
gue possuem anel heterociclico com um atomo de nitrogénio e sua biossintese se da através de
um aminoacido; protoalcaloides, aqueles em que o a&tomo de nitrogénio ndo pertence ao anel
heterociclico e se originam de um aminoécido (ex: mescalina e efedrina), e pseudoalcaloides,

aqueles derivados de terpenos ou esteroides e ndo de aminoacidos (ex: solasodina).

Os alcaloides possuem diversas propriedades farmacoldgicas, ou seja, podem ser
usados na fabricacdo de medicamentos. Grande parte dos alcaloides é usada na medicina
como analgésicos e anestésicos. Seus principais efeitos podem ser blogueios de canais
ibnicos, inibicdo enzimatica ou interferéncia na neurotransmissdo, produzindo alucinagdes,
perda de coordenacdo, convulsdes, vomitos, podendo ocasionar a morte (TIWARI; RANA,
2015).

Os efeitos bioldgicos de diferentes metabdlitos secundarios de origem vegetal tém sido
comprovados tais como agente antioxidante, antibacteriano, anticancerigeno, repelente e
inseticida (YEASH, 2017). Diversos grupos quimicos presentes nesses metabolitos

secundarios de extratos vegetais, como alcaloides, flavondides, taninos, esteroides, chalconas
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e naftoquinonas estdo diretamente relacionados com os efeitos contra Leishmania (KLEIN et
al., 2009).

As plantas sdo importantes fontes de pesquisa para descoberta de drogas,
principalmente no que diz respeito a drogas antiparasitarias, devido a associacdo entre a
coexisténcia dos parasitas e plantas medicinais (ANTHONY; FYFE; SMITH, 2005).

Dentre as espécies vegetais das quais sdo extraidos compostos para a formulagdo de
drogas com acdo antiparasitaria, destaca-se a Cinchona succirubra. A Quinina é extraida a
partir da casca de C. succirubra, possuindo agdo antimalarica, antifebril, acdo contra doencas
na garganta e anticancer (MUSHTAQ et al., 2018; DIAS et al., 2012; DELEU et al., 2004).

Grandes esforcos sdo destinados a descoberta de compostos naturais para formulagfes
de novos medicamentos para o tratamento de doencas infecciosas causadas por parasitas,

como as leishmanioses (JOSHI et al., 2016).

FracOes hexanicas das folhas de Lacistema pubescens foram testadas contra formas
promastigostas de diferentes espécies de Leishmanias e apresentaram ICso de 3,5 ug/mL para
Leishmania amazonensis, 4,2 pg/mL para Leishmania major e 17 pg/mL para Leishmania
braziliensis (SILVA et al.,, 2014). Em outro estudo, fracbes hexanicas ricas em fitol,
metabdlito secundario mais abundante (87%) das folhas de L. pubescens, apresentaram
atividade antileishmania contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonenis, com
valores de ICso de 44,0 ¢ 25,8 ug/mL respectivamente. Os principais danos causados a célula
foram diminuicdo acentuada no potencial da membrana mitocondrial e aumento na producéo

de espécies reativas de oxigénio (SILVA et al., 2015).

2.2 LECTINA DE Cratylia mollis

Cratylia mollis ¢ uma forrageira nativa do Semiarido do Nordeste do Brasil,
popularmente conhecida como feijdo camaratu ou camaratuba (Figura 2), pertencente a
mesma familia Leguminosae e subtribo Diocleinae da Canavalia ensiformis, conhecida como
feijdo de porco, da qual é extraida a lectina Concanavalina A (Con A). Das sementes de C.
mollis foram purificadas as quatro isoformas da lectina Cramoll: Cramoll 1, Cramoll 2,

Cramoll 3 e Cramoll 4. Cramoll 1,4 é uma preparacdo contendo as isoformas Cramoll 1 e
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Cramoll 4 (CORREIA; COELHO, 1995; PAIVA; COELHO, 1992).

Figura 2 Cratylia mollis (a) e suas sementes (b).

Cramoll 1,4 e a lectina de Canavalia ensiformis (Con A) apresentam 82% de
homologia em sequéncia de aminoacidos com grande similaridade em sua estrutura terciaria e
quaternaria (SOUZA et al., 2003), o que justifica a mesma especificidade aos
monossacarideos glicose e manose exibida por ambas as lectinas (CORREIA; COELHO,
1995; SOUZA et al., 2003).

Importantes aplicacdes biologicas foram descritas para Cramoll, 1,4. A lectina
apresentou estabilidade quando imobilizada em gel de galactomanana (ALBUQUERQUE et
al., 2016). Posteriormente, em estudos in vivo avaliaram a imobilizacdo de Cramoll 1,4 em
membranas de galactomana as quais revelaram um excelente poder cicatrizante
(ALBUQUERQUE et al., 2017). A Cramoll 1,4 também apresentou atividade antitumoral in
vivo e, quando encapsulada em lipossomas, observou-se um aumento dessa atividade
(ANDRADE et al., 2004). Cramoll 1,4 recombinante expressa em Escherichia coli apresentou
acdo atitumoral. Este efeito foi potencializado quando a lectina foi encapsulada em
lipossomas e também provocou aumento significativo na concentracdo de leucécitos (Da
CUNHA et al., 2016). O potencial imunomodulatério de Cramoll 1,4 e da lectina recombinate
foi comprovado em estudos com células do exudato peritoneal de camundongos. Estas
lectinas induziram o aumento da producéo de Oxido nitrico, ions superdxido e citocinas IL-1,
IL-6, IFN-y e TNF-o. Em exsudatos peritoneais de camundongos infectados com
Staphylococcus aureus, as lectinas diminuiram a inducdo da producéo das citocinas TNF-a e
IL-6 e aumentaram a expressao de IL-1p3, IFN-y (Da SILVA et al., 2015a).

Cramoll 1,4 nativa e recombinate foram altamente efetivas na protecdo contra o

extresse oxidativo provocado por perdxido de hidrogénio em células Vero. Possivelmente,
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estas lectinas bloquearam a citotoxicidade induzida por peréxido de hidrogénio, atuando na
diminuicdo de espécies reativas de oxigénio e reestabelecendo o potencial de membrana
mitocondrial, prevenindo ainda danos lisossomais, bem como a fragmentacdo do DNA (Da
SILVA et al., 2015b).

Cramoll 1,4 imobilizada por interacGes eletrostaticas em um biossensor de
nanocompositos hibridos compostos por nanoparticulas de ouro (AuNps) e polianilina (PANI)
foi capaz de reconhecer glicoproteinas séricas de diferentes serotipos e estagios da infecgdo
por dengue, tornando-se um candidato promissor para o desenvolvimento de um novo
protocolo de diagndstico com base no reconhecimento de glicoproteinas virais (AVELINO et
al., 2014). Cramoll 1,4 foi conjugada com sucesso a quantum dots por adsor¢do em pH 7,0.
Esta conjugacdo ndo causou mudancas considerdveis na atividade de hemaglutinagdo da
lectina, ou nas propriedades Opticas dos nanocristais. Esse nanossistema permaneceu estavel

por pelo menos um ano apo6s a bioconjugacdo (CUNHA et al., 2018).

Cramoll 1,4 foi eficaz no reparo de lesbes teciduais em camundongos, estimulando o
fechamento das feridas em menor tempo, tornando mais intenso o processo de granulacdo e

deposicao de fibras colagenas (MELO et al., 2011).

Em decorréncia das varias atividades bioldgicas apresentadas pela lectina extraida das
sementes de C. mollis, estudos sobre sua possivel acdo no tratamento das leishmanioses

deverdo ser avaliados.

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS DE Libibibia ferrea VAR ferrea

A familia Fabaceae possui 500 espécies de plantas distribuidas mundialmente, dentre
elas as plantas do género Libidibia. Libidibia ferrea var ferrea (Mart. ex. Tul.) L. P. Queiroz,
é uma planta nativa do Brasil, amplamente distribuida no norte e nordeste do pais, onde é
comumente conhecida como "Jucd" ou "pau-ferro”. Trata-se de uma espécie lenhosa que
ocorre em sua maioria em zonas tropicais e subtropicais (ZANIN et al., 2012). L. ferrea é uma
arvore de médio porte (Figura 3), medindo entre 10 a 15 metros de altura por 40 a 60
centimetros de didametro (LORENZI, 2002).
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Farmacologicamente, espécies do género Libidibia apresentam atividade analgésica,
anti-ulcera, anti-helmintica, antibacteriana, inseticida, antifungica, anti-inflamatoria,
antipirética, antioxidante, antiproliferativa, antiviral, imunomoduladora e imunossupressora.
Plantas da familia Fabaceae séo caracterizadas por conter diferentes metabolitos secundarios,
tais como polifenois, terpenos e esteroides. Estas moléculas provavelmente sdo responsaveis

pelas diversas atividades biologicas destes vegetais (ZANIN et al., 2012).

Figura 3 Libidibia ferrea ferrea (Mart. ex. Tul.) L. P. Queiroz e suas vargens.

Libidibia ferrea Mart. ex Tul. L. P. Queiroz (1 - Haste; 2- Arvore; 3- Arvore com as partes aéreas; 4-
Partes aéreas; 5- Fruto; 6 A - Frutos; 6 B - Sementes. Fonte: PAULO AIRES, 2014, in FERREIRA;
SOARES, 2015.

L. ferrea é vastamente explorada na medicina tradicional e todas as partes da planta
apresentam atividade bioldgica. As suas vagens sdo usadas para combater a anemia, doencas
relacionadas ao pulméo, tosses e diabetes. O extrato aquoso da vagem ainda apresenta
atividade antifingica, antiulcerogénica, anti-inflamatoria e analgésica (ZANIN et al., 2012). A

atividade bacteriana foi demonstrada com a aplicagdo dos extratos metandlico e
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hidroalcoolico da vagem de L. ferrea (MARREIRO et al., 2014; SAMPAIO et al., 2009),
onde o extrato alcodlico demonstrou potente atividade antioxidante (SILVA et al 2011).

Extratos brutos das vagens de L. ferrea apresentaram potencial antiproliferativo frente
a celulas de cancer colorretal humano (linhagem HT-29), com inducéo de apoptose através da
via intrinseca (GUERRA et al., 2017).

O extrato aquoso de sementes de L. ferrea foi aplicado contra ovos do neméatodo
Haemonchus contortus, parasita de ruminantes, demonstrando neste estudo o potencial
ovicida de L. ferrea (SALES et al., 2014). O extrato aquoso parcialmente purificado das
sementes contém inibidores de proteases e, quando aplicado contra varias espécies de fungos,
impede o crescimento micelial e a esporulacdo (BARIANI, 2012).

A infusdo da casca é utilizada para tratamento de diarréia e enterocolites. Sementes e
cascas sdo utilizadas para o tratamento de lesbes. As raizes sdo empregadas no tratamento da
diabetes, diarréia e no controle a febre (BARROS, 1982; BALBACH, 1972).

Extratos brutos da entrecasca e galhos apresentaram atividade antifingica contra
varias cepas de referéncia e isolados clinicos de dermatéfitos (BIASI-GARBIN, et al., 2016).
Os extratos da entrecasca e vagem de L. ferrea apresentaram efeitos antirrugas e
despigmentantes, demonstrando a possibilidade de sua utilizagdo como componentes para
comeésticos, analises da composi¢do quimica destes extratos apontam para flavondides e acido
fendlicos como os principais constituintes (PEDROSA et al., 2016).

Os principais compostos fendlicos presentes no extrato aquoso da vagem de L. ferrea
sdo os taninos hidrolisaveis, o acido galico e o &cido eldgico (FERREIRA et al., 2016;
FERREIRA; SOARES, 2015). A presenca de catequinas (taninos condensados) também foi
evidenciada em extratos aquosos e cetonicos (DE ARAUJO et al., 2014).

O é&cido galico e o acido elagico (Figura 4) sdo importantes fendis encontrados em
frutos como roma, caja, nozes, groselha, framboesa, morango e manga, bem como no cha
verde (BRITO el al., 2018; CARMO et al., 2016).

Figura 4 Estrutura quimica do &cido galico (a) e acido elagico (b).
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Fonte:https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_g%C3%Allico; RIOS et al., 2018.
(Adaptada).

Acido galico e acido elagico apresentam propriedades antibacteriana, antioxidante,
protetora da mucosa gastrica, com antividade antitlcera (BRITO et al., 2018; SILVA et al.,
2014; BROININZI et al., 2007; CHANWITHEESUK et al., 2007). Ainda sdo reportadas a
estes compostos fendlicos as propriedades antiinflamatéria (BENSAAD et al., 2017) e
atividade antiviral - inibidores da entrada dos virus Ebola e Marburgo infectivo em células
HeLa (CUl et al., 2018).

Estudos recentes revelaram que o acido galico pode inibir seletivamente o crescimento
de bactérias patogénicas, como Escherichia coli e Salmonella enterica, sem afetar a
viabilidade dos probidticos, como Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus acidophilus
(PACHECO-ORDAZ et al., 2018). Aos compostos acidos galico e elagico, recentemente foi
evidenciada a atividade antileishmania contra L. major (ALVES et al., 2017). Em fevereiro
de 2009 no Brasil, 0 Ministério da satde incluiu a L. ferrea na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Salde (SUS-RENISUS) (DROZINO et al.,
2017).

Diante do potencial biotecnoldgico da vagem e entrecasca de L. ferrea devido aos
metabdlitos secundarios presentes nestas partes da planta, associado a necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento adequado das leishmanioses, surge
uma nova perspectiva nesse sentido. A avaliacdo de seus efeitos sobre os parasitas causadores

das leishmanioses e dos mecanismos intracelulares envolvidos constitui um campo aberto.

2.4 Leishmania

Leishmania € um género de parasita pertencente a familia Trypanosomatidae, descrito
a partir do século XIX como agente etiologico das doencas hoje conhecidas como
leishmanioses. Em 1885, Cunningham, na india, descreveu formas amastigotas em casos de
leishmaniose visceral. Borovisky, pesquisador russo no ano de 1898, demonstrou ser o
parasita 0 agente etiologico da doenca conhecida por botdo do oriente, patologia classificada
atualmente por leishmaniose cutanea. Em 1903, os parasitas receberam a denominagédo de

Leihsmania, a qual nomeia o género. Aspectos bioldgicos, bioquimicos e moleculares, com
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bases em caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, classificam as espécies de L. amazonenis
e L. infantum como constituintes do género (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 1997).

As Leishmanias sdo parasitas digenéticos ou heteroxénicos, pois necessitam de dois
hospedeiros para completarem o ciclo de vida (Figura 5) e se apresentam sob duas formas:
promastigota e amastigota. No tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, o parasita na forma
extracelular promastigota se multiplica e se desenvolve. No momento do repasto sanguineo,
promastigotas metaciclicos sdo injetados pelo inseto no organismo do hospedeiro vertebrado.
Além dos parasitas, imunomoduladores e outros componentes presentes na saliva do inseto
sdo inoculados na pele do hospedeiro vertebrado. Ao cair na corrente sanguinea o parasita e
outros fatores sdo absorvidos por células dendriticas, neutréfilos e, sobretudo macrofagos. No
interior de vacuolos fagolisossdmicos destas células, o protozoario se diferencia em
amastigota. Os macréfagos infectados sdo principalmente os da pele, os dos orgdos do
reticulo endotelial, como figado, baco, medula dssea e os dos ganglios linfaticos (BORGHI et
al., 2017; HANDLER et al., 2015).

Figura 5 Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Fonte: https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html (Adaptado).

(1) Flebotomineo faz repasto sanguineo (injeta promastigotas);
(2) Promastigotas séo fagocitados por macrofagos;
(3) Promastigotas sdo transformados em amastigotas dentro dos macr6fagos;

(4) Multiplicacdo de amastigostas com rompimento de macrofagos e liberagdo dos parasitas;
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(5) Flebotomineo faz o repasto sanguineo, ingerindo amastigotas;

(6) Ingestdo de células parasitadas;

(7) Amastigotas transformam-se em promastigotas no intestino médio do inseto;
(8) Diviséo binaria e migracao para a probéscide do inseto.

Os parasitas Leishmanias sdo unicelulares e possuem organelas comuns a ceélulas
eucarioticas, como nucleo, além de outras peculiares dos tripanossomatideos, como o
cinetoplasto (Figura 6). Esta organela pode ter grande relevancia por apresentar-se como alvo

para o desenvolvimento de novas drogas para quimioterapia contra as leishmanioses.

Figura 6 Eletromicrografia em microscépio eletrénico de transmissdo de promastigota de

Leishmania infantum - presenca de nucleo (n) e cinetoplasto (k).

Fonte: Autoria prorpia.

As formas promastigotas apresentam morfologia alongada, com flagelo emergente da
bolsa flagelar, localizada na porg&o anterior da célula. O corpo celular mede entre 5 a 20 por 2
a 4 um. O flagelo mede cerca de 20 um de comprimento (Figura 7). As amastigotas
apresentam dimensdes de 2 a 4 um (Figura 8) e o flagelo esta restrito apenas a bolsa flagelar
(VANNIER-SANTOS; MARTINY; SOUZA, 2002). Estudos com Leishmania mexicana
evidenciaram que o flagelo deste parasita se duplica uma vez durante o ciclo celular,
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indicando que o crescimento desta organela inicia-se primeiro, seguido pela mitose
(WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011).

Figura 7 Eletromicrografia em microscopio eletrénico de varredura de promastigota de Leishmania

infantum.

Fonte: Autoria prérpia.

Figura 8 Eletromicrografia em microscépio eletrénico de varredura de amastigota de Leishmania ssp

no interior de vacuolos parasit6foros em macrofago.

Fonte:http://diganaocaleishmaniose.blogspot.com.br/2014/03/pesquisadores-brasileiros-

sequenciaram.html.
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Leishmanias possuem compartimentos distribuidos em todo o corpo celular, tais como
os glicossomos e acidocalcisomos. Glicossomos, compartimentos que armazenam enzimas
glicoliticas, sdo organelas pertencentes a familia dos peroxissomos. Sao envolvidas por uma
bicamada lipidica Unica. Em amastigostas, 90% do contetdo glicossémico é constituido por
enzimas envolvidas no processo glicolitico. Além da via glicolitica, a produgéo de succinato e
glicerol também foi identificada no interior dos glicossomos (MICHELS et al., 2006).
Acidocalcisomos sdo compartimentos para armazenamento de fons calcio (Ca?*), magnésio
(Mg?"), sodio (Na*), pirofosfato e zinco (Zn?*) (DO CAMPO; MORENO, 1999).

Tripanosomatideos, diferentemente da maioria dos eucariotos, possuem mitocondria
Unica. Esta organela estd disposta sob os microtibulos subpeliculares. A mitocdndria dos
protozoéarios da ordem Kinetoplastida possui uma regido especializada, rica em moléculas de
DNA circular, o KDNA, interligadas em uma rede Unica. Perpendicular ao eixo flagelar, esta
localizado o0 DNA do cinetoplasto. No ciclo celular, o cinetoplasto se divide apds o inicio da
anafase nuclear. Esta importante organela estd localizada a uma distancia constante de
aproximadamente 2,5 um da extremidade anterior da célula (Figura 6) (WHEELER,
GLUENZ; GULL, 2011).

Estruturalmente, as mitocéndrias dos tripanosomatideos sdo variaveis de acordo com o
género e espécie, poréem, de forma geral, a organela é constituida por uma matriz densa, com
cristas tubulares finas e irregularmente distribuidas. Em espécieis do género Leishmania, em
algumas situacGes, é possivel observar grande numero de cristas. O DNA presente no
cinetoplasto representa cerca de 30% do DNA total da célula. O grau de renaturacdo e
densidade difere 0 DNA do cinetoplasto, das demais moléculas de DNA presentes na natureza
(SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009).

2.5 LEISHMANIOSES

As leishmanioses constituem um grupo de doencas ndo contagiosas causadas por
parasitas (protozoario Leishmania) que invadem e se reproduzem dentro das células que
fazem parte do sistema imunoldgico (macrofagos) da pessoa infectada. Trata-se de infecgdes
transmitidas ao homem e outros mamiferos por intermédio de insetos vetores. No velho

mundo (Europa, Asia e Africa), mosquitos do género Phlebotomus s&o os hospedeiros
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intermediérios do parasita, enquanto que no novo mundo (Américas), 0 género Lutzomya é o
responsavel pela transmissdo dos protozodrios (Figura 9) (MCCARTHY et al., 2013;
JIMENEZ et al., 2013).

Figura 9 Insetos vetores.

A- Phlebotomus; B- Lutzomya

Fonte: A - http://www.langfordvets.co.uk/diagnostic-laboratories/services/mdu-pcr acarus/list-acarus-
tests/diseases-transmitted-sand-flies. B-
https://www.em.com.br/app/noticia/gerais/2017/09/19/interna_gerais,901617/leishmaniose  volta-a-

crescer-em-minas-gerais-e-mata-mais-que-a-dengue.shtml.

Fémeas de insetos flebotomineos infectadas no ato do repasto sanguineo inoculam o
parasita no animal mamifero, inclusive o0 homem. A infeccdo pode provocar lesdes no local da
picada ou em orgdos internos, como bago, figado, médula dssea e tecidos linfoides (SILVA et
al., 2017). A diversidade de sintomas depende da espécie de Leishmania envolvida na
infeccdo (SINGH; SUNDAR, 2014). No entanto, o diagnostico para estas doencgas constitui
um desafio para a medicina, pois 0s sinais e sintomas caracteristicos se assemelham a outras
patologias malignas, tanto de orgéos internos como do tecido cutaneo (BORGHI et al., 2017;
HANDLER et al., 2015).
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Este complexo de doencas pode se manifestar de duas principais formas: leishmaniose
tegumentar ou cutanea, sua forma mais comum, e a leishmaniose visceral, que é fatal se ndo

tratada.

As leishmanioses atingem as populacdes mais pobres do planeta, e estdo associadas a
desnutricdo, deslocamento da populacdo, condicdes precarias de habitacdo, e a baixa
imunidade. As leishmanioses também podem estar relacionadas a mudangas ambientais como
0 desmatamento, construcdo de barragens, sistemas de irrigacdo e urbanizagdo. Em 2014 foi
reportado que cerca de 12 milhdes de pessoas sdo portadoras destes tipos de infecgdes
(SINGH; SUNDAR, 2014).

2.5.1 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose Tegumentar ou Cuténea é caracterizada por lesdo, geralmente Unica
na pele (Figura 10). Algumas variacdes podem ocorrer, como a forma esporotricoide. Neste
caso, além da lesdo propria da leishmaniose tegumentar, é constatado o aparecimento de
pequenos nddulos subcutaneos endurecidos ao longo de vasos linfaticos (LOPEZ-ESCOBAR
et al., 2007). As lesbes caracteristicas desta enfermidade provocam o surgimento de Ulceras
em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida e deficiéncia grave.
Estudos indicam que as lesbes ulcerativas provocadas pela leishmaniose tegumentar séo
indolores, sugerindo que a infec¢do ou o préprio parasita seja capaz de modular a percepgédo
da dor e transmissdo nociceptiva (BORGHI et al., 2017).

Figura 10 Casos de Leishmaniose Tegumentar ou Cutanea.
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Fonte: http://alertandogeral.blogspot.com.br/

A leishmaniose tegumentar pode agravar-se quando os macrofagos da mucosa naso-
orofaringe tornam-se infectados, ocasionando lesdes nestes locais. Caracteriza-se pela
presenca de ulcera na mucosa nasal, com ou sem perfuracdo, ou perda do septo nasal,
podendo atingir labios, palato e nasofaringe. Ao acometimento das mucosas da-se 0 nome de
leishmaniose mucocutanea (Figura 11). Esta patologia ocorre geralmente meses ou mesmo
anos ap6s o primeiro episodio da leishmaniose tegumentar ou cutanea (FUNDACAO DE
VIGILANCIA EM SAUDE DO AMAZONAS, 2010; CHAPPUIS et al., 2007).

Numerosos nodulos nédo ulcerativos disseminados pelo corpo caracterizam a
leishmaniose cutanea difusa (Figura 12) (SHKODRANI et al., 2017).

Figura 11 Caso de Leishmaniose Mucocutanea

A- Destruicdo total da cartilagem nasal com extencdo da lesdo ao labio superior. LesGes
infiltradas e ulceradas na regido malar esquerda em diferentes estagios evolutivos. B - Ulceragdes com
abundante secrecdo purulenta e necrose na regido malar esquerda e labio superior, além do corroido

em infiltrada lesdo na mucosa do palato duro.

Fonte: VELOSO et al., (2006).

Figura 12 Casos de Leishmaniose cuténea difusa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blum-Dom%C3%ADnguez%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28128815
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A - Les0es do tipo polipbide na base da orelha esquerda, associado a placa infiltrada com exulceracao
no contorno da orelha. Lesdao do tipo tubérculo na asa do nariz esquerdo. B - LesGes do tipo placas
infiltrativas, algumas com exulceracdo comprometendo as pernas direita e esquerda. Lesdo do tipo

tubérculo com exulceragéo localizada no joelho esquerdo.

Fonte: COSTA et al., (2009).

A leishmaniose tegumentar é considerada uma das seis doengas infecciosas mais
importantes devido a sua magnitude e pelo seu alto coeficiente de deteccdo e capacidade de
produzir deformidades, podendo ter repercussdes psicoldgicas e reflexos no campo social dos
individuos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Constitui um grave problema de salde
publica por ser endémica em 87 paises (Figura 13). No ano de 2015 foram notificados 46.304
novos casos autéctones de leishmaniose tegumentar em 21 dos 35 paises localizados nas
Américas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017).

Dados da organizacdo mundial de saude indicam que cerca de 95% dos casos de
leishmaniose tegumentar ocorrem nas Ameéricas, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e
Asia Central. Mais de dois tergos dos novos casos ocorrem em 6 paises: Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Colémbia, Iran (Republica Islamica) e a Republica Arabe Siria. Estima-se que 0,7
milhdes a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem em todo 0 mundo anualmente. Cerca de 90%
dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2016).

A Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis s&o 0s
principais agentes causadores desta doenga nas Américas e especificamente no Brasil (GOTO;
LINDOSO, 2010; BAILEY; LOCKWOOQD, 2007).

No Brasil, casos de leishmaniose tegumentar provocados por L. amazonensis Sao

registrados nas cinco regides. Na regido Norte, estdo distribuidos pelas florestas primarias e
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secundarias da Amazonia legal (Amazonas, Pard, Rondénia, Tocantins), incluindo o estado do
Maranhdo na regido Nordeste. Nesta regido também sdo identificados casos no estado da
Bahia. Sua abrangéncia ainda é ampliada para o Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), Centro-
oeste (Goiés) e no Paran, localizado na regido Sul (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Figura 13 Distribuicdo geografica de leishmaniose tegumentar, 2015.
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Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2017 (Adaptado).

2.5.2 Leishmaniose Visceral

Os primeiros casos de Leishmaniose Visceral (LV) aconteceram na india no ano de
1885, contudo, somente em 1903, William Boog Leishman e Charles Donovan descreveram o

agente causador desta doenca associando-o as formas de Trypanosoma (LEISHMAN, 1903).

A LV é uma doenca sistémica, podendo ser fatal quando néo tratada. Caracteriza-se
por acessos irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e do figado e anemia.
Constitui a segunda maior causa de morte por infec¢bes parasitarias no mundo, perdendo

apenas para a malaria. Desta forma, a LV € a forma mais grave das leishmanioses. Apés a
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infecgdo pelos flebdtomos, os parasitas se disseminam atraves do sistema linfatico e vascular
e infectam mondcitos e macréfagos do sistema reticulo-endotelial, resultando na infiltragdo da
medula dssea. O parasita também migra para o figado e baco causando hepatoesplenomegalia
e, por vezes, linfonodos aumentados (Figura 14), podendo resultar na morte do hospedeiro. E
importante ressaltar que a infeccdo nem sempre condiz com a doenca clinica. A proporcao de
infeccbes assintomaticas incidentes a casos clinicos varia (CHAPPUIS et al.,, 2007;
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000; RITTIG; BOGDAN, 2000). Os sintomas
inicialmente caracteristicos da doenca sdo febre prolongada, fraqueza, fadiga, caquexia grave,
culminando com hepatomegalia e esplenomegalia, anemia progressiva, hemorragias e
escurecimento da pele (ORYAN, 2015; JAIN; JAIN, 2013).

No Marrocos, Regido do Mediterraneo, duas criangas (uma com nove meses e outra
com um ano de idade) acometidas por sintomas tais como hepatoesplenomegalia febril (39 °
C), anemia, palidez das membranas mucosas, além de lesGes cutaneas, foram diagnosticadas
com leishmaniose visceral por deteccdo de L. Infantum; porém, uma das criancas apresentou
duas lesdes papulo-cutaneas que ndo cicatrizaram apds administracdo de antibidticos. A
coinfeccdo por Leishmania tropica foi evidenciada, caracterizando, além da leishmaniose
visceral, leishmaniose tegumentar (MOUTTAKI et al., 2018). Casos de coinfeccdo com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) sdo frequentes e constituem graves problemas de
saude publica (FONTOURA et al., 2018).

Figura 14 Caso de Leishmaniose Visceral.

Fonte: http://www.medicinapratica.com.br/tag/leishmaniose-visceral/


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mouttaki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29642944
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A transmissdo do parasita acontece de duas formas distintas, a antrpica e a zoonotica.
A transmissdo antropica ocorre quando o inseto vetor transmite o parasita entre seres
humanos, tendo como agente etioldgico a Leishmania donovani, ocorrendo no subcontinente
indiano e Africa Oriental. J4 a transmiss&o zoondtica acontece entre seres humanos e animais
através do agente etiologico Leishmania infantum, estando distribuida na regido do
Mediterraneo, Américas, Sudoeste e Asia Central (ALVAR et al 2012).

A leishmaniose visceral é endémica em 75 paises (Figura 15), principalmente em
paises localizados no subcontinente indiano e leste da Africa. Mais de 90% dos novos casos
ocorrem em 6 paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo do Sul e Suddo. Na regido
das Américas, 11 paises sdo considerados endémicos, totalizando 3.456 novos casos
autoctones no ano de 2015 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017; 2016).

Figura 15 Distribuicdo geografica de leishmaniose visceral, 2015.
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Fonte: Organiza¢do Mundial de Saude, 2017 (Adaptado).
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Na América Latina cerca de 90% dos casos notificados de leishmaniose visceral s&o
registrados no Brasil, distribuidos amplamente no territorio nacional. Desta forma, 3500 casos
sdo contabilizados anualmente, com coeficiente de incidéncia de 2,0 casos/100.000
habitantes. O aumento gradativo da letalidade fez com que no ano 2000 3,1% dos casos
resultassem em 6bito, ja em 2015 o registro de dbitos totalizou 7,8% dos casos. Esta doenca,
que anteriormente estava restrita a areas rurais, atualmente afeta varias &reas urbanas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

2.6 TRATAMENTOS PARA AS LEISHMANIOSES

Devido o aumento do nimero de casos, as leishmanioses tegumentar e visceral
representam graves problemas de salde publica. O tratamento constitui a grande arma no
combate as infeccBes, devido a complexidade de sua epidemiologia. Por serem doencas
negligenciadas, o investimento em seu tratamento é insuficiente. Além do tratamento, torna-se
necessario o estudo da populacdo afetada em cada pais para o estabelecimento de medidas
eficazes de controle da doenca (De LIMA et al., 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Os tratamentos de primeira escolha contra todos os tipos de leishmanioses, na maioria
dos paises, sdo realizados com agentes antimoniais pentavalentes. Tratamentos alternativos
com anfotericina B, miltefosina, paramomicina e pentamidina constituem o tratamento de

segunda escolha (Figura 16).
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Figura 16 Estrutura bidimensional de drogas mais comumente utilizadas contra as leishmanioses.
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Fonte: ORYAN (2015) - Adaptado.

No Brasil, Franca e em paises que falam a lingua francesa, o tratamento de primeira
escolhna é realizado com a administracdo do antimoniato de N-metil glucamina,
comercializado como Glucantime. Nos paises de lingua inglesa, o tratamento se da pelo uso

do estibogluconato de sodio, comercializado como Pentostan (FIOCRUZ ,1997).

Graves efeitos colaterais sdo relatados, como distirbios de repolarizagéo ventricular,
causando cardiotoxicidade. Estas alteracdes sdo dose-dependente e tempo-dependente. Sérias
complicagdes como nefrotoxidade, pancreatite e hepatotoxicidade também sdo notificadas.
Mialgias e artralgias, cefaleia, nduseas, vémitos e dor abdominal, também podem acompanhar
o0 tratamento. Além destas consequéncias, o tratamento pode ser interrompido devido a dor e
edema no local de aplicagdo (OLIVEIRA; GILBET; BOAS, 2013).

O mecanismo de agdo dos antimoniais pentavalentes estd diretamente relacionado a
inibicdo da glicdlise e oxidacao de acidos graxos. A administracdo destes farmacos € realizada

por via intravenosa e intramuscular (KAUR; RAJPUT, 2014). Os orgdos mais afetados pelos
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efeitos toxicos dos antimoniais pentavalentes sdo figado, pancreas e rins (KAUR; RAJPUT,
2014). Os rins sdo os principais responsaveis pela eliminacdo dos antimoniais pentavalentes
da corrente sanguinea. A reducdo da capacidade de concentracdo urinaria € o principal efeito
nefrotdxico. Assim, a utilizacdo dessas drogas € contraindicada em pacientes com qualquer
grau de insuficiéncia renal, sendo recomendado o tratamento de segunda escolha, como a
anfotericina B, indicado também em casos de pacientes gravidas (NEVES et al., 2011;
TRACY; WEBSTER, 2001).

O antifungico anfotericina B € utilizado como segunda opg¢do para o tratamento das
leishmanioses devido aos graves efeitos toxicos, sendo administrado apenas quando o
paciente ndo responde ao tratamento com 0s antimoniais pentavalentes. Este farmaco interage
preferencialmente com os ester6is substituidos na posicdo 24 (ergosterol e episterol),
localizados na membrana plasmatica da Leishmania, provocando a mudanca na sua
permeabilidade seletiva para K* e Mg?*. A toxicidade é provocada quando a molécula se liga
também ao colesterol presente na membrana plasmatica das células do hospedeiro mamifero
(OLIVEIRA; GILBET; BOAS, 2013; RAMOS, 1996). A administracio se da por via
intravenosa e os efeitos colaterais mais notaveis sdo febre, nauseas, anorexia, leucopenia,
problemas cardiacos e renais (KAUR; RAJPUT, 2014).

Outra droga alternativa para o tratamento contra as leishmanioses é a miltefosina, um
medicamento desenvolvido inicialmente para o tratamento antineoplasico oral. Porém seu
efeito antileishmania foi comprovado contra a leishmaniose visceral. O seu mecanismo de
acdo esta diretamente relacionado a modulacéo dos receptores da superficie celular de células
de mamiferos. Interfere no metabolismo do inositol, ativacdo da fosfolipase, proteina cinase C
e outras vias mitogénicas, provocando apoptose (IQBAL et al., 2016; VERMA; DEY, 2004).
A administracdo do medicamento € realizada por via oral e os efeitos colaterais mais notaveis
sdo nduseas, vOmitos, diarreia e niveis elevados de creatinina e consequentemente
insuficiéncia renal (KAUR; RAJPUT, 2014).

A quimioterapia contra as leishmanioses pode ser administrada pela utilizacdo da
diamina aromatica pentamidina, medicamento de segunda escolha. A pentamidina liga-se ao
DNA, inibindo a replicagdo, modifica também a morfologia do cinetoplasto. O farmaco é
administratado por via parenteral intramuscular. Importantes efeitos colaterais como a
inducdo do diabetes insulino dependente esta associado a utilizagdo deste tratamento.

Néauseas, vomitos, dores musculoesqueléticas, cefaléia, hipotensdo, lipotimia, sincopes,
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hipoglicemia e hiperglicemia, bem como dor e abscessos no local de aplicagdo sdo comuns
(BRASIL, 2003).

Paromomicina também constitui uma opg¢do de tratamento de segunda linha contra as
proteinas. Esta droga é também utilizada contra infeccbes causadas por bactérias e outros
protozoarios. A formulacdo da pomada é aplicada no local da ferida, no caso de leishmaniose
tegumentar. Para a leishmaniose visceral, o tratamento é feito por via parenteral.
Ototoxicidade, disfuncdo hepatica, erupcbes cutaneas e prurido local, além de dor, edema e
eritema sdo efeitos colaterais associados ao tratamento por paramomicina (IQBAL et al.,
2016).

Antimoniais pentavalentes sdo utilizados a mais de 60 anos no tratamento para as
leishmanioses. O aumento do nimero de casos de resisténcia aos quimioterdpicos, a falha
terapéutica em pacientes imunodeprimidos, bem como o conhecimento deficitario sobre os
mecanismo celulares de acdo dos medicamentos utilizados, inviabilizam o tratamento,
constituindo-se um desafio, pois as drogas disponiveis apresentam elevada toxicidade, e
nenhuma delas é bastante eficaz (SRIVASTAVA et al., 2017; SEN; ROY, 2011; De LIMA et
al., 2007; HALDAR). Esses fatores motivam a busca de uma droga ideal que estabeleca uma

via alternativa para o tratamento das leishmanioses.

O presente estudo permitird avaliar o potencial da lectina de C. mollis e de extratos e
metabolitos secundarios de L. ferrea var ferrea sobre Leishmania spp, com o intuito de
encontrar novas substancias com toxicidade direcionada ao parasita e de custos inferiores que
possam ser utilizadas para o tratamento adequado das leishmanioses tegumentar e visceral

principalmente em situagdes de resisténcia parasitaria.

2.7 RADICAIS LIVRES E DANOS CELULARES

Atomos, moléculas e ions que se derivam do oxigénio podem formar espécies reativas,

que sdo classificadas como EREs — Espécies Reativas de Enxofre, ERNs — Espécies Reativas
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de Nitrogénio e EROs — Espécies Reativas de Oxigénio (MARTELLI; NUNES, 2014,
CAROCHO; FERREIRA, 2013).

As espécies reativas de oxigénio sdo classificadas como radicais livres e nao
radicalares (BIRBEN et al., 2012). Radicais livres sdo &tomos ou moléculas que apresentam
ao menos um elétron desemparelhado em sua ultima camada eletrdnica, permitindo a troca de
elétrons com moléculas proximas. Elétrons emparelhados sdo estaveis em seus orbtais, no
entanto, quando desemparelhados, sdo atraidos por um campo magnético, tornando-se
altamente reativos. Compostos ndo radicalares ndo apresentam elétrons desemparelhados, no
entanto, portam-se como espécies reativas (MARTELLI; NUNES 2014; MAGDER, 2006).

Os radicais livres podem originar-se de forma enddgena ou exdgena. Os enddgenos
sdo formados pelo préprio organismo. Hidroxila (OH") e superéxido (O2’) constituem 0s
principais radicais livres de origem enddgena capazes de reagir com o oxigénio. Os radicais
de origem exdgena podem ser provenientes da ingestdo de alcool, alimentos, exposicdo a
poluicdo e radiagdo (GIORGIO et al., 2007).

As mitocdndrias sdo importantes geradoras de radicais livres (MUNTEAN et al.,
2016) e a presenca desses sdo essenciais para o metabolismo celular. Porém, em excesso,
estes &tomos ou moléculas podem causar graves modificacGes, levando a morte celular. ROS
de uma forma geral podem promover danos em biomoléculas, como peroxidacdo lipidica,
além de interferir na estrutura dos acidos nucléicos e proteinas, acarretando danos celulares,
como disfun¢des mitocondriais e lisossomal.

O perdxido de hidrogénio (H202) € uma espécie reativa ndao derivada do oxigénio,
capaz de induzir graves alteracGes nas células, através da producgdo secundaria de Oz H20>
induz a perda do potencial de membrana mitocondrial, rompimento de membrana lisossomal,
fragmentacdo do DNA, podendo levar a morte celular por apoptose (Da SILVA et al., 2015b).

Organismos aerdbicos naturalmente possuem sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos para manutencdo do equilibrio entre a formag&o de radicais livres e tal sistema.
Porém, em condic¢des anormais, a producdo excessiva dos radicais livres induz ao estresse
oxidativo (BIRBEN et al., 2012). Esta disfuncéo estd diretamente relacionada ao processo
patologico de doencas neurodegenerativas e produtos naturais como metabdlitos secundarios
vém sendo testados na busca pelo controle do estresse oxidativo (SAMARGHANDIAN et al.,
2016; GAO; HUANG,; XU., 2001).


https://www.hindawi.com/65072490/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samarghandian%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26904286
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3 METODOS

3.1 ISOLAMENTO DA CRAMOLL 1,4

Sementes de C. mollis Mart. foram coletadas no Estado de Pernambuco (Brasil), e a
lectina (Cramoll 1,4) foi purificada de acordo com Correia e Coelho (1995). Resumidamente,
0 extrato das sementes (10% p/v em NaCl 0,15 M) foi fracionado com sulfato de aménio (40-
60%) e depois purificado por cromatografia de afinidade numa coluna Sephadex G-75. A

eluicdo de Cramoll 1,4 foi realizada com 0,3 M de glicose em 0,15 M de NaCl.

3.2 PARASITAS

Promastigotas de L. infantum (cepa BH46) foram cultivadas em meio de Schneider
suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino e mantidas em incubadora BOD a 28 °C,
repicadas a cada trés a quatro dias (As células foram utilizadas por até 10 repiques). Os
ensaios utilizaram parasitas na fase log de crescimento (trés dias). As formas amastigotas

foram obtidas de macrofagos peritoneais de Balb/c infectados com L. infantum.

3.3 CULTURAS DE CELULAS DE MAMIFEROS

Macrofagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na concentracdo de
1x108/mL, foram mantidos em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), suplementado com 10%
v/v de soro fetal bovino e mantidos em estufa umidificada com 5% de CO, a 37 °C por 2 h

para garantir a aderéncia dos macrofagos em placas de cultura.

3.4 EFEITOS DA CRAMOLL 1,4 NA VIABILIDADE DE CELULAS DE MAMIFEROS

A viabilidade celular em células de mamiferos foi avaliada utilizando o ensaio do
MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich)de acordo
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com Mosman (1983). Para isso, macrofagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na
concentragéo de 1x10%mL foram incubados na presenca de Cramoll 1,4 (25-400 pg/mL) por
48 h. Em seguida, o meio foi removido e substituido por uma solugdo de MTT (5 mg/mL em
RPMI 1640) e as celulas foram entdo incubadas durante mais 3 h (37 °C e 5% de COy).
Posteriormente, a solugdo foi removida e o produto formado de cristais de formazan
intracelular foi dissolvido em DMSO. A densidade dptica (D.O.) foi medida a 570 nm em um
leitor de placas (GloMax®-Multi). A concentracdo pela qual a viabilidade celular foi inibida
em 50%, em comparacdo com as células de controle (CCso), foi determinada por analise de
regressdo usando o programa SPSS8. Trés experimentos independentes foram realizados em

triplicata. As células incubadas em meio livre de lectina foram consideradas como controle.

3.5 EFEITOS DA CRAMOLL 1,4 NA ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS

Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c (1x10%/mL) foram tratados
por 48 h com Cramoll 1,4 com 2x, 4x e 6x 0 valor de 1Cso (concentragcdo que inibiu o
crescimento da cultura em 50%) correspondente ao valor obtido as formas promastigotas de
L.infantum. As culturas foram entdo lavadas com meio RPMI 1640 e incubadas a 37 °C a 5%
de CO,, por 30 min na presenca de Saccharomyces cerevisiae (10x10%/mL). As amostras
foram entdo lavadas com PBS a 37°C, para remover as células de levedura ndo fagocitadas, e
fixadas com metanol absoluto, coradas com solucdo de Giemsa (10%) tamponada a pH 7,2. O
namero de células de levedura fagocitadas pelos macréfagos foi avaliado por microscopia
Optica. Campos distribuidos ao longo das laminulas foram selecionados aleatoriamente e
todos os macréfagos em cada campo foram examinados. O indice fagocitico foi calculado
como o numero médio de leveduras fagocitadas por macréfago, multiplicado pela

porcentagem dessas células envolvidas na fagocitose (Muniz-Junqueira et al., 2005).

3.6 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN VITRO DE CRAMOLL 1,4 EM Leishmania

infantum

Promastigotas (1x10° parasitas/mL) foram incubados na auséncia ou presenca de

diferentes concentragfes de Cramoll 1,4 (3,25-60 pg/mL). A densidade celular foi
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determinada por 72 h pela contagem na camara de Neubauer. A concentracdo que inibiu o
crescimento da cultura em 50% (ICso) foi determinada ap6s 48 h de tratamento por anélise de

regressdo usando o software SPSS 18. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Macrdfagos peritoneais de camundongos Balb/c foram coletados e plaqueados a 1x10°
células/mL em placa de 24 pocos, contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado. Deixou-se 0s macrofagos aderirem durante 2 h a 37 °C em 5% de CO>
e depois os mesmos foram infectados com promastigotas de L. infantum utilizando uma
proporcdo 1:10 a 37 °C durante 16 h. Os parasitas ndo interiorizados foram removidos por
lavagem e a cultura infectada foi incubada por 24 h em meio RPMI 1640 com diferentes
concentragfes de Cramoll 1,4 (3,6, 7,2 e 14,4ug/mL). Os macrofagos infectados e ndo
tratados com Cramoll 1,4 constituiram o controle do experimento. Pentamidina (PMD, 10
pg/mL) constituiu o controle positivo. As culturas foram coradas pelo Giemsa (Laborclin,
Pinhais, Brasil). A porcentagem de macro6fagos infectados foi determinada pela contagem de
150 células escolhidas aleatoriamente em dois experimentos replicados. O indice de
sobrevivéncia foi determinado multiplicando a percentagem de macréfagos infectados pelo

namero médio de parasitas por célula infectada.

3.7 ENSAIO ULTRAESTRUTURAL

Para microscopia eletrdnica de transmissdo, promastigotas tratadas e ndo tratadas
foram fixados por 1 h a 4 °C em uma solugdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4%
paraformaldeido em 0,1 M de PBS, pH 7,2. Apds lavagem no mesmo tampao, as células
foram pds-fixadas durante 1 h com 1% de tetréxido de 6smio e 0,8% de ferricianeto de
potéssio/smM CaCl, em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,2, lavadas no mesmo tampéo e
depois desidratadas em séries graduadas de acetona (50 -100%) e incluidas por 72 h a 60 °C
em resina PolyBed 812. Cortes ultrafinos foram corados com 5% de acetato de uranila e
citrato de chumbo e observados em microscopio eletronico de trasmissao (Zeiss EM109). Para
microscopia eletrdnica de varredura, 0s parasitas tratados e o controle foram fixados e pds-
fixados conforme descrito acima e deixados aderir em laminulas recobertas com poli-L-lisina.
Os macrofagos peritoneais, cultivados em laminulas de vidro, foram fixados e pos-fixados
como descrito para as formas promastigotas. Ambas as amostras de parasitas e de células de

mamiferos foram lavadas no mesmo tamp&o usado na pés-fixacdo, desidratadas em etanol
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graduado, secas em ponto critico com CO, e finalmente revestidas com uma camada de ouro

de 20 nm de espessura e observadas em microscopio eletrénico de varredura JEOL T-200.

3.8 MATERIAL

A entrecasca e a vagem de L. ferrea foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau
(Pernambuco, Brasil), em outubro de 2014 e abril de 2015, respectivamente. O material
vegetal foi identificado e um espécime foi depositado no herbéario do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), e esta amostra foi utilizada como material de referéncia (Nimero 84.035).
O Acido Galico (AG 98%), o meio Schneider’s, o MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difeniltetrazolio), a Quercetina e a Rutina foram adquiridos da Sigma Chemical
(Sigma-Aldrich Brasil), o Acido Elagico (AE 97%) foi adiquirido da Acros Organic. O
Dimetilsulfoxido (DMSO: 99%) foi adquirido da Sinth, o soro fetal bovino foi adiquirido pela

Gibcon e a Catequina foi adiquirida da Fisher Chemical.

3.9 PREPARACAO DOS EXTRATOS - SOLUCAO ESTOQUE

A partir de amostras da entrecasca e vagens de L. ferrea, secas e maceradas em um
moinho Tecnal tipo Willy TE-650, extratos organicos foram obtidos com o solvente metanol
(10% p/v), sob agitacdo por 24 h e em seguida filtrados em papel de filtro, os quais foram
denominados de EME (Extrato Metandlico da Entrecasca) e EMV (Extrato Metandlico da
Vagem). Apos filtracdo, o solvente foi removido em um evaporador rotativo e finalmente
amostras de 50 mg foram solubilizadas em 1 mL de DMSO. O AG foi diluido em &gua

destilada a uma concentracdo de 1 mg/mL

3.10 ANALISE FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

As amostras dos EME, EMV e padrdes (Tabela 1) foram diluidas em metanol para uma
concentragdo final de 1 mg/mL e aplicadas a 5 mm da origem e com término de 5 mm do final
das placas cromatogréficas de silica gel 60 - F2s4 (Macherey-Nagel®, Germany), com auxilio
de capilares. As placas (5 X 5 cm) foram desenvolvidas em cubas apés saturacdo com a fase
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movel (Tabela 1) a temperatura ambiente (25 °C). As bandas foram aplicadas com largura de
3 mm entre elas e com uma distancia das bordas das placas de 3 mm.

Apos a eluicdo das placas, as mesmas foram secas a temperatura ambiente (25 °C) e
observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel e em seguida foram
digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para cada metabolito

(Tabela 1). As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrBes correspondentes.

Tabela 1 Classes de metabolitos secundarios e reveladores.

Classe de Metabdlito Fase Movel Revelador Padréo

Polifenois (Taninos 90:5:5 NEU + PEG Ac. galico e Ac. elagico

Hidrolisaveis)

Taninos condensados 90:5:5 Vanilina cloridrica Catequina
Flavonéides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
Derivados Cinamicos 90:5:5 NEU + PEG Ac. Cafeico e Ac
Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard + p-Sitosterol
A
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26  Lieberman-Burchard+ A  Escina
Acucares redutores 50:20:10:10  Timol + H2SO4 10% + A D-frutose

Fases modveis: 90:5:5 — Acetato de etila: &cido formico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato;
50:50:50 — Eter etilico: acetato de etila: &cido acético 10% (saturagio); 100:11:11:26 -
Acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua; 50:20:10:10 - Acetato de etila: acido

aceético: acido formico: agua.

3.11 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
DETECTOR DE ARRANJO DE FOTODIODOS (CLAE-DAD)
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Preparacao das amostras

Inicialmente, foram preparadas solucGes estoques a partir de 5 mg dos extratos EME e
EMV, os quais foram transferidos individualmente para um baldo volumétrico de 5 mL. Em
sequida, foram adicionados 2,5 mL de metanol e levados ao ultrassonicador durante 30

minutos para completa solubilizacdo. Ao final, o volume foi aferido com metanol para 5 mL.

As solugdes das amostras foram obtidas de aliquotas de 1,5 mL da solucéo estoque, as
quais foram transferidas para baldo volumétrico de 5 mL, e o volume aferido com agua
ultrapura. Ao final, as amostras foram filtradas em filtros de PVVDF de 25 mm e 0,45 pum, e
tranferidas para frascos certificados para usos cromatogréaficos.

Solugdes padrdes:

A partir de uma solucio padrdo de Acido galico a 100 pg/mL procedeu-se diluigcdes
necessarias, a fim de obter a curva de calibracéo.

A solucdo padrdo de Acido elagico a 100 pg/mL foi preparada em metanol: dgua (3:1).

Em seguida, procedeu-se com as diluicdes necessarias, a fim de obter a curva de calibracgéo.
Método por CLAE-DAD

A quantificacdo dos &cidos galico e elagico foi conduzida em HPLC (Cromatografo
Liquido Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific®), acoplado com Detector de Arranjo de
Fotodiodos (DAD; Thermo Fisher Scientific®) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS,
Thermo Fisher Scientific®), degaseificador e amostrador automatico com um loop de 20 pL
(ACC-3000, Thermo Fisher Scientific®). Os dados cromatograficos foram processados com o
auxilio do programa computacional Chromeleon versao 6.0 (3000 RS Dionex, Thermo Fisher
Scientific®). O comprimento de onda foi fixado em 254 nm para deteccio do acido elagico e
em 270 nm para o acido galico, de acordo com o maximo de absorcéo observado no espectro
de varredura capturado pelo DAD. A separacdo cromatografica foi realizada com coluna Cis
(250 mm x 4.6 mm d.i., tamanho de particula 5 um; NST®) protegida por pré-coluna (Cis, 4
mm x 3.9 um, Phenomenex®). As separagdes foram realizadas com temperatura do forno da
coluna a 26 °C. A fase mdvel consistiu em agua ultrapura (A) e metanol (B) ambos
acidificados com 0,05% de acido trifluoracético, com fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um
programa gradiente foi aplicado como segue: 0-10min, 20-40% B; 10-30min, 40-70% B;
30-31min, 70% B; 31-32 min, 70-20% B; 32-33min, 20% B.
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Foram injetados, separadamente, 20 pL das solugdes padrdo e solugdo amostra, e 0s
cromatogramas foram registrados para mensurar as areas dos picos. O resultado foi expresso
em g% de acido galico e g% de &cido elagico, de acordo com a curva analitica construida com
0s respectivos padrdes. Os calculos consideraram a pureza de 98% e 96% para os padrdes de

acido gélico e de acido elégico, respectivamente.

3.12 PARASITAS

Promastigotas de L. amazonesis (Cepa LTB0016) e L. infantum (cepa BH46) foram
cultivadas em meio de Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em
incubadora BOD a 28 °C, passadas a cada trés a quatro dias. Os ensaios utilizaram parasitas

na fase log de crescimento (trés dias).

3.13 CULTURAS DE CELULAS DE MAMIFEROS

Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na concentragdo de 1x10%/mL
foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidos

em estufa umidificada com 5% de CO, a 37 °C.

3.14 ENSAIO DE MTT- EFEITO DE EME, EMV E AG SOBRE A VIABILIDADE DE
CELULAS DE MAMIFEROS

A viabilidade celular em células de mamiferos foi avaliada utilizando o ensaio do
MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio) de acordo com Mosman
(1983) [15]. Para isso, macrofagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na
concentragdo de 1x108/mL foram incubados na presenca de EME, EMV (5, 50 e 500 pg/mL)
e AG (6,25 - 200 pg/mL) por 48 h. No final do tratamento, o meio foi removido e foi
adicionada uma solucdo de MTT (5 mg/mL em RPMI 1640) e as células foram incubadas
durante mais 3 h (37 °C e 5% de CO,). Posteriormente, 0 meio foi removido novamente e 0
produto formado de cristais de formazan intracelular foi dissolvido em DMSO. A densidade

oOptica (D.O.) foi medida a 570 nm em um leitor de placas (GloMax®-Multi). A concentracdo
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pela qual a viabilidade celular foi inibida em 50% em comparacéo com as células do controle
(CCso) foi determinada por andlise de regressdo usando o programa SPSS8. Dois ensaios
foram realizados em quadruplicata. Células incubadas em meio livre dos extratos e AG foram

consideradas como controle.

Para avaliar a viabilidade celular em células Vero tratadas com EME e EMV
submetidas ao estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio (H20.), células Vero a
1x10°/mL foram incubadas na presenca de EME ¢ EMV (1, 10 e 100 pg/mL) durante 24 h.
Apos o tratamento, H>O> foi adicionado a concentracdo de 2 mM durante 1 h de incubagdo e
finalmente o meio de cultura foi removido para realizagéo do ensaio do MTT aplicado como

descrito acima. Dois ensaios independentes foram realizados em quadruplicata.

3.15 QUANTIFICACAO DE ATP

Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c (1 x 108/mL) foram tratados
com AG (25 - 400 pug/mL) por 48 h. No final do periodo de tratamento, o meio foi removido e
a quantificacdo dos niveis de ATP foi determinada pelo kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay. A densidade optica (D.O.) foi medida a 570 nm em um leitor de placas
(GloMax®-Multi).

3.16 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN VITRO DOS EXTRATOS DE L. ferrea E AG

EM L. amazonesis E L. infantum

Promastigotas (1x10° parasitas/mL) foram incubados na auséncia ou presenca de
diferentes concentracdes de EME e EMV (6,25 - 200 pg/mL) e AG (3,13 - 100 pg/mL). A
quantificacdo dos niveis de ATP foi determinada apds 48 h de tratamento pelo kit CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay. A densidade dptica (D.O.) foi medida a 570 nm em
um leitor de placas (GloMax®-Multi). A concentracdo que inibiu o crescimento da cultura em
50% (ICso) foi determinada ap6s 48 h de tratamento por analise de regressdo usando o

software SPSS 18. Dois ensaios foram realizados em quadruplicata.

3.17 ANALISE ULTRAESTRUTURAL
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Para microscopia eletronica de varredura (MEV), os parasitas tratados e ndo tratados

foram processados e analizados conforme descrito no subitem 3.7.

3.18 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por analise de variancia one-way (ANOVA) e teste de
Turkey para determinar a significancia estatistica. Um valor de P <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3.19 PADROES ETICOS

Todos os experimentos envolvendo o uso de animais experimentais foram realizados
de acordo com os padrées éticos da Fundacdo Oswaldo Cruz e foram aprovados pelo comité
de ética (CEUA-FIOCRUZ 77/2014).
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA LECTINA DE SEMENTES DE Cratylia mollis EM Leishmania

infatum

Artigo a ser submetido na versdo em inglés para a revista Acta Tropica

Fator de Impacto: 2.509
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RESUMO

Leishmaniose € um complexo de doencas causadas por protozodarios parasitas do género
Leishmania. As principais drogas utilizadas para o seu tratamento induzem graves efeitos
colaterais devido a sua toxicidade. Assim, neste estudo avaliamos os efeitos de Cramoll 1,4,
lectina purificada das sementes de Cratylia mollis, planta nativa do nordeste brasileiro, sobre
Leishmania infantum, agente etioldgico da leishmaniose visceral. A lectina ndo apresentou
toxicidade para macrofagos peritoneais com CCso > 400 pg/mL. No entanto, o tratamento
com 28,8 ug/mL de Cramoll 1,4 induziu alteragdes morfolégicas nos macréfagos peritoneais,
gue assumiram predominantemente um fuso ou formato arredondado. No entanto, nenhuma
das concentracdes testadas foi capaz de inibir completamente a fagocitose de Saccharomyces
cerevisiae por macrofagos. Cramoll 1,4 inibiu o crescimento e a viabilidade da promastigota
com ICso de 7,2 = 0,74 pg/mL e foi altamente seletiva em relacdo ao parasita com indice de
seletividade > 55,6. AlteracGes morfoldgicas drasticas, incluindo perda da organizacao interna
do citoplasma, inchaco da mitocondria e dilatacdo do reticulo endoplasmatico, foram
observadas em promastigotas tratadas, como demonstrado por microscopia eletrénica de
transmissdo e varredura. A lectina também inibiu significativamente a sobrevivéncia de
amastigotas intracelulares nos macréfagos. Estes resultados apontam Cramoll 1,4 como um

agente promissor para o tratamento da lesihmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmania infantum; Quimioterapia; Cramoll 1,4.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas parasitarias endémicas que afetam cerca de 12 milhdes
de pessoas em 98 paises (Alvar et al., 2012). Essas patologias sdo causadas por 20 diferentes
espécies de protozoarios parasitas pertencentes ao género Leishmania. A leishmaniose
apresenta uma ampla variedade de manifestacdes clinicas, desde leishmaniose cutanea
autocuravel até leishmaniose visceral (LV) potencialmente fatal. No Velho Mundo e na
América Latina, Leishmania infantum é o principal agente etiologico (Da Silva et al., 2017).
A LV, também conhecida como kalazar, é considerada uma das seis infecgdes e doencas
parasitarias mais importantes do mundo (Sales et al., 2018). Esses parasitas existem em duas
formas morfoldgicas e fisioldgicas distintas: a promastigota infecciosa e a forma amastigota
intracelular, que se desenvolve preferencialmente em fagdcitos mononucleares e ¢é

responsavel pela manifestacéo clinica da doenca (Sunter and Gull, 2017).

A quimioterapia atual utilizada no tratamento da leishmaniose é baseada em
antimoniais pentavalentes, medicamentos arcaicos e toxicos, que requerem administracdo
parenteral e supervisdo médica devido a gravidade dos efeitos colaterais (Vieira-Araujo et al.,
2018; Soleimanifard et al., 2017; Andrews et al., 2014; Singh and Sundar, 2014). Além disso,
0 aparecimento de cepas resistentes dos parasitas ja foi relatado em muitos paises. Assim, a
busca por novas drogas mais eficazes e seletivas ainda é necessaria (Cardoso et al., 2018).

Durante as ultimas décadas, varios compostos extraidos de plantas foram avaliados
guanto ao seu potencial leishmanicida (Antinarelli et al., 2015; Dutra et al., 2016). Dentre
eles, as lectinas mostraram-se promissoras em funcdo de suas atividades relevantes como:
atividades imunomoduladoras, antitumorais e antiparasitarias (Coriolano et al., 2018; Li et al.,
2018; Medeiros et al., 2018). As lectinas sdo proteinas de ligacdo a carboidratos ou
glicoproteinas de origem ndo imune isoladas de animais, plantas e microorganismos. Sdo
moléculas multivalentes, possuindo dois ou mais sitios de ligacdo a caboidratros para
aglutinar células e para precipitar polissacarideos, glicoproteinas, peptidoglicanos, acidos
teicoicos e glicolipideos sem alterar as propriedades dessas moléculas (Kaltner et al., 2018).
Cramoll 1,4 é uma lectina purificada a partir das sementes de Cratylia mollis, uma forrageira

nativa da regido semiarida do Nordeste do Brasil. Cramoll 1,4 pertence a classe de lectinas
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ligantes de glicose/manose e apresenta multiplas formas moleculares com diferentes
especificidades de carboidratos, dentre elas a associa¢do das isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4)
(Zampini et al., 2017; Santos et al., 2004; Correia and Coelho, 1995). Esta lectina apresentou
semelhancas estruturais e funcionais in vitro com a lectina de Canavalia ensiformis (Con A),
como: atividade motogénica de linfécitos T (Maciel et al., 2004) e atividade anti-helmintica
em camundongos infectados com Schistosoma mansoni (Melo et al., 2011). Além disso,
Cramoll 1,4 demonstrou ser um importante agente antiparasitario contra o Trypanosoma

cruzi, o agente etiologico da doenca de Chagas (Fernandes et al., 2010).

Devido a necessidade de desenvolver novas drogas alternativas para o tratamento das
leishmanioses associada as aplicacdes biotecnologicas de Cramoll 1,4, o presente estudo teve
como objetivo analisar a atividade bioldgica desta lectina sobre L. infantum e seu potencial

citotéxico em células de mamiferos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ISOLAMENTO DA CRAMOLL 1,4

Sementes de C. mollis Mart. foram coletadas no Estado de Pernambuco (Brasil), e a
lectina (Cramoll 1,4) foi purificada de acordo com Correia e Coelho (1995). Resumidamente,
0 extrato das sementes (10% p/v em NaCl 0,15 M) foi fracionado com sulfato de amonio (40-
60%) e depois purificado por cromatografia de afinidade numa coluna Sephadex G-75. A

eluicdo de Cramoll 1,4 foi realizada com 0,3 M de glicose em 0,15 M de NaCl.

2.2 PARASITAS

Promastigotas de L. infantum (cepa BH46) foram cultivadas em meio de Schneider
suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino e mantidas em incubadora BOD a 28 °C,

repicadas a cada trés a quatro dias (As células foram utilizadas por até 10 repiques). Os
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ensaios utilizaram parasitas na fase log de crescimento (trés dias). As formas amastigotas
foram obtidas de macrofagos peritoneais de Balb/c infectados com L. infantum.

2.3 CULTURAS DE CELULAS DE MAMIFEROS

Macrdfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na concentracdo de
1x108/mL, foram mantidos em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), suplementado com 10%
v/v de soro fetal bovino e mantidos em estufa umidificada com 5% de CO2 a 37 °C por 2 h

para garantir a aderéncia dos macrofagos em placas de cultura.

2.4 EFEITOS DA CRAMOLL 1,4 NA VIABILIDADE DE CELULAS DE MAMIFEROS

A viabilidade celular em células de mamiferos foi avaliada utilizando o ensaio do
MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich)de acordo
com Mosman (1983). Para isso, macréfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na
concentragdo de 1x10%/mL foram incubados na presenga de Cramoll 1,4 (25-400 pg/mL) por
48 h. Em seguida, o meio foi removido e substituido por uma solucdo de MTT (5 mg/mL em
RPMI 1640) e as células foram entdo incubadas durante mais 3 h (37 °C e 5% de COy).
Posteriormente, a solucdo foi removida e o produto formado de cristais de formazan
intracelular foi dissolvido em DMSO. A densidade dptica (D.O.) foi medida a 570 nm em um
leitor de placas (GloMax®-Multi). A concentracdo pela qual a viabilidade celular foi inibida
em 50%, em comparacdo com as células de controle (CCsp), foi determinada por anélise de
regressdo usando o programa SPSS8. Trés experimentos independentes foram realizados em

triplicata. As células incubadas em meio livre de lectina foram consideradas como controle.

2.5 EFEITOS DA CRAMOLL 1,4 NA ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS

Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c (1x108/mL) foram tratados
por 48 h com Cramoll 1,4 com 2x, 4x e 6x 0 valor de ICso (concentragdo que inibiu o

crescimento da cultura em 50%) correspondente ao valor obtido as formas promastigotas de
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L.infantum. As culturas foram entdo lavadas com meio RPMI 1640 e incubadas a 37 °C a 5%
de CO,, por 30 min na presenca de Saccharomyces cerevisiae (10x10%/mL). As amostras
foram entdo lavadas com PBS a 37°C, para remover as celulas de levedura ndo fagocitadas, e
fixadas com metanol absoluto, coradas com solucdo de Giemsa (10%) tamponada a pH 7,2. O
ndmero de células de levedura fagocitadas pelos macréfagos foi avaliado por microscopia
Optica. Campos distribuidos ao longo das laminulas foram selecionados aleatoriamente e
todos os macrofagos em cada campo foram examinados. O indice fagocitico foi calculado
como o numero médio de leveduras fagocitadas por macrofago, multiplicado pela

porcentagem dessas células envolvidas na fagocitose (Muniz-Junqueira et al., 2005).

2.6 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN VITRO DE CRAMOLL 1,4 EM Leishmania

infantum

Promastigotas (1x10° parasitas/mL) foram incubados na auséncia ou presenca de
diferentes concentragfes de Cramoll 1,4 (3,25-60 pg/mL). A densidade celular foi
determinada por 72 h pela contagem na camara de Neubauer. A concentracdo que inibiu o
crescimento da cultura em 50% (ICso) foi determinada apos 48 h de tratamento por anélise de

regressdo usando o software SPSS 18. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c foram coletados e plaqueados a 1x10°
células/mL em placa de 24 pocos, contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado. Deixou-se os macrofagos aderirem durante 2 h a 37 °C em 5% de CO>
e depois os mesmos foram infectados com promastigotas de L. infantum utilizando uma
proporcdo 1:10 a 37 °C durante 16 h. Os parasitas ndo interiorizados foram removidos por
lavagem e a cultura infectada foi incubada por 24 h em meio RPMI 1640 com diferentes
concentracdes de Cramoll 1,4 (3,6, 7,2 ¢ 14,4ug/mL). Os macrdfagos infectados e néo
tratados com Cramoll 1,4 constituiram o controle do experimento. Pentamidina (PMD, 10
pug/mL) constituiu o controle positivo. As culturas foram coradas pelo Giemsa (Laborclin,
Pinhais, Brasil). A porcentagem de macrofagos infectados foi determinada pela contagem de
150 células escolhidas aleatoriamente em dois experimentos replicados. O indice de
sobrevivéncia foi determinado multiplicando a percentagem de macréfagos infectados pelo

numero médio de parasitas por celula infectada.
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2.7 ENSAIO ULTRAESTRUTURAL

Para microscopia eletronica de transmissdo, promastigotas tratadas e ndo tratadas
foram fixados por 1 h a 4 °C em uma solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4%
paraformaldeido em 0,1 M de PBS, pH 7,2. Apés lavagem no mesmo tampdo, as células
foram pos-fixadas durante 1 h com 1% de tetroxido de 6smio e 0,8% de ferricianeto de
potéssio/smM CaCl, em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,2, lavadas no mesmo tampao e
depois desidratadas em séries graduadas de acetona (50 -100%) e incluidas por 72 h a 60 °C
em resina PolyBed 812. Cortes ultrafinos foram corados com 5% de acetato de uranila e
citrato de chumbo e observados em microscopio eletronico de trasmissao (Zeiss EM109). Para
microscopia eletrénica de varredura, os parasitas tratados e o controle foram fixados e pds-
fixados conforme descrito acima e deixados aderir em laminulas recobertas com poli-L-lisina.
Os macrofagos peritoneais, cultivados em laminulas de vidro, foram fixados e pos-fixados
como descrito para as formas promastigotas. Ambas as amostras de parasitas e de células de
mamiferos foram lavadas no mesmo tampdo usado na pés-fixacdo, desidratadas em etanol
graduado, secas em ponto critico com COy, e finalmente revestidas com uma camada de ouro

de 20 nm de espessura e observadas em microscopio eletrénico de varredura JEOL T-200.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por analise de variancia one-way (ANOVA) e teste de

Turkey para determinar a significancia estatistica.

2.9 PADROES ETICOS

Todos os experimentos envolvendo o uso de animais experimentais foram realizados
de acordo com os padr@es éticos da Fundacdo Oswaldo Cruz e foram aprovados pelo comité
de ética (CEUA-FIOCRUZ 77/2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Produtos naturais, especialmente lectinas, exibem amplo espectro de atividades
bioldgicas, incluindo antitumoral, antimicrobiana e antiparasitaria (Xu et al., 2015; lordache
et al., 2015). Embora as lectinas tenham aplicacbes importantes, a pesquisa com essas
proteinas contra a Leishmania é escassa. Cramoll 1,4 tem sido utilizada em diversos estudos,
como diagndstico diferencial de cancer (Coelho et al., 2017), protecdo contra o estresse
oxidativo (Da Silva et al., 2015b), efeito imunomodulador (Da Silva et al., 2015a) e
atividade antiparasitaria contra formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Fernandes et al.,
2010). Devido a sua capacidade de reconhecer carboidratos ligados a superficies celulares,
matriz extracelular ou mesmo livres em diferentes fluidos bioldgicos, lectinas de plantas e
animais tém mostrado atividades importantes contra microorganismos parasitarios (Coelho et
al., 2017). Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa vem investigando o papel das lectinas na
interacdo com parasitas tripanosomatideos e células hospedeiras (Fernandes et al., 2010,
2014). No presente estudo, objetivamos avaliar os efeitos da lectina de Cratylia mollis sobre

células de Leishmania infantum e mamiferos.

Uma das desvantagens da quimioterapia atual para a leishmaniose é a baixa
seletividade das drogas para o parasita, devido a sua alta citotoxicidade para células de
mamiferos (Mohapatra, 2014; Castillo et al., 2010). A este respeito, primeiro avaliamos 0s
efeitos de Cramoll 1,4 na viabilidade e morfologia de células de mamiferos. Nossos resultados
mostraram que a Cramoll 1,4 ndo apresentou efeito citotdxico significativo em macréfagos
peritoneais, em comparacdo com as células ndo tratadas (Figura 1). Pelo contrario, nos
macrofagos tratados nas concentracdes mais baixas da lectina (25 e 50 ug/mL), houve um
aumento significativo na taxa de formacdo de sal de formazan resultando em aumento da
densidade 6ptica (D.0O.). O valor da CCsg encontrado para os macrofagos foi superior a 400
ug/mL (Tabela 1). A baixa citotoxicidade de Cramoll 1,4 ja foi relatada na literatura (Da Silva
et al., 2015a), assim como os efeitos protetores da Cramoll 1,4 nativa e recombinante contra a
morte celular induzida por H20.. A Cramoll 1,4 também conseguiu restabelecer o potencial
mitocondrial interrompido pelo tratamento com H>O2 em células Vero (Da Silva et al.,
2015b). Como os macrdfagos peritoneais ndo se dividem em meio de cultura, 0 aumento da
D.O. observado em macrofagos poderia ser explicado pela acdo de Cramoll 1,4 sobre a

atividade mitocondrial e ndo como resultado da proliferacéo celular.
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Figura 1. Efeitos de Cramoll na viabilidade de macrofagos peritoneais por MTT. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrao de dois experimentos realizados em quadruplicata * p<0,05

guando comparados com o controle.

Tabela 1. Efeitos da Cramoll 1,4 em macréfagos e formas promastigotas de L. infatum.

Tratmento pg/mL
CCso ICSO
Macrofagos de Promastigotas IS pro
Balb/c
Cramoll 1,4 > 400 7,2+£0,74 > 55,6

IS= Indice de Seletividade; CCso= concentracio da lectina capaz de inibir a viabilidade celular em

50%; ICso= Concentragdo da lectina capaz de inibir em 50% o crescimento de promastigotas.

Como os macréfagos desempenham um papel importante na imunidade celular, como
0 reconhecimento de patogenos, sinalizacdo, inflamacdo e atividade fagocitica (Sica e
Mantovani, 2012), investigamos, ainda, as possiveis mudancas induzidas por Cramoll 1,4 em
relacdo aos macrofagos peritoneais murinos. Cramoll 1,4 ndo apresentou citotoxicidade
aparente para macrofagos, no entanto a lectina induziu mudancgas significativas nos
macrofagos peritoneais quando comparadas com as células controle (figura 2). Os macrofagos
do controle apresentaram uma morfologia plana, células com forma amebdide, com longos
filopddios (Figura 2A e 2B). Este perfil morfoldgico sugere que mesmo 0s macrofagos

peritoneais ndo tratados apresentavam caracteristicas ativas sob as condi¢des experimentais. O
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tratamento dos macréfagos com Cramoll 1,4 em concentragBes correspondentes a 2x 1Cso
(14,4 pg/mL) e 4x ICso (28,8 ug/mL) para formas promastigotas induziu mudancas
significativas em macrdfagos com a prevaléncia de células arredondadas e encurtadas em
relacdo as células espalhadas e achatadas do controle ndo tratado. Um grande ndmero de
estruturas intracelulares arredondadas, correspondente a vesiculas contendo Cramoll 1,4
endocitada, foram observadas abaixo da superficie celular no cortex dos macrofagos com
morfologia plana (Figura 2C-F). O encurtamento das células foi mais proeminente no
tratamento correspondente a 4x ICso de Cramoll 1,4 (Figura 2E-F). Nesta condicdo, as células

assumiram um formato de fuso ou de células arredondadas.

A diversidade funcional e plasticidade sdo marcas de macrdfagos (Heinrich et al.,
2017). Dependendo do estimulo ambiental, essas células sdo ativadas assumindo diversos
fenotipos morfologicos e provocando diferentes respostas. Lectinas como ConBr (da
Canavalia brasiliensis) mostraram induzir a ativacdo macrofagica e um aumento na producao
de NO por essas células (Andrade and Saraiva, 1999). Da mesma forma, Cramoll 1,4 mostrou
imunomodulacdo em macrdfagos peritoneais levando a um aumento de NO, superoxido e
citocina pro-inflamatoria (IL-1pB, IL-6, IFN-y e TNF-a (Da Silva et al., 2015a). As alteracGes
morfolégicas induzidas nos macréfagos tratados com Cramoll 1,4 podem ser decorrentes da
ativacdo dos macréfagos apds a endocitose da lectina por essas células, mas nao foi possivel
descartar a possibilidade de Cramoll 1,4 causar algum efeito citotoxico nessas células, o que
ndo foi detectado pelo ensaio MTT. A fim de verificar se as alteraces morfoldgicas em
macrofagos tratados com Cramoll 1,4 foram devidas a um efeito citotoxico desta lectina, a
atividade fagocitica das células controle e tratadas foi avaliada (Figura 3). Nossos resultados
mostraram que o tratamento com a maior concentragdo da lectina, 43,2 pg/mL (6x ICsp)
causou uma diminuicdo significativa na atividade fagocitica dos macrofagos em relacdo as
células de levedura S. cerevisiae, em comparacdo com macréfagos controle. Em um trabalho
anterior (Da Silva et al., 2015a), Cramoll 1,4 induziu um aumento significativo da atividade
por células do exsudato peritoneal (PECs) frente a Stafilococcus aureus. Sem apresentar
gualquer efeito citotoxico aos macr6fagos. Embora o numero de células de
levedura/macréfagos tenha sido reduzido significativamente em macréfagos tratados com
maior concentracdo de Cramoll 1,4, a atividade fagocitica foi preservada, sugerindo que o
tratamento com Cramoll ndo apresentou citotoxicidade para macrofagos, como tem sido

relatado na literatura para outras células (Albuquerque et al., 2017; Da Silva et al., 2015b).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrade%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10382607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saraiva%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10382607
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Figura 2 Efeito de Cramoll 1,4 na ultraestrutura de macrofagos. (A-B) Células de controle ndo
tratadas apresentando uma morfologia plana espalhada. Notar em B a presenca de membrana ericada
formando filopodios e lamelopodios bem desenvolvidos. (C-D) macrofagos tratados com 14,4 ug/mL
de Cramoll 1,4 mostrando um encurtamento do corpo celular (C). No maior aumento foi possivel
observar a presenca de estruturas intracelulares arredondadas semelhantes a vesiculas endociticas no
cortex do corpo celular (seta). (E-F) Macrofagos tratados com 28,8 pg/mL mostrando corpo celular
arredondado ou fusiforme com perda de filopodia e lamelop6dio. Note que as organelas do tipo

endossoma ainda estdo presentes no citoplasma de uma célula tratada.

104

Numero médio de leveduras fagocitadas/Mg

%,

po/mL

Figura 3 Efeitos de Cramoll 1,4 na atividade fagocitica de macréfagos peritoneais murinos. Todos 0s
valores sdo médias de + 280 células contadas * p <0,01, diferenga significativa em compara¢do com as

células ndo-tratadas. #p <0,01 comparado com 14,4ug/mL e 28,8 pg/mL.
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O tratamento das formas promastigotas de L. infantum com Cramoll 1,4 inibiu o
crescimento celular de maneira dose dependente ap6s 48 h de cultivo, com o valor de ICso =
7,2 = 0,74 pg/mL (Tabela 1). Cramoll 1,4 foi capaz de inibir o crescimento de 100% de
promastigotas de L. infantum em concentragdo inferior a 60 ug/mL apo6s 48 h de tratamento
(Figura 4). De acordo com Antarelli et al. (2016) o valor de ICso para 0 medicamento de
referéncia miltefosina ¢ 8,3 pg/mL. O valor de 1Cso obtido para Cramoll 1,4 foi semelhante
aos obtidos para miltefosina. Segundo um manual de treinamento para triagem em doengas
negligenciadas, um composto ou molécula com 1S> 10 é considerado como uma droga
promissora para rastreamento secundario adicional contra Leishmania sp. (Brun et al., 2009).
Quando comparamos o efeito de Cramoll 1,4 em células de mamiferos com os obtidos para as
formas promastigotas, observamos que essa lectina mostrou-se mais seletiva em relagdo a
promastigotas, como demonstrado pelos maiores valores de IS> 55 (Tabela 1), superior ao
critério de selecdo de resultados estabelecido pela DNDi. Isso é particularmente interessante,

considerando-se a alta toxicidade dos medicamentos de referéncia para a leishmaniose.

15 1
—+— 60 pg/mL

é —a—30 pg/mL
4 —4—15 pg/mL
——T7.5 pg/mL

-
o

/ —3—3.75 pg/mL
—&— 0 pg/mL

Numero de celulas (x 1(ﬁmL)
o

Figura 4 Curva de crescimento de promastigotas de L. infantum tratadas ou ndo com Cramoll 1,4 por
até 72 h. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos realizados em

triplicata * p <0,05 quando comparados com o controle.

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos da Cramoll 1,4 na ultraestrutura de

promastigotas e identificar possiveis alvos intracelulares da lectina, foi realizado o ensaio de
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microscopia eletrénica. Microscopia eletrénica de transmisséo de células do controle (Figura
5A) e células tratadas revelou que Cramoll 1,4 induziu severas alteragdes morfoldgicas nas
formas promastigotas de L. infantum (Figuras. 5B-E), incluindo perda de polaridade celular,
dilatacdo do reticulo endoplasmatico e intensa desorganizacao do citoplasma, especialmente
em altas concentrac@es de lectina (Figuras 5E). Nesta Gltima condicao, foi possivel observar o
aparecimento de grande espaco elétron-luscente na maioria das células afetadas (Figuras 5E).

A mitocondria Unica do parasita foi drasticamente afetada pelo tratamento com a
lectina. Nas células tratadas, esta organela usualmente assumia um inchamento com cristas
desorganizadas e apresentava perfis de membrana concéntricos e vesiculas na matriz
mitocondrial (Figura 5 B e 5D). Estas alteragdes na estrutura da mitocéndria dos parasitas,
mesmo em menor concentracdo de lectina, sugeriram esta organela como alvo primario da
acao da lectina. Corroborando nossos dados, um relato anterior da interacdo da Cramoll 1,4
com o protozoario tripanossomatideo Trypanosoma cruzi mostrou que essa lectina causou
permeabilizacdo da membrana plasmatica seguida de influxo de Ca®+ e morte celular por
necrose (Fernandes et al., 2010). Cramoll 1,4 também foi capaz de reduzir o potencial de
membrana mitocondrial e prejudicou a fosforilacdo oxidativa em ambos, parasita inteiro e
fracdo mitocondrial. Um estudo mais aprofundado mostrou que a Cramoll 1,4 se ligou a
membrana do T. cruzi e ap0s ser internalizada foi localizada na mitocondria do parasita
(Fernandes et al., 2014).

Anélises por microscopia eletronica de varredura reforcam a atividade de Cramoll 1,4
contra promastigotas de L. infantum (Figura 6). As células controle apresentaram morfologia
alongada com membrana plasmatica lisa apresentando intensa atividade exocitica (Figuras 6
A e B). O tratamento com 1x e 2x o valor da ICso de Cramoll 1,4 induziu intensa aglutinagédo
dos parasitas, provavelmente pelo reconhecimento de residuos de manose na superficie do
parasita pela lectina (Figuras 6 C e 6E). A morfologia celular foi alterada pelo tratamento com
a lectina. Independentemente da concentracdo da lectina testada contra os parasitas, as células
apareciam arredondadas com uma membrana plasmatica acentuadamente enrrugada (Figura 6
D). Em algumas células foi possivel observar a presenca de grandes perfuragdes na membrana
plasmatica, que apresentavam aspecto liso (Figuras 6D e 6F, ver setas). As células com
divisdo incompleta sugeriram que Cramoll 1,4 também pode ter um efeito citostatico em
promastigota. Em conjunto, as alteracbes morfoldgicas induzidas em promastigota de L.
infantum sugeriram que o tratamento com Cramoll 1,4 causou alteragdes mitocondriais

significativas que, em ultima andlise, podem levar a morte celular por necrose, como ocorreu



90

em Trypanosoma cruzi tratados com a mesma lectina. O aumento da presenca de fragmentos
de células e modificagcBes nas membranas celulares nos parasitas tratados com Cramoll 1,4,
como observado por microscopia eletronica de transmissdo e de varredura, respectivamente,

corrobora essa idéia.

Figura 5 Efeitos de Cramoll 1,4 na ultra-estrutura de promastigotas de Leishmania infantum.
Microscopia eletrénica de transmissdo de controle (A) apresentando promastigotas tratadas com
Cramol 1,4 (B-E). (A) Célula do controle mostrando ultra-estrutura bem preservada com citoplasma
granular homogéneo, corpo celular alongado, ndcleo bem definido, mitocondria e reticulo
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endoplasmético. (B-C) Formas promastigotas tratadas com 1x ICso mostrando inchago mitocondrial
com perda do conteido da matriz, desorganizacdo das cristas mitocondriais com formacéo de perfis
concéntricos de membrana na matriz mitocondrial. Observe a presenca de detritos celulares (*). (D-E)
Promastigotas tratados com 2x ICso de Cramoll 1,4 apresentando reticulo endoplasmatico dilatado
(RE) e cinetoplasto alterado (K). (F) Detalhe de um promastigota apresentando uma mitocondria
drasticamente alterada, com perda do contetido da matriz e vesiculas na membrana interna (*) e grande

espaco elétron-lucente no citoplasma.

Figura 6 Microscopia eletrdnica de varredura de promastigotas de Leishmania infantum tratadas com
Cramoll 1,4. (A-B) Aspecto geral de um promastigota do controle mostrando uma superficie celular
alongada e lisa. (C-F) Culturas de promastigotas tratadas com 1x ICso (C-D) e 2x 1Cso Cramoll 1,4 (E-
F) apresentando intensa aglutinacdo celular. Em (D e F) detalhe de células individuais alteradas
drasticamente mostrando a membrana enrugada e ondulada com grandes perfuracdes (ver seta) e

encurtamento do flagelo.
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Além dos efeitos sobre o crescimento e viabilidade de formas promastigota, também
mostramos que Cramoll 1,4 causou uma diminuicdo significativa na sobrevivéncia de formas
amastigotas de L. infantum em macrofagos, em todas as concentracOes testadas. Na
concentracdo mais alta da lectina, uma diminuicdo de quase 100% foi observada no indice de
sobrevivéncia de amastigotas, que foi comparavel com o medicamento de referéncia
pentamidina (Figura 7A). A lectina também causou uma diminui¢do no namero de células
infectadas (Figura 7B).
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Figura 7 Efeito de Cramoll 1,4 em macr6fagos infectados com Leishmania infantum (A) Indice de
sobrevivéncia de Leishmania infantum dentro de macréfagos ap6s 24 h de tratamento com a Cramoll
1,4. * Estatisticamente significativo (p> 0,05) em comparacdo com o controle (0), PMD = pentamidina
usada como medicamento de referéncia. (B) Macrofagos corados com Giemsa infectados com

L.infantum tratados ou ndo com diferentes concentragcfes de Cramoll 1,4.

E bem conhecido que os macréfagos sdo as principais células-alvo da Leishmania
spp. Para mantér-se dentro do ambiente intracelular hostil dos macréfagos, Leishmania
desenvolveu varias estratégias para contra-atacar o poder microbicida dos macréfagos e

prejudicar a resposta imune inata (Tiwari et al., 2017; Podinovskaia and Descoteaux, 2015).
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Entre essas estratégias, as Leishmanias spp. previnem a acdo de agentes antimicrobianos,
como o0 NO e a funcdo de macrdfagos indutiveis por citocinas, necessaria para uma resposta
imune efetiva (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). Evidéncias na literatura demonstram que
Cramoll 1,4 tem importante atividade imunomoduladora, potencializando o éxido nitrico, o
superoxido e citocinas pré-inflamatorias em células de exsudato peritoneal infectadas com
Staphylococcus aureus (Da Silva et al.,, 2015a). Embora ndo possamos descartar a
possibilidade da acdo da Cramoll 1,4 diretamente no amastigota intracelular, é possivel que o
efeito inibitério de Cramoll 1, 4 sobre a sobrevivéncia de amastigotas no interior de
macrdofagos possa ser parcialmente devido ao seu papel imunomodulador nos macréfagos,
reestabelecendo sua atividade antimicrobiana, bem como a atividade de macréfagos induzida

por NO e outros radicais livres.

CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a Cramoll 1,4 foi efetiva em inibir o crescimento e a
viabilidade de promastigotas, bem como em causar uma reducdo na sobrevivéncia de
amastigotas intracelulares de Leishmania infantum sem afetar substancialmente a viabilidade
e funcdo dos macrdfagos. Estes resultados apontam a Cramoll 1,4 como um agente promissor

contra Leishmania infantum.
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RESUMO

Leishmania amazonesis e Leishmania infantum sdo importantes agentes causadores
das leishmanioses tegumentar e visceral, respectivamente. O tratamento contra as infeccGes é
toxico e a resisténcia dos parasitas tem impulsionado a busca por novas substancias quimicas
que afetam o funcionamento celular. Extratos e metabdlitos secundarios de plantas
apresentam diversas atividades bioldgicas. Dentre estas plantas destaca-se a Libidibia ferrea
var ferrea. NOs avaliamos o efeito de extratos metandlicos da entrecasca (EME) e vagem
(EMV) de L. ferrea e de um metabdlito secundario detectado nos extratos (Acido Galico)
sobre promastigotas de L. amazonenis e L. infantum, e seus efeitos sobre células de
mamiferos. Acidos Galico (AG) e Elagico (AE) foram os metabélitos secundérios detectados
por HPLC em EME e EMV de L. ferrea. EME e EMV apresentaram valores de CCso > 500
pg/mL. EMV preveniu a perda de viabilidade celular em células Vero submetidas ao estresse
oxidativo. O AG comercial apresentou CCso de 126 + 36,8pug/mL, porém, a partir da
concentracdo de 25 pg/mL, os niveis de ATP foram reduzidos em macréfagos, e importantes
alteragbes morfoldgicas foram observadas. EME foi ativo contra L. amazonensis e inibiu o
crescimento com valor de ICso de 79,21 + 7,48, enquanto EMV foi ativo contra L. infantum,
apresentando 1Cso de 23,3 = 5,8 pg/mL. AG apresentou 1Cso de 8,95 £+ 1,95 pg/mL para L.
amazonenis e 18,8 = 5,1 pg/mL para L. infantum. Importantes alteragcdes ultraestruturais
foram evidenciadas em parasitas tratados com AG. Nossos achados apontam EME, EMV e

AG como agentes promissores contra a L. amazonesis e a L. infantum.

Palavras-chave: Leishmania infantum; Leishmania amazonesis; Libidibia ferrea;

Metabolitos secundarios.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um complexo de doencas infecciosas causadas por
parasitas do género Leishmania. Cerca de 20 especies diferentes de parasitas sao responsaveis
pela transmissdo através de insetos flebotomineos em 98 paises. O amplo espectro de
sintomas que caracterizam os diferentes tipos de leishmaniose depende principalmente das

espeécies de Leishmania envolvidas na infeccédo [1].

Leishmania brasiliensis e Leishmania amazonensis constituem os principais agentes
etiologicos da Leishmaniose Tegumentar (LT). E a manifestacdo mais comum da doenca,
caracterizada pela presenca de lesbes ulcerativas na pele, no local do repasto sanguineo dos
insetos. Leishmania donovani e Leishmania infantum sdo os principais agentes causadores da
Leishmaniose Visceral (LV), a manifestacdo mais grave da doenca e quase sempre fatal
guando ndo tratada, em que o parasita se espalha para érgdos vitais como figado, baco e

medula 6ssea [2, 3].

No ano de 2015 foram registrados 197.552 novos casos de LT, dos quais mais de 90%
foram registrados em duas regides: regido do Mediterraneo Oriental com 70% dos registros e
Regido das Américas, com 23%. Para a LV, a distribuicdo ocorreu de forma mais igualitaria

em todo o0 mundo, com 23.804 novos casos [4].

O tratamento convencional para diferentes tipos de leishmaniose é realizado com a
administracdo de antimoniais pentavalentes como estiboglucanato de sédio e antimonato de
meglumina. No entanto, a alta toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia nos parasitas
estimularam estudos para a sintese de outras drogas, como o Desoxicolato de anfotericina B,
bem como formulagdes lipidicas (lipossomas) da anfotericina B, mas o alto custo e a
persisténcia da citotoxicidade sdo fatores cruciais na inviabilidade do tratamento. A
paromomicina e a miltefosina também s&o aplicadas no combate as infeccdes causadas pelos
parasitas do género Leishmania, poréem todas essas formas de tratamento apresentam falhas
clinicas [5]. Leishmanioses sdo doengas negligenciadas, especialmente devido aos baixos
investimentos em diagndstico, tratamento e controle. Afetam principalmente populagdes mais
pobres e areas sem saneamento basico, baixa renda e baixa escolaridade [6, 7]. Na busca por
novos tratamentos contra doencas infecciosas e parasitarias, as plantas se destacam como

vastas fontes de compostos bioativos.
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O bioma da Caatinga, encontrado exclusivamente no Brasil, é caracterizado por baixas
taxas pluviométricas, causando a formacdo de solos secos, principalmente vegetacdo
arbustiva. Possui uma grande diversidade de plantas, que apresentam diferentes atividades

bioldgicas, no entanto pouco estudadas [8].

Libidibia ferrea var ferrea (Mart. Ex Tul.) L. P. Queiroz var., pertencente a familia
Fabaceae, popularmente conhecida como pau ferro, € uma arvore de médio porte, amplamente
encontrada em todo o territdrio brasileiro, incluindo a Caatinga. E utilizada para diversos fins,
como a recuperacdo de areas degradadas e amplamente aplicadas na medicina popular [9].
Estudos comprovaram as aplicac6es bioldgicas de extratos e fracdes de diferentes partes desta
planta. Extratos da vagem e da casca mostraram atividade anti-inflamatoria e antitlcera [10].
O extrato bruto da vagem de L. ferrea apresentou atividade antiproliferativa contra células de
cancer colorretal [11], atividade antifingica [12], hepatoprotetora [13] e antimicrobiana [14].

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a constituicdo quimica de extratos
metanolicos da entrecasca e vagem de L. ferrea, bem como a atividade antileishmania contra
L. amazonenis e L. infantum dos extratos e de um metabolito secundario detectado nos

extratos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL

A entrecasca e a vagem de L. ferrea foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau
(Pernambuco, Brasil), em outubro de 2014 e abril de 2015, respectivamente. O material
vegetal foi identificado e um espécime foi depositado no herbério do Instituto Agrondémico de
Pernambuco (IPA), e esta amostra foi utilizada como material de referéncia (NUmero 84.035).
O Acido Gélico (AG 98%), o meio Schneider’s, o MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -2,5-difeniltetrazolio), a Quercetina e a Rutina foram adquiridos da Sigma Chemical
(Sigma-Aldrich Brasil), o Acido Elagico (AE 97%) foi adiquirido da Acrds Organic. O
Dimetilsulfoxido (DMSO: 99%) foi adquirido da Sinth, o soro fetal bovino foi adiquirido pela

Gibcon e a Catequina foi adiquirida da Fisher Chemical.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS - SOLUCAO ESTOQUE
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A partir de amostras da entrecasca e vagens de L. ferrea, secas e maceradas em um
moinho Tecnal tipo Willy TE-650, extratos organicos foram obtidos com o solvente metanol
(10% p/v), sob agitacdo por 24 h e em seguida filtrados em papel de filtro, os quais foram
denominados de EME (Extrato Metanolico da Entrecasca) e EMV (Extrato Metandlico da
Vagem). Apos filtracdo, o solvente foi removido em um evaporador rotativo e finalmente
amostras de 50 mg foram solubilizadas em 1 mL de DMSO. O AG foi diluido em &gua

destilada a uma concentracdo de 1 mg/mL

2.3 ANALISE FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

As amostras dos EME, EMV e padrdes (Tabela 1) foram diluidas em metanol para uma
concentracdo final de 1 mg/mL e aplicadas a 5 mm da origem e com término de 5 mm do final
das placas cromatogréficas de silica gel 60 - F2s4 (Macherey-Nagel®, Germany), com auxilio
de capilares. As placas (5 X 5 cm) foram desenvolvidas em cubas apds saturacdo com a fase
movel (Tabela 1) a temperatura ambiente (25 °C). As bandas foram aplicadas com largura de

3 mm entre elas e com uma distancia das bordas das placas de 3 mm.

Apbs a eluicdo das placas, as mesmas foram secas a temperatura ambiente (25 °C) e
observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel e em seguida foram
digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para cada metabolito

(Tabela 1). As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes correspondentes.

Tabela 1 Classes de metabdlitos secundarios e reveladores.

Classe de Metabdlito Fase Movel Revelador Padréo

Polifenois (Taninos 90:5:5 NEU + PEG Ac. galico e Ac. elagico

Hidrolisaveis)
Taninos condensados 90:5:5 Vanilina cloridrica Catequina

Flavondides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
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Derivados Cinamicos 90:5:5 NEU + PEG Ac. Cafeico e Ac.
Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard + B-Sitosterol
A
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26  Lieberman-Burchard+ A Escina
Acucares redutores 50:20:10:10  Timol + H2SO4 10% + A D-frutose

Fases moveis: 90:5:5 — Acetato de etila: acido férmico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato;
50:50:50 — Eter etilico: acetato de etila: acido acético 10% (saturagdo); 100:11:11:26 -
Acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua; 50:20:10:10 - Acetato de etila: acido

acetico: acido férmico: agua.

2.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
DETECTOR DE ARRANJO DE FOTODIODOS (CLAE-DAD)

Preparacdo das amostras

Inicialmente, foram preparadas solucGes estoques a partir de 5 mg dos extratos EME e
EMV, os quais foram transferidos individualmente para um baldo volumétrico de 5 mL. Em
sequida, foram adicionados 2,5 mL de metanol e levados ao ultrassonicador durante 30
minutos para completa solubilizagdo. Ao final, o volume foi aferido com metanol para 5 mL.

As solugdes das amostras foram obtidas de aliquotas de 1,5 mL da solucdo estoque, as
quais foram transferidas para baldo volumétrico de 5 mL, e o volume aferido com &gua
ultrapura. Ao final, as amostras foram filtradas em filtros de PVDF de 25 mm e 0,45 um, e

tranferidas para frascos certificados para usos cromatograficos.
Solugbes padrdes:

A partir de uma solucéo padrdo de Acido galico a 100 pg/mL procedeu-se diluicdes

necessarias, a fim de obter a curva de calibragéo.
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A solucdo padrdo de Acido elagico a 100 pg/mL foi preparada em metanol: dgua (3:1).
Em seguida, procedeu-se com as dilui¢cBes necessarias, a fim de obter a curva de calibragéo.

Método por CLAE-DAD

A quantificacdo dos &cidos gélico e elagico foi conduzida em HPLC (Cromatdgrafo
Liquido Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific®), acoplado com Detector de Arranjo de
Fotodiodos (DAD; Thermo Fisher Scientific®) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS,
Thermo Fisher Scientific®), degaseificador e amostrador automatico com um loop de 20 pL
(ACC-3000, Thermo Fisher Scientific®). Os dados cromatograficos foram processados com o
auxilio do programa computacional Chromeleon verséo 6.0 (3000 RS Dionex, Thermo Fisher
Scientific®). O comprimento de onda foi fixado em 254 nm para deteccio do acido elagico e
em 270 nm para o acido galico, de acordo com o maximo de absorcao observado no espectro
de varredura capturado pelo DAD. A separacao cromatogréafica foi realizada com coluna Cis
(250 mm x 4.6 mm d.i., tamanho de particula 5 um; NST®) protegida por pré-coluna (Cis, 4
mm x 3.9 um, Phenomenex®). As separacdes foram realizadas com temperatura do forno da
coluna a 26 °C. A fase mdvel consistiu em agua ultrapura (A) e metanol (B) ambos
acidificados com 0,05% de &cido trifluoracético, com fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um
programa gradiente foi aplicado como segue: 0-10min, 20-40% B; 10-30min, 40-70% B;
30-31min, 70% B; 31-32 min, 70-20% B; 32-33min, 20% B.

Foram injetados, separadamente, 20 pL das solugdes padrdo e solugcdo amostra, e 0s
cromatogramas foram registrados para mensurar as areas dos picos. O resultado foi expresso
em g% de acido galico e g% de &cido elagico, de acordo com a curva analitica construida com
0s respectivos padrdes. Os calculos consideraram a pureza de 98% e 96% para o0s padrfes de

acido galico e de acido elégico, respectivamente.

2.5 PARASITAS

Promastigotas de L. amazonesis (Cepa LTB0016) e L. infantum (cepa BH46) foram
cultivadas em meio de Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em
incubadora BOD a 28 °C, passadas a cada trés a quatro dias. Os ensaios utilizaram parasitas

na fase log de crescimento (trés dias).
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2.6 CULTURAS DE CELULAS DE MAMIFEROS

Macréfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na concentragdo de 1x10%/mL
foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidos

em estufa umidificada com 5% de CO, a 37 °C.

2.7 ENSAIO DE MTT- EFEITO DE EME, EMV E AG SOBRE A VIABILIDADE DE
CELULAS DE MAMIFEROS

A viabilidade celular em células de mamiferos foi avaliada utilizando o ensaio do
MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio) de acordo com Mosman
(1983) [15]. Para isso, macrofagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c na
concentragdo de 1x108/mL foram incubados na presenca de EME, EMV (5, 50 e 500 pg/mL)
e AG (6,25 - 200 pg/mL) por 48 h. No final do tratamento, o meio foi removido e foi
adicionada uma solucdo de MTT (5 mg/mL em RPMI 1640) e as células foram incubadas
durante mais 3 h (37 °C e 5% de CO). Posteriormente, o0 meio foi removido novamente e 0
produto formado de cristais de formazan intracelular foi dissolvido em DMSO. A densidade
oOptica (D.O.) foi medida a 570 nm em um leitor de placas (GloMax®-Multi). A concentracdo
pela qual a viabilidade celular foi inibida em 50% em compara¢do com as células do controle
(CCso) foi determinada por andlise de regressao usando o programa SPSS8. Dois ensaios
foram realizados em quadruplicata. Células incubadas em meio livre dos extratos e AG foram

consideradas como controle.

Para avaliar a viabilidade celular em células Vero tratadas com EME e EMV
submetidas ao estresse oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio (H20.), células Vero a
1x10°/mL foram incubadas na presenca de EME e EMV (1, 10 e 100 pg/mL) durante 24 h.
Apos o tratamento, H20> foi adicionado a concentracdo de 2 mM durante 1 h de incubagdo e
finalmente o meio de cultura foi removido para realizagdo do ensaio do MTT aplicado como

descrito acima. Dois ensaios independentes foram realizados em quadruplicata.

2.8 QUANTIFICACAO DE ATP
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Macrdfagos peritoneais obtidos de camundongos Balb/c (1 x 10%/mL) foram tratados
com AG (25 - 400 pg/mL) por 48 h. No final do periodo de tratamento, o meio foi removido e
a quantificacdo dos niveis de ATP foi determinada pelo kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay. A densidade dptica (D.O.) foi medida a 570 nm em um leitor de placas
(GloMax®-Multi).

2.9 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN VITRO DOS EXTRATOS DE L. ferrea e AG EM

L. amazonesis E L. infantum

Promastigotas (1x10° parasitas/mL) foram incubados na auséncia ou presenca de
diferentes concentragdes de EME e EMV (6,25 - 200 pg/mL) e AG (3,13 - 100 pg/mL). A
quantificacdo dos niveis de ATP foi determinada apds 48 h de tratamento pelo kit CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay. A densidade dptica (D.O.) foi medida a 570 nm em
um leitor de placas (GloMax®-Multi). A concentracdo que inibiu o crescimento da cultura em
50% (ICso) foi determinada ap6s 48 h de tratamento por analise de regressdo usando o

software SPSS 18. Dois ensaios foram realizados em quadruplicata.

2.10 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Para microscopia eletronica de varredura (MEV), os parasitas tratados e ndo tratados
foram fixados por 1 h a 4 °C em uma solugdo contendo 2,5% de glutaraldeido a 4%
paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2 e aderidos em laminulas recobertas com
poli-L-lisina. Apos lavagem no mesmo tampdo, as células foram pds-fixadas durante 1 h com
1% de tetroxido de dsmio a 0,8% de ferricianeto de potassio/SmM CaCl, em tampéao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2. Macréfagos peritoneais, cultivados em laminulas de vidro, foram
fixados e pos-fixados como descrito para promastigotas. Ambas as amostras de parasitas e de
células de mamiferos foram lavadas no mesmo tampéo usado na pés-fixacao, desidratadas em
etanol graduado, secas em ponto critico em CO3, revestidas com uma camada de ouro de 20

nm de espessura e observadas em um microscépio eletronico de varredura JEOL T-200.

2.11 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram analisados por analise de variancia one-way (ANOVA) e teste de
Turkey para determinar a significancia estatistica. Um valor de P <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

2.9 PADROES ETICOS

Todos os experimentos envolvendo o uso de animais experimentais foram realizados
de acordo com os padr@es éticos da Fundacdo Oswaldo Cruz e foram aprovados pelo comité
de ética (CEUA-FIOCRUZ 77/2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE QUIMICA

Extratos e metabdlitos secundarios de plantas apresentam importantes atividades
biolégicas, como prevencdo contra alopecia androgenética e no eflavio teldgeno,
antioxidante, antibacteriana, antifungica e antiparasitaria [16, 17, 18, 19]. Extratos de L.
ferrea apresentam diversas atividades bioldgicas, no entanto, extratos metanolicos da
entrecasca e vagem desta planta, sobretudo de espécimes encontradas na Caatinga
(Pernambuco - Brasil), nunca foram avaliadas contra parasitas do género Leishmania, agente
etioldgico das leishmanioses. Uma triagem dos perfis fitoquimicos foi realizada através de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Em relacdo a coloracdo apds revelacdo e
observacao sob luz adequada foi evidenciada a presenca de taninos hidrolisaveis, flavondides,

terpenos/esteroides, saponinas, e agucares redutores conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2 Andlise fitoquimica dos extratos metandlicos da entrecasca (EME) e vagem (EMV) de L.

ferrea.

Classe de Metabdlitos Extratos




Polifenois

Hidrolisaveis)

Taninos condensados

Flavonoides

Derivados Cindmicos

Terpenos e Esteroides

Cumarinas

Saponinas

Acucares redutores

Alcaloides

Derivados antracénicos

(Taninos

EME

EMV
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Nossos resultados estéo de acordo com os estudos de Comandolli-Wyrepkowski et al.,

(2017) [20], em que a andlise fitoquimica do extrato metandlico da vagem de L. ferrea foi

positiva para compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos e saponinas.

Neste estudo, a identificacdo e quantificacdo de compostos presentes em EME e EMV

foi analisada por HPLC. Os resultados experimentais indicaram que 0s principais

constituintes dos dois extratos foram os compostos fenélicos acido elagico (AE) e acido

galico (AG). A tabela 3 apresenta os resultados das areas e concentragdes obtidas a partir da

equacdo da reta dos padrdes (4cido galico, pureza 96%, onde y = 1,1534x + 0,1667, R? =
0,9981 e 4cido elagico, pureza 96%, onde y = 4,559x + 7,882, R? = 0,9990).

Tabela 3 Valores de area e teor calculados em g% de acido galico e g% de acido elagico.

Amostras

Area

0% de AG

Area

g% de AE

EME

4,349

0,1209

35,399

1,3045
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EMV 23,861 0,6849 106,964 4,3316

Devido a grande polaridade dos compostos, a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi realizada com gradiente de eluicdo utilizando o sistema dgua/metanol. Com base
no perfil cromatografico os padrdes AE e AG foram escolhidos como marcadores para EME e
EMYV e uma grande quantidade destes metabolitos secundarios foi detectada (Tabela 3 e Figura
1).

Figura 1 Cromatografia obtida para deteccdo do Acido Elagico (EA) no comprimento de onda de 254
nm e Acido Galico (AG) a 270 nm em amostras de EME em A-B e EMV em C-D.

Taninos hidrolisaveis como galotaninos e elagitaninos sdo considerados os principais
metabolitos secundarios de extratos aquosos e organicos de L. ferrea, devido a suas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas atribuidas a esta planta, assim como a estes
metabolitos secundarios [21, 22]. No presente estudo, os Acido elagico e galico foram
detectados nos extratos, nos espectros de 254 e 270 nm respectivamente através dos devidos
padrdes. Em outro trabalho de nosso grupo de pesquisa identificamos, através da andlise
quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia de extratos aquosos da vagem de L.

ferrea coletadas em Pernambuco, Ceara, Alagoas, Amazonas, Rio Grande do Norte, Goiais e
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Mato Grosso do Sul (Brasil), a presenca dos padrdes AG e AE em grandes quantidades, com
variagcOes apenas nas porcentagens de areas [21].

Fenois sdo amplamente avaliados quanto a suas atividades biologicas como
cardioprotetora [23], prenventiva contra doencas neurodegenerativas [24] e antiparasitarias
[25]. Acidos galico e elagico sdo amplamente estudados e atividades como antitumoral,
protetora contra o estresse oxidativo e recentemente antileishmania contra Leishmania major
foram comprovadas [26]. Cerca de 20 espécies de Leishmania sdo responsaveis por causar as
leishmanioses e os tratamentos atualmente realizados sdo potencialmente toxicos, acarretando

graves efeitos colaterais.

3.2 Citotoxicidade

Os EME, EMV e o padrdo AG (um dos principais metabdlitos secundarios detectados
nestes extratos) foram analisados quanto aos efeitos citototoxicos frente a macrofagos
peritoneias de camundongos Balb/c (Tabela 4). O acido elagico nao foi ultilizado devido aos
seus efeitos citotdxicos em baixas concentracdes comprovados em outro estudo [26] e a baixa
solubilidade em &gua, Dimetilsulfoxido (DMSO) e Carboximetilcelulose (CMC).

Tabela. 4 Efeitos dos EME, EMV e AG em macrdfagos e promastigotas de L. amazonenis e L.

infantum.
pg/mL
CCso 1Cso 1Cso
Tratamento ) . ]
Macrdéfagos ~ Promastigotas  Promastigotas IS pro. IS pro.
de Balb/c L. amazonensis L. infantum (L. amazonenis) (L. infantum)
79,21+ 7,48 . .
EME > 500 >6,3
EMV > 500 - 23,358 - >21,5

AG 126 + 36,8 8,95+1,95 188+ 5,1 14,19 14,19
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IS= indice de Seletividade; CCso= concentracio dos extratos e AG capaz de inibir a viabilidade celular
em 50%; ICsp= Concentracdo dos extratos e AG capaz de inibir em 50% o crescimento de

promastigotas.

O EME apresentou efeito citotoxico a partir da concentragdo de 500 pg/mL em
macrofagos peritoneais, EMV ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentracdes
testadas. EME e EMV apresentaram CCsp > 500 pg/mL em macrofagos pelo ensaio do
MTT (Figura 2).

0.15

0.10

D.O.

005

0.00

5

50 500 5 50 500
EME EMV

pg/mL

Figura 2 Efeitos citotoxicos dos EME e EMV contra macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c.
Macréfagos foram incubados com EME e EMV por 48 h. A viabilidade dos macréfagos foi avaliada
pelo teste do MTT. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de dois experimentos

realizados em quadruplicata. *p <0,05 quando comparados com o controle (0).

No presente estudo, analisamos os efeitos citototoxicos de EME, EMV e do AG, um
dos principais metabolitos secundarios detectados nestes extratos frente a macrofagos
peritoneais de camundongos Balb/c. Os EME e EMV apresentaram valores de CCsg
superiores a 500 pg/mL. Em outro trabalho, extratos de diferentes partes de L. ferrea com
solventes organicos (metanol e hexano) apresentaram efeito citotoxico frente a macrofagos

peritoneais a partir da concentragao de 500 pg/mL [20].

Os efeitos citotoxicos induzidos pelo AG contra macrofagos peritoneais de

camundongos Balb/c estdo representados na figura 3.
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Figura 3 Efeitos citotoxicos do AG contra macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c.
Macro6fagos foram incubados com AG por 48 h. A viabilidade dos macr6fagos foi avaliada pelo teste
do sal de tetrazélio (MTT). Os dados sdo apresentados como média = desvio padrdo de dois

experimentos realizados em quadruplicata. *p <0,05 quando comparados com o controle (0).

O valor da concentracdo citotdxica, capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular
(CCsp) foi 126 * 36,8 pug/mL. Nossos resultados estdo de acordo com Alves et al. (2017) [26]
em que a CCso para 0 mesmo tipo celular tratados com AG foi 126,6 ug/mL pelo ensaio do
MTT.

Para analisar a viabilidade celular e confirmar os efeitos citotoxicos do AG em
macrofagos peritoneais apds 48 h de tratamento nas concentragdes de 25 a 200 pug/mL, foi
realizada a quantificacdo de ATP produzido por estas células. Baixos niveis de ATP foram

detectados em todas as concentracOes testadas (Figura 4).
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Figura 4 Efeitos do AG sobre a producdo de ATP em macrofagos peritoneais de camundongos
Balb/c (a). Macrofagos foram incubados com AG por 48 h. A viabilidade dos macréfagos foi avaliada
pelo teste CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay. Os dados séo apresentados como média
* desvio padrdo de trés experimentos realizados em quadruplicata. *p <0,05 quando comparados com
o controle (0).

A analise da viabilidade celular € realizada por diferentes ensaios, principalmente o
teste de reducdo do sal tetrazolio (MTT) e quantificacdo luminogénica de ATP, devido sua
rapidez e praticidade. Estes testes por vezes levam a divergéncia dos resultados. Em estudos
realizados para analise da citotoxicidade de nanoparticulas em células indicadoras de TZM-bl
(HeLa), a comparacdo dos resultados dos ensaios de MTT, quantificacio de ATP -
CellTiterGlo e o ensaio WST-1 apontou o teste de quantificacdo de ATP - CellTiterGlo como
ensaio de melhor correlagdo com os dados de contagem [27]. Nossos resultados de
quantificacdo de ATP (Kit CellTiterGlo) indicam que o AG possivelmente induziu a uma

reducdo drastica dos niveis de ATP em macrofagos em todas as concentracdes testadas.

Para investigar os possiveis efeitos dos EME, EMV e do AG, sobre a morfologia de
macrofagos peritoneais de Balb/c ap6s 48 h de tratamento, foram realizadas analises por
microscopia eletronica de varredura (Figura 5). Células do controle apresentaram morfologia
alongada com presenca de filopodios na superficie externa da membrana. Macréfagos tratados
com 50 pg/mL de EME (Figura 5B) e EMV (Figura 5C) ndo apresentaram alteracfes
morfologicas quando comparadas as células do controle. Células bem preservadas, com
filopodios e lamelopadios evidentes foram observadas. Macr6fagos submetidos ao tratamento
com 3 pg/mL (Figuras 6C e 6D) e 25 pug/mL (Figuras 6E e 6F) de AG apresentaram
modificagdes estruturais, quando comparados com o controle (Figuras 6A e 6B) como perda e
retracdo dos filopodios e lamelopddios. Na concentragdo de 50 pg/mL, o AG possivelmente
induziu a modificagbes estruturais nos macrofagos, como aparecimento de estruturas
arredondadas na superficie celular, desaparecimento e retracdo dos filopddios e lamelopddios
(Figuras 6G e 6H). Em todas as concentracOes testadas de AG foi observado o

arredondamento celular.
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Figura 5 Efeito dos EME e EMV sobre a ultraestrutura de macréfagos. (A) Células do controle ndo
tratadas apresentando morfologia plana e espalhada. Presenca de filopddios e lamelopddios na
superficie externa da membrana. (B) macrofagos tratados com 50 pg/mL de EME. Células planas e
espalhadas com filopodios e lamelop6dios em sua superficie. (C) Macrofagos tratados com 50 pg/mL

de EMV. Células alongadas semelhantes as do controle.
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Figura 6 Efeitos do AG sobre a ultraestrutura de macréfagos. (A-B) Células do controle ndo tratadas
apresentando morfologia plana e espalhada. Filopddios e lamelopddios sdo observados na superficie
externa da membrana. (C-D) Macrofagos tratados com 3 pg/mL, e 25 pg/mL (E-F) de AG
apresentando morfologia arredondada com encurtamento da célula, filopodios e lamelopddios, quando
comparadas ao controle. (G-H) Macrdfagos tratados com 50 pg/mL de AG apresentaram alteracoes
semelhantes as descritas para 0s demais tratamentos. Observar em H o surgimto de estruturas

arredondadas em todo o corpo celular.
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O é4cido galico ¢ amplamente estudado quanto a suas funcbes terapéuticas, como
preventivo contra o cancer [22], antibacteriano, antioxidante e antiinflamatorio e embora
estudos recentes indiqguem que o fenol induz efeitos citotdxicos em macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/c a partir da concentragdo de 50 pg/mL [26]. Nesta pesquisa, os efeitos
citotoxicos do AG em macrdfagos peritoneais de camundongo Balb/c foram observados a
partir da concentragdo de 25 pg/mL. Tais efeitos sdo confirmados pelos baixos niveis de ATP
e pelas alteracdes morfoldgicas significativas provocadas nas céelulas. Mudancas na
morfologia dos macrofagos foram observadas desde o tratamento com 3 pg/mL. A
intensificacdo das alteracdes foram evidenciadas nos macrofagos tratados com 25 e 50
pug/mL. Segundo Alves et al. (2017) [26] a capacidade fagocitica, o volume lisossomal e a
liberacdo de nitrito e calcio intracelular [Ca2*] em macrofagos foi mantida mesmo na
concentragdo de 50 pg/mL de AG, revelando, portanto, o potencial imunomodulador mesmo
em concentragdes citotoxicas. Para os extratos, a andlise por MEV ndo identificou alteracéo

na morfologia dos macrofagos tratados na concentragao de 50 pg/mL.

Os macrofagos estdo localizados em todos os tecidos do corpo e sdo diretamente
envolvidos na resposta imunoldgica, atuando de forma sequencial e coordenada para a
resolucdo da inflamacdo, reparacdo tecidual e remocdo de patdgenos [28]. Macrofagos
teciduais originam-se de monacitos circulantes do sangue ou se estabelecem nos tecidos desde

a origem embrionaria, desenvolvendo fun¢des especializadas em cada orgéo [29].

Macrofagos, originados a partir de mondcitos, desempenham um papel fundamental na
fagocitose de detritos celulares e patdgenos, existindo uma correlacdo entre a morfologia do
macrofago e suas propriedades de superficie, sobretudo as propriedades inflamatorias. Desta
forma, o estado de ativacdo dos macrdéfagos aderentes, com a liberacdo de citocinas, como o
fator de necrose tumaral (TNFa), esta diretamente relacionado com a morfologia da célula.
Estas células apresentam normalmente morfologia ameboide, com extensdes lamelopoidais,
forma hemisférica, ou arredondada, a depender da superficie em que estdo aderidas [30].

Os macrofagos constituem as principais células alvo nas infeccBes causadas por
parasitas do género Leishmania, que alteram a cascata de sinaliza¢do do hospedeiro, evitando
0S mecanismos basicos de defesa, como mudancas na expressdo da familia de proteinas G
(GTPases), que estdo diretamente ligadas a regulacdo dos mecanismos de proliferacdo e
sobrevivéncia da célula, apoptose e transporte intracelular [31]. Os macrofagos apresentam

flexibilidade na mudanca de forma, alterando assim o seu fenétipo em adaptacdo a mudancas
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no ambiente [32]. Possivelmente a presenca do AG induziu a queda dos niveis de ATP e
modificacdo da morfologia dos macrofagos, porém estas células permaneceram em atividade.

Como os EME e EMV apresentaram melhores resultados na preservagdo da
viabilidade e integridade celular, tanto para o ensaio de MTT quanto para a analise da
morfologia em microscopia eletronica de varredura em relacdo ao AG, os efeitos dos EME e

EMYV foram também avaliados em células Vero (Figura 7).

Figura 7 Efeitos citotoxicos dos EME (A) e EMV (B) em células Vero. As células foram incubadas
com EME e EMV por 24 h. A viabilidade das células foi avaliada pelo teste do sal de tetrazolio
(MTT). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo de dois experimentos realizados em

quadruplicata. *p <0,05 quando comparados com o controle (0).

Células Vero tratadas com 1 pg/mL e 10 pg/mL de EME ndo apresentaram reducéo da
viabilidade celular, no entanto o tratamento com 100 pg/mL causou reducdo significativa da
viabilidade (Figura 7A). O tratamento com 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL de EMV néo

induziu a qualquer alteracdo na viabilidade celular pelo ensaio do MTT (Figura 7B).

Para identificar se 0s extratos apresentam potencial protetor contra o estresse oxidativo
provocado por H20., células tratadas com EME e EMV durante 24 h foram expostas por uma

hora ao H202 na concentragdo de 2 mM. Os resultados estéo representados na figura 8.
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Figura 8 Efeitos citotdxicos do H,O, sobre a viabilidade de células Vero apdés 1 h de incubag&o.
Células Vero foram incubadas previamente com EME (A) e EMV (B) por 24 h e posteriormente
incubadas com H;O; por 1 h. A viabilidade das células foi avaliada pelo teste do sal de tetrazélio
(MTT). Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo de dois experimentos realizados em

guadruplicata. *p <0,05 quando comparados com o controle (H20>).

Através da Figura 8A ¢é possivel verificar que ndo houve alteracdo significativa na
viabilizade das células tratadas com 1 e 10 pg/mL de EME quando expostas ao extresse
oxidativo causado por H20., porém o mesmo ndo ocorreu com as células tratadas com 100
pg/mL de EME. Como nesta concentracdo, o extrato apresentou efeito citotoxico sobre
células Vero (Figura 7A), possivelmente, a reducdo da viabilidade se deve a toxicidade do
proprio extrato, somada aos efeitos citotoxicos do H202. Contudo, quando as celulas foram
tratadas com 100 pg/mL de EMV sob as mesmas condigdes, a viabilidade celular foi
preservada de forma significativa, quando comparadas as células tratadas apenas com H.O>

(Figura 8B), corroborando com os resultados obtidos com as células vero (Figura 7B).

Importantes atividades biologicas j& foram reportadas pela utilizacdo de extratos e
fragbes da vagem de L. ferrea. A propriedade antioxidante e efeitos quimioprotetores foram
atribuidos aos extratos brutos da vagem [11]. Segundo Da Silva (2011) [33] o extrato

hidroalcodlico da vagem de L. ferrea, além de exercer potencial atividade antioxidante de
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21,08% de captura frente ao fosfomolibidémio, apresentou alta capacidade de inibi¢do contra
espécies reativas (radicais superoxidos, perdxido de hidrogénio e oOxido nitrico) e efeito
protetor ao DNA submetido a danos por radicais hidroxila. Tais efeitos estdo diretamente

relacionados ao contetudo fendlico dos extratos.

Os tratamentos contra as infec¢bes causadas por parasitas do género Leishmania
induzem elevada toxicidade. O antimoniato de meglumina - Glucantime, além de induzir a
danos oxidativos contra lipideos e proteinas, provoca danos ao DNA devido ao estresse
oxidativo, portanto estudos tém sido direcionados para a descoberta de drogas que, em
associacdo com o antimoniato de meglumina, reduza os efeitos oxidativos [34]. Macrofagos
infectados por parasitas como Leishmanias podem ter os niveis de radicais livres aumentados,
para 0 combate a infeccdo [35]. Portanto, torna-se imprescindivel a busca por novos
tratamentos contra as leishmanioses que, além do combate a infec¢do, exercam o efeito

protetor em células de mamiferos contra o estresse oxidativo.

3.4 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN VITRO DOS EXTRATOS DE L. FERREA E ACIDO
GALICO CONTRA L. amazonenis E L. infantum

L. ferrea é relatada na literatura por suas diversas aplicacbes bioldgicas, dentre elas
recententemente foi investigada a atividade antileishmania frente a L. amazonensis. O extrato
metanolico da vagem de L. ferrea inibiu o crescimento de promastigotas de L. amazonensis -
Cepa MHO/BR/2006/IM5584, com ICso de 15,4 pg/mL. O mesmo extrato ndo foi efetivo

contra L. guyanensis [20].

Em nossos estudos os extratos metandlicos da entrecasca e vagem de L. ferrea
apresentaram atividade contra promastigotas L. amazonenis e L. infantum, com baixos valores
de ICso. Ambos o0s extratos foram ativos contra os parasitas, porém EME apresentou efeito
antileishmania apenas para L. amazonensis - Cepa LTB0016 com ICsg de 79,21 £ 7,48, ndo
sendo efetivo contra L. infantum, enquanto que EMYV foi efetivo contra L. infantum com 1Cs
23,3 + 5,8, ndo sendo efetivo contra L. amazonesis, conforme esta representado na tabela 4.
Nossos resultados divergem dos de Comandolli-Wyrepkowskl et al. (2017) [20],
possivelmente devido as diferentes Cepas de L. amazonensis utilizadas, bem como o local de
origem da espécime de L. ferrea utilizada. Na presente pesquisa vagem e entrecasca de L.

ferrea foram coletadas no Vale do Catimbau - Pernambuco, ja as utilizadas por Comandolli-
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Wyrepkowskl et al. [20] foram coletadas em Manaus - Amazonas. De acordo com Ferreira et
al. (2015) [21] extratos brutos da vagem de L. ferrea coletadas de diferentes locais do Brasil
apresentaram varia¢fes quantitativas nos contetidos fenolicos, sobretudo dos acidos galico e

elagico.

Neste estudo, apenas EME foi efetivo contra L. amazonensis, em contrapartida EMV
apresentou efeito inibitoria apenas contra L. infantum. Esta divergéncia pode estar relacionada
as variagdes de forma e funcdo entre as espécies de Leishmania, que se adaptam ao
hospedeiro e o vetor [36].

Em ambos os extratos foi detectada a presenca dos compostos fendlicos: acido galico e
acido elagico. Estes metabdlitos secundarios apresentam atividade antiinflamatéria, anticancer
e protetora contra o estresse oxidativo. Além destes metabolitos secundarios, a presenca de
pauferrol-A, um composto derivado de chalconas, presente na casca do caule de L. ferrea,
pode estar diretamente ligada a inibi¢do contra L. amazonensis tratadas com o EME, uma vez
que ja foi relatada a acdo inibitoria deste extrato sobre a DNA topoisomerase I, resultando

em apoptose em células leucémicas [37, 38].

Recentemente, foi investigada a atividade dos acidos galico e elagico contra Leishmania
major. Ambos apresentaram atividade contra a forma promastigota do parasita, com valores
de ICso de 16,4 pg/mL para acido galico e 9,8 pg/mL para &cido elagico [26]. No presente
estudo, o acido galico foi testado contra promastigotas de L. amazonensis e L. infantum. AG
foi efetivo contra L. amazonensis com ICso de 9,95 pg/mL e de 18,8 pg/mL para L. infantum
(tabela 4). Os valores de ICso dos extratos para as duas espécies de Leishmania, sobretudo
para a L. infantum, ndo diferiram muito quando comparadas aos valores de ICso dos parasitas
tratados apenas com o AG, sugerindo que outros compostos do extrato estdo envolvidos na

inibicdo da viabilidade do parasita, de forma aditiva ou sinérgica com o AG.

O AG foi efetivo contra promastigotas de L. amazonensis e L. infantum e os efeitos

causados na morfologia das células sdo apresentados nas figuras 9 e 10.
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Figura 9 Microscopia eletronica de varredura de promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas
com AG. (A-B) Aspecto geral de uma promastigota de controle mostrando uma superficie celular lisa
e alongada. (C-D) Culturas de promastigotas tratadas com ICsp e (E-F) 2x 1Cso de AG. (C, D e E)
células com morfologia arredondada (*) com divisdo incompleta (E). Detalhe de células alteradas

drasticamente, com perfuragéo (F).
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Figura 10 Microscopia eletrdnica de varredura de promastigotas de Leishmania infantum tratada com
AG. (A-B) Aspecto geral de promastigota do controle mostrando uma superfie celular lisa e alongada.
Culturas de promastigotas tratadas com ICs (C-D). Células com morfologia drasticamente alterada,

com membrana enrugada. (E-F) 2x ICso AG. (E) células com morfologia arredondada.

A microscopia eletrdnica constitui uma importante ferramenta para analise da eficacia
de drogas e mudancas ultraestruturais nos parasita, auxiliando na investigacao de alvos para a

descoberta de novas acgdes terapéuticas [39]. Analises por MEV revelaram que promastigotas
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de L. amazonensis e L. infantum se tornaram arredondadas em resposta ao tratamento com
AG, indicando mudangas na organizacdo do citoesqueleto [40]. Perda de material
citoplasmatico e enrugamento da membrana constituem alteracbes compativeis com a perda
de viabilidade celular. Em ambas as espécies tratadas com AG foram observadas células com
divisdo incompleta, sugerindo um efeito citostatico deste metabolito secundario. Compostos
naturais, especialmente metabolitos secundarios, como fendis séo relatados por causarem

alteracdes ultraestruturais capazes de levarem a perda de viabilidade celular em parasitas [41].

Extratos metandlicos da entrecasca e vagem de L. ferrea e AG apresentaram
seletividade para promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, sendo EMV o extrato mais
seletivo (1S=21,5). Segundo um manual de treinamento para triagem em doencas
negligenciadas, um composto ou molécula com 1S> 10 é considerado como uma droga

promissora para rastreamento secundario adicional contra as leishmanioses [42].

Conclusdes

Os extratos metanolicos da entrecasca e vagem (EME e EMV) de L. ferrea nao
afetaram a viabilidade de macrdfagos peritoneais. O AG induziu efeitos citotoxicos em
macrofagos peritoneais de camundongo Balb/c a partir da concentragdo de 25 pg/mL. Além
disso, EMV foi capaz de preservar a viabilidade em células Vero submetidas ao estresse
oxidativo. Finalmente EME, EMV e AG se apresentam como agentes promissores contra L.
amazonesis e L. infantum, uma vez que foram efetivos para inibir o crescimento de suas

formas promastigotas.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que:

A lectina de Cratylia mollis ndo apresentou efeitos citotoxicos em macrofagos
peritoneais de camundongo Balb/c, ndo afentendo a viabilidade destas células. Cramol
1,4 mostrou-se efetiva em inibir o crescimento e a viabilidade de promastigotas, bem
como em causar reducdo na sobrevivéncia de amastigotas intracelulares de

Leishmania infantum.

Os extratos metanolicos da entrecasca e vagem (EME e EMV) de L. ferrea nao
afetaram a viabilidade de macrofagos peritoneais. O AG induziu efeitos citotdoxicos
em macrofagos peritoneais de camundongo Balb/c a partir da concentracdo de 25
pg/mL. Além disso, EMV foi capaz de preservar a viabilidade em células Vero
submetidas ao estresse oxidativo. EME, EMV e AG foram efetivos para inibir o

crescimento de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum.

Finalmente, a Cramoll 1,4, EME, EMV e AG se apresentam como agentes

promissores contra L. amazonesis e L. infantum.
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