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RESUMO

As leishmanioses afetam mais de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo, com
cerca de 3 milhdes de novos casos a cada ano. As terapias de escolha séo
limitadas, apresentam efeitos toxicos e contribuem para a resisténcia do
parasita. A espécie Platonia insignis Mart. ("bacurizeiro”) demonstra ser uma
alternativa promissora ao tratamento de diversas enfermidades, por ser rica em
compostos ativos com propriedades antitumoral, anti-inflamatoéria, antioxidante,
anticonvulsivante, citotoxica e antileishmania. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a atividade citotoxica, antioxidante, antileishmania e imunomoduladora do
extrato hidroalcoodlico (EHPI), fracdo acetato de etila (FACOEt) e compostos
isolados das flores de P. insignis. Para avaliagdo da citotoxicidade in vitro foram
realizados os ensaios do MTT em macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c, atividade hemolitica em eritrocitos de carneiro e antioxidante in vivo em
leveduras de Saccharomyces cerevisiae. Constatou-se que a GFC foi a
substancia que apresentou o maior potencial citotéxico sobre os macréfagos
murinos, com CCs0=45,20 ug/mL e a FACOEt o menor, com CCs5,=134,28 pg/mL,
enguanto que a MB e o EHPi apresentaram valores de CCsp de 81,77 e 159,68
pg/mL, respectivamente. As amostras ndo apresentaram atividade hemolitica em
nenhuma das concentra¢cdes analisadas. O EHPi e a FACOEt apresentaram
atividade antioxidante independente da concentracdo. Para avaliacdo da
viabilidade celular sobre as formas promastigotas, ultilizou-se o método
colorimétrico da resazurina. A GFC apresentou o maior poder de reducédo da
viabilidade de formas promastigotas (ICs0=45,19 upg/mL) e amastigotas
(IC50=8,48 ug/mL) de L. amazonensis. Para formas promastigotas, a FACOEt, o
EHPI e MB apresentaram ICsode 23,05, 30,80 e 45,71 pg/mL, reespectivamente.
O EHPI (30 ug/mL) e a FACOEt (60 pg/mL) reduziram a infeccdo de macrofagos,
porém ndo foram capazes de reduzir a infectividade quando comparados ao
controle (Anf B). Na avaliacdo dos mecanismos de imunomodulacdo de
macrofagos, o EHPi, a FACOET e a MB promoveram aumento da atividade
lisossomal, enquanto a FACOET, a MB e a GFC foram capazes de promover
aumento da capacidade fagocitica e da producao de nitrito. Portanto, conclui-se
gue a GFC apresenta significativo potencial antileishmania, demonstrado pela
maior seletividade para o parasito. O EHPi, a FACOEt e a MB podem ser
utilizados como uma terapia de suporte a quimioterapia convencional
antileishmania, pois demonstraram ser proponentes imunoestimuladores que
auxiliariam no combate ao parasito.



Palavras-chave: Bacuri, biflavonas, citotoxicidade, GFC, imunomodulagao,
leishmanicida.
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ABSTRACT

Leishmaniasis affect more than 12 million people worldwide, with around 3 million
of new cases each year. The therapies of choice are limited, have toxic effects
and contribute to the resistance of the parasite. The species Platonia insignis
Mart. ("bacurizeiro") has been shown to be a promising alternative to the
treatment of several diseases, since it is rich in active compounds with antitumor,
anti-inflammatory, antioxidant, anticonvulsant, cytotoxic and antileishmania
properties. The aim of the present study was to evaluate the cytotoxic,
antioxidant, antileishmania and immunomodulatory activity of the hydroalcoholic
extract (EHPI), ethyl acetate fraction (FACOEt) and compounds isolated from P.
insignis flowers. In order to evaluate the in vitro cytotoxicity the MTT assays were
performed on peritoneal macrophages from BALB/c mice, the hemolytic activity
on sheep erythrocytes and in vivo antioxidant activity in S. cerevisiae yeasts. GFC
was the substance with the highest cytotoxic potential on murine macrophages,
with CC50=45.20 pg/mL, and FACOEt the lowest, one with CCs,=134.28 ug/mL,
whereas MB and the EHPi presented intermediate CCsy values of 81.77 and
159.68 ug/mL, respectively. The compounds did not present hemolytic activity at
any tested concentrations. EHPi and FACOEt presented antioxidant activity
independent of concentration. The colorimetric method of resazurin was used to
evaluate cell viability on promastigote forms. GFC presented the greatest viability
reduction potential of promastigotes (IC50=45.19 ug/mL) and amastigotes
(1C50=8.48 ug/mL) of L. amazonensis. Against promastigote forms, FACOEt, EHPI
and MB showed ICsp of 23.05, 30.80 and 45.71 pug/mL, repectively. EHPi (30
pMg/mL) and FACOELt (60 ug/mL) statistically decreased infection of macrophages,
but not the infectivity when compared with control (Anf B). Concerning the
evaluation of immunomodulatory mechanisms in macrophages, EHPi, FACOET
and MB, but not GFC, promoted increase of lysosomal activity, while FACOET,
MB and GFC were able to promote increase of phagocytic capacity and nitrite
production. Thus, it was concluded that GFC present a marked antileishmania
potential, demonstrated by a greater selectivity to the parasite, indicating a lower
cytotoxicity for macrophages and erythrocytes. EHPi, FACOEt and MB can be
used as supportive therapy for conventional antileishmania chemotherapy, as
they have demonstrate to be immunostimulatory and might assist in the combat
against parasite.

Keywords: Bacuri, biflavone mixture, cytotoxicity, GFC, immunomodulation,
leishmanicide.
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1 INTRODUCAO

Na maior parte do mundo, a medicina moderna estd bem desenvolvida,
entretanto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que 85% das
pessoas do mundo utilizam plantas medicinais para tratar da saude, sendo que
80% das pessoas dos paises em desenvolvimento dependem da medicina
tradicional para suas necessidades basicas de salde (FREIRE, 2018). Cerca de
25% das prescricbes médicas contém formula¢cdes com principio ativo derivado
de plantas medicinais ou analogos sintéticos destas (GURIB-FAKIN, 2006).

Ao longo dos séculos, o0 homem vem aprendendo a selecionar plantas
medicinais para o alivio e cura de males e doencas. Estas préticas fazem parte
da evolugcdo humana e foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados pelas
civilizagdes, que passaram a dominar o conhecimento e a usa-las de forma mais
segura (FERREIRA; PINTO, 2010). Observou-se que algumas plantas curavam,
matavam ou produziam efeitos colaterais severos (DORTA, 1998). Elas
biossintetizam substéncias quimicas diversas que podem atuar em alvos
farmacoldgicos diferentes (FERREIRA; PINTO, 2010). Em funcdo disso, a
observacdo das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem levado a
pesquisa dos principios ativos de varias espécies vegetais (VEIGA JUNIOR,
2005).

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade, com cinco principais biomas:
floresta amazobnica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga. Portanto,
apresenta-se como uma abundante fonte de espécies naturais com potencial
terapéutico. No entanto, este potencial para a descoberta de plantas como fonte
de novas drogas é pobremente explorado e regulamentado, contrastando com o
gue ocorre em paises como Alemanha, Estados Unidos e Canada (CALIXTO,
2000; RATES, 2001).

Nesse contexto, a espécie Platonia insignis Mart. tem demonstrado ser
uma alternativa promissora ao tratamento de diversas enfermidades.
Popularmente conhecida como "bacuri", "bacuri agu", "parcori', "pakuri",
pertence a familia Clusiaceae, ao género Platonia e € um monotipo (BRAGA,
1976). Tem sua origem no estado do Pard, mas se dispersou para outras cidades
das regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste (CARVALHO, 2008). Popularmente,
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é utilizada no tratamento de diversas doencgas de pele, reumatismos, artrites e
picada de aranhas e cobras (COSTA JUNIOR et al., 2013), e é rica em diversas
substancias ativas com propriedades antileishmania, antitumoral, anti-
inflamatéria, antioxidante, anticonvulsivante, citotdxica, dentre outras
(NASCIMENTO et al., 2014).

Grupos de Pesquisas da Universidade Federal do Piaui tem direcionado
estudos quimico-farmacoldgicos a essa espécie, gerando diversas publicacdes.
Contudo, pesquisas envolvendo suas flores ainda sdo escassas. Em nosso
grupo, ja foram isolados e identificados, a partir do extrato hidroalcodlico das
flores, dois biflavonoides em mistura (moreloflavona e volkensiflavona) e uma
benzofenona poli-isoprenilada, garcinielliptona FC (GFC), a partir da fracéo
hexanica das cascas do caule, o lupeol, e a partir do extrato hexanico das
sementes, o 1,3-diestearil2-oleil-glicerol (TG1). Estes compostos apresentam
elevada relevancia biologica, com potencial para serem exploradas na busca de

novos farmacos para o tratamento de doencas negligenciadas.

As leishmanioses afetam milhdes de pessoas em todo o mundo. Esse
namero vem crescendo, pois, anualmente, surgem cerca de 3 milhdes de novos
casos (CARVALHO et al., 2017). Representam um grupo de doencas
parasitarias causadas por protozoarios do género Leishmania. Os humanos séo
infectados pela picada de flebotomineos, que vivem em areas florestais,
cavernas, tocas de roedores e em areas urbanas. Amplamente distribuida em
todo mundo, afeta 0 homem e os animais, ocorrendo na Asia, Europa, Africa e
Ameéricas, sendo que existem relatos sobre a doenca, no continente americano,
desde a época colonial. (RATH, 2003; WHO, 2013). Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 350 milhdes de pessoas estdo em
areas de contaminacao de leishmaniose. No Brasil, segundo o Ministério da
Saude, foram confirmados 81.730 casos de leishmaniose visceral entre os anos
de 1990 a 2016. A Regido Nordeste se destaca frente as demais regides

brasileiras, sendo responsavel por 66,29% desses casos (MS, 2017).

Historicamente, a quimioterapia das leishmanioses tem sido baseada no
uso dos antimoniais pentavalentes como farmacos de primeira escolha, como o

estilbogluconato de soédio (Pentostan®) e antimoniato de meglumina
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(Glucantine®) (BRENDLE et al., 2002). Os farmacos de segunda escolha como
a Pentamidina e Anfotericina B, s&o importantes na terapia combinada, ou em
casos de tratamento resistente aos antimoniais (SUNDAR et al., 2006; SUNDAR
et al., 2010). No entanto, esses medicamentos necessitam de administracéo
parenteral e o tratamento é longo. Os efeitos secundérios sédo graves, além das
altas taxas de recaida, em especial, nos pacientes imunocomprometidos
(KAYSER et al., 2003; CROFT et al., 2006; BHATTACHARYA et al., 2007;
SANTOS et al., 2008; SUNDAR et al., 2010).

Sendo assim, a procura por novos compostos com acao terapéutica, nos
direciona em busca de conhecimento sobre principios ativos de plantas. Este
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antileishmania, in vitro, do extrato
hidroalcodlico, fracdo acetato de etila e constituintes majoritarios produzidos a
partir de flores de Platonia insignis Mart., assim como investigar seus potenciais

citotoxicos, antioxidantes e imunomoduladores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antioxidante, citotdéxica, antileishmania e
imunomoduladora do extrato hidroalcodlico, fracao acetato de etila e compostos
isolados das flores de Platonia insignis Mart.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial citotoxico do extrato hidroalcodlico, fragéo acetato de etila
e compostos isolados de P. insignis sobre macréfagos peritoneais murinos e
sobre eritrocitos de carneiro;

e Avaliar o potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico, fragdo acetato de
etila e compostos isolados de P. insignis, em ensaio in vivo em leveduras de
Saccharomyces cerevisiae;

e Avaliar a atividade in vitro do extrato hidroalcodlico, fracdo acetato de etila e
compostos isolados de P. insignis sobre formas promastigotas de L.
amazonensis;

e Investigar a acao in vitro do extrato hidroalcodlico, fracdo acetato de etila e
compostos isolados de P. insignis sobre formas amastigotas de L.
amazonensis internalizadas em macrofagos;

e Investigar a atividade lisossomal in vitro de macrofagos pré-tratados com o
extrato hidroalcodlico, fracdo acetato de etila e compostos isolados de P.
insignis;

e Verificar o efeito in vitro do extrato hidroalcodlico, fracdo acetato de etila e
compostos isolados de P. insignis sobre a atividade fagocitica de macréfagos;

e Verificar o efeito in vitro do extrato hidroalcodlico, fracdo acetato de etila e
compostos isolados de P. insignis sobre a sintese de O6xido nitrico por

macrofagos murinos.
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3 REVISAO DE LITERATATURA
3.1 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais para a prevencao, tratamento e cura de
doencas € uma das formas mais antigas de pratica medicinal utilizada pelos
povos. No Brasil, essa pratica se deu inicialmente com os indios e,
posteriormente, foi fortalecida com a contribuicdo de imigrantes vindos das mais
diversas regides do mundo (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Ao longo dos dltimos anos, o interesse dos povos de paises
industrializados por terapias naturais e uso de plantas medicinais e fitoterapicos
tem crescido substancialmente. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), 80% da populacdo mundial, principalmente os de paises em
desenvolvimento, fazem uso de medicamentos derivados de plantas medicinais.
Tudo isto se deve a alguns fatores, como a busca por habitos de vida mais
saudaveis, como alternativa ao uso dos medicamentos tradicionais, umavez que
ndo estdo atingindo os objetivos esperados, além de apresentarem menos
efeitos adversos e colaterais (MARTINS et al., 2003; TANG; HALLIWELL, 2010).

As plantas medicinais se tornam fontes promissoras para a sintese de
uma grande variedade de novos farmacos, em virtude da magnitude da
biodiversidade e da quantidade de compostos quimicos biologicamente ativos
gue apresentam (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; LOVKOVA et al., 2001).
Nesse contexto, diversos estudos com plantas medicinais tém sido direcionados
a atividade antileishmania. Compostos pertencentes aos grupos dos alcaloides,
flavonoides, taninos, esteroides, chalconas, quinonas, triterpenos,
sesquiterpenos, dentre outros, foram relacionados a essa propriedade medicinal
(GIL et al., 2008; SEN, 2011).

Dentre a grande diversidade da flora brasileira, a familia Clusiaceae,
também conhecida como Guttiferae, merece destaque. E de grande interesse
comercial, pois produz frutos comestiveis, madeira nobre e derivados quimicos
importantes para inddstria, inclusive a farmacéutica (FERREIRA et al., 2012). E
composta por plantas tropicais e apresenta cerca de 55 géneros e 1200 espécies

em regides tropicais e subtropicais do mundo (YAMAGUCHI et al., 2014). No
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Brasil, distribui-se em cerca de 18 géneros e 150 espécies, evidenciando-se
Kielmeyera Mart & Zucc (pau-santo), Caraipa Aubl (Camacari), Platonia insignis
Mart. (bacuri), Calophyllum brasiliensi (guanandi) e Rheedia L. (bacupari)
(FERREIRA et al., 2012). Os biflavonoides, as benzofenonas, as xantonas e as
cumarinas sdo as principais classes de compostos encontrados nessa familia.
As plantas os produzem, principalmente, como mecanismo de defesa (ACUNA
et al., 2012).

Dentre as espécies desse género, a Platonia insignis Mart. merece
notoriedade. Trata-se de uma espécie promissora, pois € de uso multiplo:
frutifera, madeireira, produtora de 6leo e medicinal (NASCIMENTO et al., 2007).
Em seus frutos foram identificados diversos compostos como vitaminas C e E,
glutamina, acido glutamico, carboidratos (glicose, frutose e sacarose) e minerais
(Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn, Cu e Mn), nas sementes acidos graxos, oleico
palmitico, éster metilico do acido linoleico, acido erucico, miristico, linoléico,
estearico, palmitoleico, tripalmitina, alcodis graxos como eicosanol, octadecanol
e hidrocarbonetos (LUSTOSA, 2012). Tem crescido substancialmente o nimero
de estudos com a Platonia insignis, como os realizados por COSTA JUNIOR et
al. (2011) e PINHEIRO et al. (2016), que permitiram o isolamento, caracterizacao
dos compostos quimicos de dois biflavondides em mistura (moreloflavona e
volkensiflavona) e a benzofenona poli-isoprenilada garcinielliptona FC (GFC) a
partir do extrato hidroalcodlico das flores de P. insignis. Estes compostos tém

demonstrado ser responsaveis por importantes atividades farmacologica.

Ensaios realizados com as sementes dos frutos demonstraram as
atividades cicatrizante e anti-inflamatéria (SANTOS JUNIOR et al., 2010),
anticonvulsivante (COSTA-JUNIOR et al., 2010), antileishmania (COSTA-
JUNIOR et al., 2012), imunomoduladora (LUSTOSA et al., 2016), antimicrobiana
e anti-inflamatdria (COSTA-JUNIOR et al., 2011), antioxidante, a partir da polpa
dos frutos (RUFINO et al., 2010) e tratamento de eczemas e artrites a partir da
casca do tronco (SHANLEY; MEDINA, 2005).

As benzofenonas poli-isopreniladas raramente ocorrem em outras
familias, que ndo a Clusiaceae, sdo 0s maiores intermediarios na via

biossintética das xantonas (BEERHUES, 1996) e apresentam as propriedades
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antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 1999), leishimanicida (COSTA JUNIOR et al.,
2012) e antioxidante (COSTA JUNIOR et al., 2011). Por sua vez, os biflavondides
sdo compostos polifendlicos, presentes nas plantas vasculares, frequentemente
e abundantemente encontrado nesta familia. As atividades bioldgicas analgésica
(LIN et al., 1997), antibacteriana (GONTIJO et al., 2014), anti-inflamatdria
(OTUKI et al.,, 2011), antioxidante (VERDI et al., 2004) e antiparasitaria
(TUANSULONG, et al., 2011) foram reportadas a morelloflavona, enquanto que
a volkensiflavona foram reportadas as atividades analgésica, antibacteriana e
antitumoral (VERDI et al., 2004).

O bacuri esta presente no Estado do Piaui, sendo amplamente utilizado
na medicina popular. Porém, ha escassez de estudos voltados para essa
espécie, a qual apresenta uma grande variedade de fitoquimicos providos de
atividades biologicas de alta relevancia e que até entdo os estudos nao
demonstraram significante toxicidade. E de grande importancia que novas
pesquisas sejam voltadas a essa planta, visando a andlise do seu potencial
medicinal, ja que estudos prévios demonstraram essa espécie como promissora

no tratamento de doencas.

Figura 1 — Flor (A), fruto (B) e arvore do bacuri (C).

A

Fonte: PINHEIRO, E. E. A. e CERRATINGA.
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3.2 Leishmanioses

3.2.1 Epidemiologia

As doencas tropicais negligenciadas, prevalentes em regides tropicais e
subtropicais, atingem mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo e estéo
presentes em cerca de 149 paises. Afetam, principalmente, populacdes que
vivem em regides mais pobres, onde as condi¢bes de higiene, alimentacao e
saneamento basico sdo mais precérias, e que convivem com vetores infecciosos

e animais domésticos (REIS et al., 2016).

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infectoparasitarias que
podem causar sérios danos fisicos, cognitivos e socioecondmicos a populacao
e que, embora de grande relevancia para a saude publica, ndo recebem a devida
atencao da industria farmacéutica e 6rgaos publicos para o desenvolvimento de
pesquisas que visem a descoberta de novos farmacos (SANTOS et al., 2017).
Atualmente, mais de 20 doencas sao classificadas como DTN (doencas tropicais
negligenciadas) (WHO, 2017). Dentre elas, a leishmaniose é estimada como
sendo a segunda em mortalidade e a quarta em morbidade (ALMEIDA et al.;
2015).

A leishmaniose é um complexo de doencas parasitarias infecciosas,
causada por protozoarios do género Leishmania (KEVRIC et al., 2015). Afeta
mais de 12 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e, estima-se que surgem cerca
de 3 milhdes de novos casos por ano (MITROPOULOS et al.,, 2010). A
transmissdo da doenca se da através da picada do inseto vetor fémea, diptero
flebotomineo, que transmite o parasita ao hospedeiro durante o repasto
sanguineo. A apresentacdo da doenca varia de acordo com o vetor de
transmissdo, a espécie de Leishmania e o estado de saude do individuo. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2017), existem trés formas de
leishmanioses: visceral, cutdnea e mucocutanea. As manifestacdes clinicas
apresentam amplo espectro, podendo variar de infeccbes assintométicas a

desfiguracéo e infeccao sistémica letal (OLIVEIRA et al., 2015).
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A leishmaniose mucocutanea (LM), por exemplo, pode levar a destruicdo
das mucosas do nariz, boca e garganta. Em média, 3 a 5% dos casos
desenvolvem lesdo mucosa. Mais de 90% dos casos ocorrem na Bolivia, Etidpia,
Brasil e Peru (WHO, 2017).

A leishmaniose visceral (LV), popularmente conhecida como calazar,
guando néo tratatada, a mortalidade pode chegar a 100% em dois anos. Os
pacientes acometidos apresentam febres de ocorréncia irregulares, anemia,
perda de peso, esplenomegalia e hepatomegalia. E altamente endémica na india
e na Asia. Em 2015, mais de 90% dos casos reportados ocorreram em sete
paises, dentre eles, o Brasil, onde sao registados cerca de 3.500 casos por ano,
e cuja taxa de letalidade vem crescendo gradualmente, passando de 3,1%, no
ano de 2000, para 7,1% em 2012 (MS, 2014). A regido Nordeste lidera o niumero
de casos confirmados de LV, sendo o estado da Bahia o mais endémico, seguido
do Maranhéo, Ceara e Piaui, onde se deu a primeira grande epidemia urbana do
pais (WHO, 2017; MS, 2014; WERNECK et al., 2008).

A leishmaniose cutanea (LC) € a forma mais comum, causando lesdes
cutaneas e ulcerosas na pele, cujas formas clinicas podem ser classificadas em:
forma cuténea localizada, forma cutanea disseminada, forma recidiva cutis e
forma cutanea difusa. Em média, 95% dos casos ocorrem nas Américas, Bacia
do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Nas Américas s6 n&o ha registros
no Chile e Uruguai. Dois ter¢os dos novos casos ocorrem em seis paises, dentre
eles, o Brasil. Estima-se que surgem de 600.000 a 1 milhdo de novos casos por
ano no mundo e, no Brasil, sdo registrados cerca de 21.000 casos por ano, sendo

mais prevalentes na regido Norte, seguida das regides Nordeste e Centro-Oeste.
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Figura 2. Casos confirmados de leishmaniose cutanea (A) e visceral (B),
respectivamente, nas regides brasileiras, compreendidos nos anos de 2005 a
2015.
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Fonte: Ministério da Saude, 2017.

3.2.2 Agente etiologico e ciclo bioldgico

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo constituidos por mais de
20 espécies de protozoarios pertencentes ao sub-reino Protozoa, filo
Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania (BARDARO; SCHOOLEY, 2008).

Cerca de 30 espécies de flebotomineos sdo capazes de transmitir o
parasita Leishmania, sendo o Lutzomyia longipalpis a principal espécie vetor no
Brasil e cujos principais reservatorios sdo o cdo doméstico (Canis familiaris) e a
raposa do campo (Cerdocyon thous). Apenas 0s mosquitos fémeas transmitem

a doenca, pois realizam o repasto sanguineo para o desenvolvimento dos seus
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ovos. O periodo para o desenvolvimento do parasita no vetor pode variar de 4 a
25 dias (SILVEIRA et al., 2016).

No Brasil, sete espécies de Leishmania estdo associadas a leishmaniose
tegumentar americana: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi,
Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) lindenberg, e Leishmania
(Leishmania) amazonensis (SILVA et al., 2015).

Trata-se de uma doenca metaxénica, cujo ciclo de vida do parasita
apresenta duas etapas principais, sendo uma no hospedeiro invertebrado e a
outra no hospedeiro vertebrado (TORRES et al., 2012).

O flebotomineo, ao realizar repasto sanguineo no mamifero, ingere as
formas infectantes do parasita, forma amastigota, presentes nas células do
sistema fagocitico mononuclear (SFM). No intestino, ocorre lise celular e os
parasitas sao liberados do interior dos macrofagos. A diminuicdo da temperatura
e 0 aumento do pH induzem a mudanca da forma amastigota para promastigota,
fenbmeno denominado de metaciclogénese. O processo se da, em média, em 7
dias, e ocorrem altera¢fes estruturais, morfologicas, bioquimicas (como a perda
do glicolipidio de superficie, o lipofosfoglicano, e, consequentemente, da adeséo

do parasita no intestino do vetor) e genéticas (DIAS, 2014).

O processo da transformacdo morfologica se da4 em algumas etapas.
Inicialmente, a forma amastigota se transforma na forma promastigota prociclica.
Apés 48 a 72 horas, ocorre uma nova diferenciacdo para a forma nectoménada,
gue se transforma na forma leptomdnada. Na porcdo anterior do intestino,
ocorrem novas diferenciacdes para a forma haptomoénada e, posteriormente,
para a forma metaciclica, forma infectante que apresenta grande motilidade, pois

apresenta grande flagelo e corpo celular reduzido. (BVS, 2006; DIAS, 2014).

Uma vez infectada, o inseto fémea, ao realizar novamente o repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado regurgitard e inoculara as formas
infectantes do parasita. A sua saliva apresenta componentes com acoes
anticoagulantes, vasodilatadoras e imunomoduladoras, que provocarao resposta

anti-inflamatéria e migragdo de células de defesas (FONTAINE et al., 2011;
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ABDELADHIM et al., 2014; PETERS et al., 2008). As formas metaciclicas serao,
entdo, fagocitadas pelas células do SFM (neutrdfilos, células dendriticas,

mondcitos e, principalmente, macrofagos).

O fagossoma se fundira ao lisossoma e sera formado o fagolisossoma,
também denominado de vacuolo parasitéforo. Nesta regido, as formas
promastigotas se diferenciagdo em amastigotas e ocorrerao sucessivas divisdes
binarias. A multiplicacdo se da de forma rapida e intensa, o que levard ao
rompimento da membrana celular. Ocorrerd disseminacdo hematogénica e as
formas amastigotas estarédo livres para serem novamente fagocitadas. Esse
processo é continuo e permite que o parasita chegue a outros tecidos ricos em

células do SFM, como linfonodos, baco, figado e medula 6ssea (BVS, 2006).
Figura 3 — Ciclo heteroxénico da infeccao da leishmaniose
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Figura 4 — Formas digenéticas, promastigota (A) e amastigota (B), de Leishmania
(aumento de 1000x).

Fonte: Bezerra, E. A. e ALVES, M. M. A.

3.2.3 Resposta imunoldégica geral na infec¢édo por Leishmania

A funcao imunoldgica pode ser, conceitualmente, dividida em imunidade
inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata € a primeira linha de defesa do
organismo. Ela é ativada na presenca de microrganismos que nao ocorrem na
espécie humana e que apresentam na sua superficie moléculas que interagem
com receptores de reconhecimento de padrdo celular presentes nas células do
SFM. Os macréfagos tém acdo central nesses mecanismos (SOUSA et al.,
2010). ApoOs essa etapa, surge uma resposta tardia, mais especifica e complexa,
denominada de imunidade adquirida, sendo determinante a acéo dos linfocitos.
Quando mediada pelos anticorpos, produzidos pelos linfécitos B, tem-se a
imunidade humoral. Quando mediada pelos linfécitos T, tem-se a imunidade
celular. O modelo animal usando camundongos BALB/c é o que melhor
representa 0s processos imunologicos e as consequéncias da infeccdo por

leishmanias (MORATO, 2006).

Os principais ligantes presentes na superficie da Leishmania que estéo
envolvidos na interacdo com os MA (macrofagos) séo o LPG e a glicoproteina
gp63. Essas moléculas podem se ligar a receptores como CR1 e CRS3, fucose-
manose, toll-like e scavenger. O tipo de receptor envolvido no processo da
fagocitose pelos MA implicard no mecanismo da infeccdo. Caso o parasita
interaja com o receptor manose, ocorrerd a liberagcdo de enzimas hidroliticas.

Caso haja interacdo com os receptores da via do complemento, como o CR1 e
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CR3, ndo haveré inflamacdo e nem processos oxidativos, facilitando, assim, a
viabilidade dos parasitas (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX; 2015; LIEVIN-LE;
LOISEAU, 2016). A LPG pode sofrer variacdes entre as espécies de Leishmania
e ela é capaz de induzir diferentes mecanismos de resposta imunoldgica, além
de conferir protecéao as formas promastigotas da acéo das EROS produzidas no
processo da fagocitose, da acdo da proteina cinase C e da digestdo no interior
do fagolisossomo (AMBROSIO, 2008).

A ativacdo dos MA pode se dar por dois mecanismos distintos, pela via
classica ou pela via alternativa, passando a serem designados de MA M1 e M2
respectivamente. Cada um deles exercera diferentes fun¢des: M1, citotdxico,
tem acdo crucial no combate a patdgenos intracelulares e M2 favorece o
desenvolvimento do agente invasor (MOSSER e EDWARDS, 2008;
GEISSMANN et al., 2010). A via classica € ativada na presenca de IFN-y, TNF,
LPS e TLT, e leva a producdo de mediadores como IL-12, TNF, ROS e NO.
Enquanto que a via alternativa € ativada mediante os estimulos de IL-4 e IL-13,
e leva a producéao de IL-10 e quimiocinas (GORDON, 2003).

As citocinas presentes no meio e a via de ativacdo dos MA exercem um
papel decisivo na apresentacdo de antigenos e na ativacdo dos linfocitos,
podendo resultar no controle ou ndo da infecgdo. As citocinas IL-12 e IFN-y levam
a diferenciacéo dos linfécitos ThO a Thl, que séo produtores de IL-2, IL-12, IFN-
vy e TNF, importantes na ativacdo microbicida dos macrofagos, levando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), como
o NO, compostos responsaveis pela morte intracelular das leishmanias. A
presenca de TGF-B, IL-10, IL-4 polariza a diferenciacdo dos linfocitos ThO em
Th2, sintetizadores de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-(3, favorecendo a infeccéo

com aumento da imunossupressdao (MORATO, 2013).
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Figura 5: Resposta imunologica geral na infec¢do por Leishmania
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Fonte: BEZERRA, E. A.

3.2.4 Terapéutica convencional e alternativas

Em 1920, Bramachari desenvolveu o primeiro composto a base de
antimoénio pentavalente, a ureia estibamina. Em 1936, Schimidt introduziu nas
praticas o gluconato de antimonio (V) sodico, comercialmente conhecido por
Pentosan® e Solustibosan®. Durante a Segunda Guerra Mundial, na Franca, um
novo medicamento surgiu, o antimoniato de N-metil glucamina, conhecido
comercialmente por Glucantime®. Este farmaco é a droga de primeira escolha e
amplamente utilizado até hoje no tratamento da leishmaniose cutanea,

mococutanea e visceral (RATH et al., 2003).

O antimoniato de N-metilglucamina é uma pré-droga que, para exercer
sua acao antileishmania, deve ser convertida de antimonial pentavalente a
antimonial trivalente. Apesar de amplamente utilizado, o tratamento € complexo,
de alto custo e apresenta riscos. A administracdo do farmaco se da por via
intramuscular ou endovenosa, a eficacia depende da adequacéo da dose e esta
relacionada ao surgimento de efeitos colaterais graves como cardiotoxicidade,
hepatoxicidade, nefrotoxicidade e pancreatite. Tem duragcdo média de 20 a 28
dias e requer internagao do paciente. Estes fatores dificultam a adesé&o a terapia

e, em paises em desenvolvimento, o custo elevado do tratamento é um grande
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desafio para as autoridades de saude. O seu mecanismo de agdo ainda nao foi
totalmente esclarecido, porém, sabe-se que vérias enzimas da Leishmania spp.
sdo inibidas e que hé inibicdo da fosfofrutoquinase, com bloqueio da producéo
de adenosina trifosfato (ATP) e da guanosina trifosfato (GTP) (ROATT et al.,
2014; ANVISA, 2015). O uso nao controlado do glucantime e a
Imunossupressao, presente, principalmente, em pacientes co-infectados com
HIV, levou a selecdo de linhagens que tém apresentado mecanismos de
resisténcia a essa droga e aumentado o nimero de pacientes nao responsivos
a terapia (SILVA et al., 2016).

Em 1960, a Anfotericina B foi introduzida no tratamento da leishmaniose
visceral. E um farmaco de segunda escolha, com taxa de cura entre 90 a 95%.
Porém, € uma droga que apresenta algumas desvantagens. A administracéo se
da pela via endovenosa e deve ser lenta, por um periodo de 2 a 6 horas, para
evitar efeitos adversos. Para isso, requer internacdo do paciente, além de
apresentar taxa de nefrotoxicidade superior a 50%. A sua acao se deve aligacéo
aos esteroides, ergosterol e episterol, presentes ha membrana plasmatica do
parasita, alterando a sua permeabilidade e provocando o extravasamento dos
componentes intracelulares (BVS, 2015; ROATT et al., 2014), bem como a
formacdo de poros na membrana do parasita e do hospedeiro, alterando a
permeabilidade aos cétions, levando a lise celular. As formulacdes lipossomais
da anfotericina B foram desenvolvidas como alternativa para a reducdo da
toxicidade. Elas sdo mais seguras e apresentam maior atividade antileishmania
(NAN et al., 2004; KAYSER et al., 2003; GIL et al., 2008). Entretanto, apresentam

elevado custo.

O tratamento atualmente disponivel requer monitoramento clinico e
laboratorial continuo, apresenta efeitos colaterais graves, levando a intolerancia
e, por vezes, a desisténcia do tratamento. Nesse contexto, é imprescindivel a
busca por novos tratamentos que apresentem baixa toxicidade, menor custo e

facil acesso.

Diante do exposto, este trabalho descreve o primeiro estudo das
atividades antileishmania e citotéxica com as flores do bacuri. Tornando-o

altamente relevante, visto que a Platonia apresenta uma diversidade de
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compostos bioativos com potenciais a¢gdes farmacoldgicas, aliado ao interesse
em investigar novas terapias para leishmaniose, doenga prevalente no estado

do Piaui, e cujo tratamento € um problema critico.
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RESUMO

O uso popular e tradicional, embora sejam de extrema importancia, ndo sao
suficientes para garantir o uso seguro e eficaz, a fim de validar eticamente as
plantas medicinais. Porém, é crucial que ensaios toxicologicos sejam realizados
afim de garantir a seguridade do uso, seja da planta medicinal in natura ou do
medicamento sintetizado a partir dela. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo a avaliacdo da citotoxicidade in vitro do EHPi, FACOEt, MB e GFC a
partir das flores de Platonia insignis Mart, espécie usada popularmente no
tratamento de doencas de pele, picadas de aranhas e cobras, reumatismos,
artrites e como agente cicatrizante. Para isso, foram realizados os ensaios de
MTT em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e da atividade
hemolitica em eritrocitos de carneiro. Constatou-se que a GFC foi a substancia
gue apresentou 0 maior potencial citotoxico sobre os macréfagos murinos, com
CCspde 45,20 pg/mL e a FACOEt o menor, com CCso de 159,68 pg/mL, enquanto
gue a MB e o0 EHPi apresentaram valores de CCsg intermediérios, 81,77 e 134,28
Mg/mL respectivamente. Os compostos ndo apresentaram atividade hemolitica
nas concentracdes analisadas (6,25 a 800 ug/mL), bem como o EHPi e a FACOEt
apresentaram atividade antioxidante frente a acdo do agente estressor sobre
leveduras de S. cerevisiae, independentes da concentracdo. Dentre a faixa de
concentracdo analisada, as amostras produzidas a partir das flores do bacuri
apresentaram citotoxicidade, dependente da concentracao, para os macrofagos,
entretanto ndo foram téxicas para os eritrécitos, células responsaveis pelo
transporte de gases no sangue. Estes sao excelentes indicativos de que o bacuri
€ uma planta que apresenta grande potencial para o desenvolvimento de um
farmaco seguro e eficaz e que seus compostos podem atuar como
biomoduladores da resposta imune. Porém, faz-se necessario a realizacdo de
estudos in vivo para obtencéo de resultados mais aprofundados.

Palavras-chave: Platonia insignis, extrato hidroalcodlico, fracéo acetato de etila,
GFC, mistura de biflavonas, citotoxicidade
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1 INTRODUCAO

O uso popular e tradicional, embora sejam de extrema importancia, néo
sdo suficientes para garantir o uso seguro e eficaz e validar eticamente as
plantas medicinais. O desenvolvimento de ensaios toxicolégicos € crucial para
garantir a seguridade do uso, seja da planta medicinal in natura ou do
medicamento sintetizado a partir dela (DICSON et al., 2015).

Diversos ensaios toxicoldgicos, como MTT e atividade hemolitica, sédo
bastante Uteis na avaliagdo da citotoxicidade de um farmaco e representam um
modelo preliminar de toxicidade. Eles auxiliam na determinagdo da dose e do
perfil de seguranca de uma droga. O MTT € um ensaio utilizado como
instrumento de avaliagdo da viabilidade celular. Ele permite analisar se um dado
composto é capaz de induzir dano ao metabolismo celular dos glicidios por meio
da avaliacdo da atividade das desidrogenases mitocondriais. (OLIVEIRA, 2012).
Enquanto que o ensaio de atividade hemolitica avalia o potencial que uma droga
tem em promover dano "a membrana plasmatica dos glébulos vermelhos, seja
pela formacéo de poros ha membrana ou pela lise celular total. (LUSTOSA et al.,
2016).

E interessante que sejam avaliados os potenciais antioxidantes de
compostos naturais, uma vez que eles podem atuar como biomoduladores do
sistema imunoldgico, ativando mecanismos de defesa do hospedeiro, ativando
células fagociticas e auxiliando no combate aos agentes infecciosos (AJITH et
al.,, 2017). Além disso, é de conhecimento que os radicais livres estdo
relacionados ao desenvolvimento de diversas doencas, dentre elas, Alzheimer,
Parkinson, convulsdes e que compostos antioxidantes que ativem enzimas como
Sod e Cat atuam no combate aos oxidantes, prolongando a qualidade e
expectativa de vida (REUTER ET AL., 2010; TOME ET AL., 2010).

Os compostos fendlicos sdo os principais representantes antioxidantes
produzidos pelas plantas medicinais (COSTA-JUNIOR et al., 2012). Os
antioxidantes apresentam grande aplicabilidade, seja na industria de alimentos
(evita a ocorréncia de rea¢fes quimicas indesejaveis, aumentando a qualidade
e tempo de vida util) (BASANTA et al., 2016), de cosméticos (protecdo UV, anti-
aging, restauracao da homeostase da pele prevenindo a formacédo de eritemas

e reacdes inflamatodrias) (MANSUR et al., 2016) e de medicamentos (anti-aging,
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prevencao de doencas infecciosas, cardiovasculares, neurodegenerativas e
canceres) (BECKER et al., 2014).

E importante que esses mecanismos sejam bem elucidados previamente
para que estudos subsequentes sejam realizados. Eles sdo fundamentais na
triagem de novos compostos que venham a ser possiveis alternativas ao

tratamento da leishmaniose.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Substancias utilizadas

Anticoagulante EDTA, solucdo tampdo PBS, &gua ultrafiltrada e
deionizada, dimetilsulfoxido (DMSO 99%), adquirido da Merck Chemical
Company (Alemanha), meio RPMI, soro fetal bovino (SFB), 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il) 2,5-difeniltetrazélico bromo (MTT), Azul de Alamar (Resazurina®),
antibidticos Penicilina e Esteptomicina, adquiridos da Sigma Chemical (Sigma-
Aldrich, EUA). As amostras-teste foram diluidas em DMSO a uma concentragéo

de 80 mg/mL, para a realizacao dos experimentos.

2.2 Células

Os macroéfagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c (machos e fémeas, com idade entre 4 e 6 semanas) mantidos no biotério
setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Piaui. Administrou-se 1,5 mL de
tioglicolato via intraperitoneal, para inducéo do processo inflamatoério. Apés 72 h,
os animais foram eutanasiados e mantidos em alcool a 70%, para
descontaminacédo e, posteriormente, na capela de fluxo laminar, foram fixados
em placa de cortica na posicao de decubito dorsal. Administrou-se 8 mL de salina
tamponada com fosfato (PBS — NaCl 145 mM, Na,HPO,4 9 mM, Na,HPO, 1 mM,
pH 7,4), com auxilio de seringa estéril em suas cavidades abdominais. Em
seguida, foi realizada massagem suave na regido abdominal e aspirado o PBS
com macrofagos. O material obtido foi transferido para um tubo Falcon,
centrifugado a 1000 rpm, durante 10 min, a 4 °C. Posteriormente, realizou-se a
contagem das células coradas com azul de Trypan (Sigma, EUA) em camara de

Neubauer, para averiguacao da viabilidade celular.

Amostra de sangue de carneiro (9 meses de idade), foi coletada no Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (CCA/UFPI), localizado
em Teresina, PIl, Brasil. Todos os protocolos realizados tiveram aprovagao do

Comité de Etica em Pesquisa Animal, parecer N° 321/17.



39

As linhagens de S. cerevisiae (SodWT, Sod1A, Sod2A, Sod1ASod2A,
Cat1A, Sod1ACat1A), proficientes e deficientes em superdxido dismutase (Sod)
e catalase (Cat), foram cedidas pela Prof. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo
Cavalcante, do Laboratério de Pesquisa em Geneética Toxicologica da

Universidade Federal do Piaui (Quadro 1).

Quadro 1: Descricao das linhagens de S. cerevisiae proficientes e deficientes em
sod e cat.

LINHAGENS GENOTIPO ORIGEM
EG103 (SodWT) MATa leu2-3,112 hist 3 A 1,
trp1-289 ura3-52
EG118 (Sod1a) EG103 except Sod1::URA3
EG110 (Sod2a) EG103 except Sod2::TRP1 Edith Gralla E, Los Angeles

EG133 (Sod1ASod2A) EG103 except Sodl:URA3

Sod2::TRP1

EG223 (Catla) 103 except Catl::TRP1

EG (SodlACatlA) EG103 except Sodl::URA3
Catl:TRP1

2.3 Obtencao do extrato, fragcdo e compostos isolados das flores de P. Insignis

As amostras utilizadas para a realizacdo dos ensaios biolégicos, extrato
hidroalcodlico (EHPI), fracdo acetato de etila (FACOEt), mistura de biflavonoides
(MB) e a GFC foram obtidas de acordo com PINHEIRO, 2016.

As flores de Platonia insignis Mart. foram coletadas no municipio de
Parnarama, no estado do Maranhao, em agosto de 2014. A exsicata encontra-
se depositada no Herbério Graziella Barroso, da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), sob o numero ICN TEPB 27174.

As pétalas das flores frescas da P. insignis foram trituradas em moinho de

facas, resultando em uma massa de 576,2 g. 300 g desse material permaneceu
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em maceracao, numa mistura de solvente EtOH/H,O, na proporc¢éo de 7:3 (m/v),
na razéo de 1:5 de material vegetal/solvente (m/v) a temperatura ambiente, por
9 dias. ApoOs rotaevaporacao, para extracao do solvente volatil, e liofilizac&o, para
retirada do volume residual de agua, foram obtidos uma massa de 28,2 g de
extrato hidroalcodlico seco, resultando em um n (rendimento) = 9,4%. 14,38 g do
EHPI foram resuspensos em MeOH/ H,O 9:1 (v/v) e submetido a uma particao
liquido-liquido com solventes em ordem crescente de polaridade. Das fracdes
adquiridas, a fracao acetato de etila, FACOEt, foi obtida com massa de 3,82 g e
n=26,56%.

A partir da espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray no
modo negativo acoplado a espectrometro de massas (hibrido ion trap) (ESI-IT-
MS) no modo scan, uma mistura de biflavonoides, a morelloflavona e a
volkensiflavona, e um acilfloroglucinol policiclico poliprenilado, a garcinialiptona

FC, destacaram-se como majoritarios no extrato hidroalcodlico.

Para a identificacdo dos constituintes presentes na fracdo FACOEt, foi
realizada cromatografia em coluna seca de silica, obtendo-se uma subfracao,
eluida com MeOH/H,O 1: 1 (v/v), apresentando-se na forma de um soélido
amarelo amorfo. E, apos analise em ESI-MS, no modo de ionizacao negativo e
da realizacdo de RMN, foram evidenciados os compostos morelloflavona, de
forma molecular C3oH19011, majoritaria e, a volkensiflavona, cuja forma molecular
€ C30H19010.
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Figura 6: Estruturas dos constituintes quimicos identificados no extrato
hidroalcodlico das flores de P. insignis por ESI-IT-MS
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2.4 Determinacao da Citotoxicidade

2.4.1 Citotoxicidade sobre macréfagos e indice de seletividade (IS)

Para a determinacdo da citotoxicidade das amostras-teste sobre os
macroéfagos, foi realizado o ensaio do MTT. Em uma placa de 96 pogos, 2x10°
macroéfagos, por pocgo, foram incubados juntamente com 100 yL de meio RPMI
(suplementado com 10% de SFB e 10.0000 Ul de penicilina e 1.000 Ul de
estreptomicina) em estufa a 37°C e 5% de CO, por 4 horas, para adeséao celular.

Apds esse tempo, retirou-se 0 sobrenadante, para remocéao das células que ndo
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aderiram. Em uma placa espelho, foram realizadas oito diluicbes seriadas (6,25
a 800 pg/uL) das amostras (EHPi, FAcCEt, IF e GFC) em meio RPMI
suplementado. Posteriormente, o conteudo de cada poco da placa espelho foi
transferido para o poco correspondente da placa que continha os macrofagos
aderidos, e incubados a 37°C e 5% de CO,, por 48 h. Quatro horas antes, 10 yL
de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazolium brometo), diluido em 100
ML de RPMI, a 5 mg/mL, foi adicionado por pogo, incubou-se, novamente, a placa
por 4 h a 37°C e 5% de CO,. Decorrido o periodo de incubacgéo, descartou-se o
sobrenadante, adicionou-se 100 pyL de DMSO, para dissolucao dos cristais de
formazan formados, e agitou-se a placa, em agitador de placas Kleine por 30
min. Para determinacgé&o da citotoxicidade em macrofagos, a placa foi lida em em
leitor de placas Biotek (EIx800) em absorbancia de 550 nm. Foi utilizado como
controle 0,5% de DMSO. O indice de seletividade de cada amostra foi calculado
dividindo a concentracdo citotoxica média (CCsp) pela concentracao inibitoria
média (Clsg) (CARNEIRO et al., 2012).

2.4.2 Citotoxicidade sobre eritrécitos de carneiro

Para avaliacdo da atividade hemolitica das amostras-teste, foram
utilizados os eritrocitos de carneiro, de acordo com ALVES et al. (2017). A coleta
do sangue foi realizada a partir da puncéo da veia jugular do carneiro, e o sangue
foi transferido para tubo com EDTA. Posteriormente, as hemacias foram diluidas
em 80 uL de PBS, para ajuste de concentracao a 5% de hematdcrito. Logo apos,
as substancias (EHPi, FAcCOEt, MB e GFC) foram adicionadas em concentracdes
seriadas (6,25 a 800 ug/pL), diluidas em 20 uL de PBS. As amostras foram
incubadas por 1 h a 37 °C e, apds esse tempo, foi adicionado 200 yL de PBS,
para interrupcdo da reacao. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
1500 rpm, por 10 min a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para
uma placa de 96 pocos e foi realizada a leitura da placa, em absorbancia de 550
nm, por meio do leitor de placas Biotek (EIx800). A presenca de 100% de
hemolise (controle positivo) e a auséncia de hemdlise (controle negativo) foram
determinadas pela substituicdo das amostras testadas por igual volume de agua

ultrafiltrada e deionizada e PBS, respectivamente. O percentual de hemolise
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obtido foi determinado em comparacdo com o controle positivo, 100% de

hemolise.

2.5 Ensaio antioxidante in vivo em levedura Saccharomyces cerevisiae

Para avaliagdo do potencial antioxidante, a nivel celular, foi realizado o
ensaio segundo via do metabolismo aerébico descrito por FRAGOSO et al.
(2008). As linhagens de S. cerevisiae (Sodwt, Sod1A, Sod2A, Sod1ASod2A,
Cat1A, Sod1ACat1A), proficientes e deficientes em Superéxido dismutade (Sod)
e Catalase (Cat), previamente cultivadas, foram semeadas linearmente em
placas de Petri de 90 x 15 mm de diametro com swab em meio YEPD solido (2%
de glicose, 2% de de peptona e 1% de extrato de levedura, todos E. Merck). As
linhagens foram expostas a diferentes concentragdes de extrato hidroalcodlico
(6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400 ug/uL) e fracdo AcOEt (6,25, 12,5, 25, 50
Mo/uL) para avaliacdo de quatro condicbes distintas: atividade oxidante
(tratamento), atividade antioxidante (co-tratamento), atividade protetiva ao dano
oxidativo (pré-tratamento) e atividade de reversdo ao dano oxidativo causado a
célula (pos-tratamento). Para o tratamento, aplicou-se 0,01 mL da amostra em
disco de papel filtro estéril no centro da placa, para o co-tratamento, aplicou-se
0,005 mL da amostra conjuntamente a 0,005 mL do agente estressor peroxido
de hidrogénio, para o pré-tratamento aplicou-se a 0,005 mL da amostra e, apos
2 horas, 0,005 mL do agente estressor H,O, e para o pds-tratamento, aplicou-se
0,005 mL do agente estressor H,O, e, apds 2 horas, 0,005 mL da amostra.
Posteriormente, as placas foram invertidas em 180° e incubadas a 30 °C por 48h
em estufa. O halo de inibicdo do crescimento foi determinado em milimetros
(mm), com o auxilio de um paquimetro, contado a partir da margem do disco do
papel filtro ao inicio do crescimento celular. Os valores podem variar de 0 mm
(crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento). Todos 0s ensaios

foram realizados em duplicata.
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2.6 Andlise estatistica

A concentracao citotoxica meédia (CCsp) com limite de confianca de 95%,
foi calculada utilizando regressdo de probitos do programa SPSS 13,0. As
andlises de variancia foram realizadas por ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni, por meio do programa GraphPad Prism verséo 5.0, tomando-se o
valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia estatistica. Para o ensaio
antioxidante, os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e as
andlises de variancia foram determinadas pela ANOVA seguida pelo teste de

Tukey, do programa GraphPad Prism verséo 6.0.
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3 RESULTADOS

3.1 Citotoxicidade sobre macréfagos

Para avaliacdo do efeito citotoxico das amostras teste sobre macréfagos
murinos, foi realizado o ensaio do MTT. A citotoxicidade foi observada para todas
as amostras, e observou-se que é dependente da concentracdo, ou seja, na
medida em que as concentracdes das substancias aumentam, ha aumento do
efeito citotéxico (FIGURA 7). O EHPi apresentou reducao significativa na
viabilidade dos macréfagos na menor concentragao testada, de 6,25 ug/mL, e
apresentou CCsp de 81,77 pg/mL. A FACOEt demonstrou citotoxicidade
significativa a partir da concentragao de 50 ug/mL, e uma CCsp de 159,68 ug/mL.
A MB e a GFC apresentaram reducao significativa na viabilidade dos macréfagos
a partir da concentragado de 25 pg/mL, com CCsy de 134,28 e 45,20 ug/mL,
respectivamente. A GFC foi o0 composto que apresentou o maior indice de
seletividade (39,01), seguida do EHPi (13,44), FACOEt (9,81) e MB (3,49). Este
indice representa o quanto a amostra € mais toxica para as formas amastigotas

do que para os macrofagos murinos.
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FIGURA 7: Avaliacao da citotoxicidade do EHPI (A), FAcOEt (B), MB (C) e GFC
(D) sobre os macréfagos pelo teste do MTT.
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3.2 Citotoxicidade sobre eritrocitos de carneiro

Na avaliacdo do efeito citotoxico das amostras teste sobre eritrécitos de
carneiro, foi observada citotoxicidade para todas elas. Houve reducdo na
viabilidade celular para o EHPI (6,25 a 800 pg/mL), FACOEt (25 a 800 ug/mL),
MB (800 pg/mL) e GFC (800 pg/mL). A maior reducéo foi observada para a GFC,
20,42% a 800 pg/mL. Porém, nao foi possivel calcular a CHso para nenhuma das

amostras nas concentracdes analisadas.
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Figura 8: Avalicao da citotoxicidade do EHPi (A), FACOEt (B), MB (C) e GFC
(D) sobre eritrocitos de carneiro.
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3.3 Ensaio antioxidante in vivo em levedura Saccharomyces cerevisiae

No presente estudo, as amostras apresentam atividade antioxidante em
todas as concentragcdes analisadas, podendo-se observar aumento da
viabilidade celular e consequente diminuicdo da inibicdo do crescimento no pré-
tratamento, co-tratamento e pés-tratamento, quando comparados aos efeitos
oxidativos causados pelo agente estressor, H,0,.

Na condicdo tratamento, em que apenas a amostra é aplicada no disco

de papel filtro, ndo houve inibicAo do crescimento em nenhuma das
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concentragOes analisadas das amostras. Sugerindo, entdo, que as amostras nao
apresentam atividade oxidante.

No pré-tratamento, o EHPi foi capaz de auxiliar na prevencdo ao dano
oxidativo do peroxido de hidrogénio em todas as concentra¢cfes, aumentando a
viabilidade celular de todas as linhagens. Em concentracdes superiores (100 a
400 pg/mL), observa-se maior capacidade protetora. A FACOEt também
apresentou atividade antioxidante em todas as concentragfes analisadas, nao
apresentando diferenca significativa entre as concentragcdes analisadas da
FACOEt (6,25 a 50 pg/mL). As linhagens Cat1A (12,5 pg/mL) e a Sod1A (50
ng/mL) do EHPi exibiu diferenca significativa da SodWT, sugerindo que a
auséncia da catalase citosolica e da superoxido dismutase citosolica podem ter
contribuido para essa diferenca (Tabelas 2 e 5).

Para o co-tratamento, onde as amostras séo adicionadas conjuntamente
ao peroéxido de hidrogénio, observou-se que o EHPi e a FACOEt exerceram acéo
antioxidante em todas as concentra¢cfes analisadas, ndo sendo observada
diferenca significativa entre as concentracfes analisadas da FACOEt. Porém,
observa-se diferenca significativa entre a SodWT (6,25 e 25 ug/mL) com a Cat1A
do EHPi e SodWT (25 e 50 ug/mL) com a Sod1A e a Catl da FACOEt, sugerindo
gue a catalase e a superoxido dismutase citosolica sdo enzimas importantes no
processo antioxidante da FACOEt e a catalase citosolica para o EHPI, para essas
concentracdes (Tabelas 3 e 6).

Na condicdo do poés-tratamento, observou-se que as amostras foram
capazes de auxiliar na reverséo do dano oxidativo causado pelo agente estressor
em todas as concentracdes analisadas, com reducédo da inibicdo do crescimento
das linhagens de S. cerevisiae. Assim como para 0s demais testes, nao foi
observado diferenca significativa entre as concentracfes analisadas da FAcOEt,
indicando que a menor concentracéo analisada (6,25 pg/mL) ja exerce efeito tdo
significativo quanto a maior (50 pg/mL). As maiores concentracdes analisadas
do EHPI (100 a 400 pg/mL) apresentaram o maior potencial antioxidante, ndo
sendo observada diferenca significativa entre essas trés concentracdes. No
entanto, observou-se diferencga significativa entre a SodWT (6,25, 25 e 50 pg/mL)
e a Cat1A do EHPi e a SodWT (50 pg/mL) com a Cat1A da FAcCOEt (50),
sugerindo que a catalase citosélica € uma enzima importante na reversao aos

danos causados pelo H,0,. (Tabelas 4 e 7).
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Quadro 2. Avaliagao da prevencao do EHPI frente ao dano oxidativo causado
pelo agente estressor as linhagens de S. cerevisiae comparados ao H,O; e a
SodWT.

Pré-tratamento

Linhagens

Grupo (ug/mL) - —goqwT Sod1a Sod2a Sod1A Sod2A _ Catla Sod1ACatlA
H202 285+1.44 30.25+0.85 32.00 £ 0.40 33.00+1.22 30.50 + 0.64 33.25+0.63
Salina 1.50+0.29 1.00 £0.82 1.50+0.29 1.50+0.29 1.50+0.28 1.50+0.29
6,25 + H202 6.25 + 1.442 7.00 £ 0.912 4.00 £0.82a 2.00 + 1.082 6.25 + 0.632 4.25 +0.952
12,5 + H202 3.25+1.312 5.75 + 1.252 4.00 £ 1.962 6.00 + 1.082 9.00 + 0.582 3.25+0.752
25 + H202 4.00 +1.082 5.00 + 0.582 1.50 £ 1.502 5.50 + 1.682 4.75 + 2.502 525+1.112
50 + H202 2.68 +0.752 7.91 +0.752 2.56 + 0.572 2.34 + 0.532 4.94 +£0.832 3.94+1.782
100 + H202 2.75 +0.252 2.00 £ 0.412 2.75 + 0.252 2.50 + 0.502 1.75+0.252 2.00 + 0.002
200 + H202 3.50 +0.292 2.00 £ 0.412 1.75+0.252 1.75+0.252 2.00 + 0.582 1.75+0.482
400 + H20; 0.87 £ 0.432 0.62 +0.24% 0.87 +0.242 1.25+0.48° 0.87 +0.242 1.12+0.43

a. diferenca estatisticamente significativa ao agente estressor (H2Oy); b:
diferenca estisticamente significativa a SodWT.

Quadro 3. Efeito antioxidante do EHPi em linhagens de S. cerevisiae
comparados ao H,O, e a SodWT.

Co-tratamento

Linhagens

Grupo

SodWT Sod1A Sod2A Sod1A Sod2A Cat1A Sod1ACat1A
H20, 285+ 1.44 30.25+0.85 32.00 + 0.40 33.00 +1.22 30.50 +0.64 33.25+0.63
Salina 1.50+0.29 1.00 +0.82 1.50 +0.29 1.50 +0.29 1.50 £ 0.28 1.50 £ 0.29
H20. + 6,25 2.25+1.112 4.00 +0.822 1.50 £ 0.872 3.00£0.712 7.25+0.63% 3.75+0.752
H202+ 12,5 5.00 £ 0.912 3.00 £0.702 2.75+1.892 2.75 +1.552 7.50+1.712 450 +1.322
H202 + 25 5.00 £ 0.712 7.25+1.932 7.50 £ 0.962 7.50 +1.852 11.00 +1.352 6.00 + 1.222
H202 + 50 6.50 + 1.852 9.00 £ 0.702 9.75 +1.802 8.25+1.752 12.25 +£2.292 7.50 £ 0.502
H202+ 100 5.79 £1.672 4.40 +0.532 4.52 +0.422 3.14 £ 0.432 2.85+0.612 3.35+£0.812
H202 + 200 2.02£0.142 2.85+0.482 1.85 +0.612 2.80 +0.602 2.32+£0.762 2.27+£0.272
H202 + 400 3.25+0.842 2.17+0.712 1.72 £ 0.412 3.02 £ 0.452 2.72+0.62 2.37 £+0.572

a: diferenca estatisticamente significativa ao H»O5; b: diferenca estatisticamente
com SodWT.
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Quadro 4. Avaliagéo da reparacéo do dano oxidativo do EHPi em linhagens de
S. cerevisiae comparados ao H,O, e a SodWT.

Pés-tratamento

Linhagens

Grupo (ug/mL)

SodWT Sod1A Sod2A Sod1A Sod2A Cat1A Sod1ACat1A
H202 285+1.44 30.25+0.85 32.00 +£0.40 33.00 +1.22 30.50 + 0.64 33.25+0.63
Salina 1.50 £0.29 1.00 +0.82 1.50 +0.29 1.50 +0.29 1.50 +0.28 1.50 £ 0.29
H202+ 6,25 225+1.11a 4.00 +0.822 2.00£0.712 3.00 £0,712 7.25+0.63% 225+1.112
H202+ 12,5 4.75 +0.852 3.00 £0.702 2.75+1.032 2.75 £ 1.552 7.50 +£1.702 5.50 £ 1.202
H202+ 25 4.50 +0.292 5.00 £0.712 6.25 + 1.652 7.50 +1.852 11.00 + 1.352 5.25 +0.952
H202+ 50 5.50 £ 0.292 5.00 £ 1.962 7.12 £0.512 7.87 £1.122 13.25 + 0.852 6.50 + 1.852
H202+ 100 0.50 £ 0.292 0.12 £ 0.122 0.87 £0.242 1.00 + 0.542 0.75 +£0.252 1.00 £ 0.542
H202+ 200 0.50 £ 0.202 0.50 £ 0.202 0.50 £ 1.122 0.87 £0.312 0.87 £0.372 0.87 £0.312
H202+ 400 0.75 £ 0.142 0.50 £ 0.352 0.50 £ 0.622 1.00 £ 0.202 0.87 £0.122 1.00 £ 0.202

a: diferenca estatisticamente significativa ao H,O,; b: diferenca estatisticamente
com SodWT.

Quadro 5. Efeito antioxidante da FACOEt quando administrado duas horas antes
do agente estressor em linhagens de S. cerevisiae comparados ao CN.

Pré-tratamento

Linhagens
Grupo
SodWT Sod1A Sod2A Sod1A Cat1A Sod1ACat1A
(ng/mL)
Sod2A
H202 2850+ 1.44 30.25+0.85 32.00 £ 0.40 33.00 +1.22 30.50 + 0.64 33.25+0.63
Salina 1.50 £ 0.29 1.00 +0.82 1.50 +0.29 1.50 £ 0.29 1.50 £ 0.28 1.50 £0.29
6,25 + H202 425+ 1.11a 2.50 £0.292 1.25+0.48? 1.25+0.48? 6.50 + 1.552 4.50 +0.292
12,5 + H202 4.25 +1.502 3.75+1.312 1.75+1.032 2.75+0.852 6.00 + 1.082 3.00 + 1.22a
25 + H202 450+ 1.322 425+ 1.11a 3.50 +£1.322 2.75+1.702 2.00 +1.682 4.50 +0.872
50 + H20: 2.75+1.892 1.75+1.18 1.25+0.632 1.75+0.752 3.75+0.952 4.50 + 0.292

a: diferenca estatisticamente significativa ao H,O,; b: diferenca estatisticamente
com SodWT.
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Quadro 6. Avaliagdo da acdo antioxidante da FAcCOEt quando administrado
conjuntamente ao H,O, em linhagens de S. cerevisiae frente ao H,O,e a SodWT.

Co-tratamento

Linhagens
Grupo
SodWT Sod1A Sod2A Sod1A Cat1A Sod1ACat1A
(ng/mL)
Sod2A
H202 285+1.44 30.25 +0.85 32.00 £ 0.40 33.00 +1.22 30.50 + 0.64 33.25+0.63
H20. + Salina 1.50+0.29 1.00+0.82 1.50 +0.29 1.50 +0.29 1.50 £ 0.28 1.50 £ 0.29
H202+ 6,25 0.85+0.112 4.40 + 0.862 1.86 + 0.892 1.18 + 0.862 7.49 +2.082 0.66 + 0.272
H202+ 12,5 0.64 + 0.262 2.84 +0.992 1.26 +0.802 1.95 + 0.502 4.96 +1.112 0.87 £ 0.412
H202+ 25 1.26 £ 0.52a 10.12 + 1.282 2.02 +0.502 1.26 + 0.302 10.46 + 0.78% 0.44 + 0.442
H202 + 50 3.38+1.182 9.51 + 0.84a 3.61+1.192 3.27 +1.162 11.17 +1.35% 1.21 +0.82a

a: diferenca estatisticamente significativa ao H,O;; b: diferenca estatisticamente

significativa a SodWT.

Quadro 7. Avaliacdo da acédo da FAcOEt frente ao H,O, em linhagens de S.

cerevisiae comparados ao H,O, e a SodWT.

Pés-tratamento

Linhagens
Grupo
SodWT Sod1A Sod2A Sod1A Cat1A Sod1ACat1A
(ng/mL)
Sod2A
H202 285+1.44 30.25+0.85 32.00 £ 0.40 33.00 +1.22 30.50 + 0.64 33.25+0.63
H202 + Salina 1.50+0.29 1.00 £ 0.82 1.50 £ 0.29 1.50 £ 0.29 1.50 £ 0.28 1.50 £0.29
H202+ 6,25 4.25 +1.892 4.25 +0.752 0.50 + 0.502 0.50 + 0.502 5.75 + 1.44a 0.00 = 0.002
H202+ 12,5 4.00 + 1.472 3.50 £ 0.87a 0.75 + 0.482 0.75+0.752 5.75+2.32a 1.50 + 0.952
H202+ 25 4.75+1.312 5.25+2.14a 4.50 + 1.262 3.25+1.102 3.75+1.312 1.75+1.03a
H202 + 50 2.50 £0.872 5.00 £ 2.612 1.00 £ 0.702 2.25+2.252 8.50 + 0.872b 4.50 + 2.632

a: diferenca estatisticamente significativa ao H,O,; b: diferenca estatisticamente

com SodWT.
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4 DISCUSSAO

Os ensaios toxicoldgicos in vitro, como atividade hemolitica e MTT, sao
testes preliminares bastante Uteis na avaliacdo da citotoxicidade de compostos
e definicho da concentragcdo a ser usada em fases posteriores no
desenvolvimento de drogas (LUSTOSA et al.,, 2016). Diante dos ensaios
realizados, a GFC foi a substancia que apresentou o maior potencial citotoxico
sobre os macrofagos murinos, com CCs de 45,199 ug/mL e a FACOEt o menor,
com CCsp de 134,280 pg/mL, enquanto que a MB e o EHPi apresentaram valores
de CCs intermediérios. Por sua vez, ndo foi possivel determinar a CHso para as
amostras nas concentracbfes analisadas, estando, possivelmente, em

concentracdes bastante superiores a 800 ug/mL.

Ensaios de citotoxicidade com o extrato hexanico das sementes dos frutos
do bacuri apresentaram resultados semelhantes, com CCs, de 90.03 pg/ml para
macrofagos murinos, com intervalo de confianca entre 70,72 e 114,6 pug/ml e 3%
de hemdlise em eritrocitos humanos, na concentracdo de 400 pg/ml (LUSTOSA
et al., 2016). Segundo SILVA et al. (2015), o ensaio de MTT realizado com
células Vero nao demonstrou citotoxicidade para GFC nas concentractes
testadas de 0,78 a 50 pM. Entretanto, PRADO et al. (2016) demonstrou que a
GFC reduz a viabilidade das células HepG2 (linhagem celular de carcinoma
hepéatico humano) abaixo de 20% quando utilizada em concentracdes acima de
30 pg/ml e COSTA-JUNIOR et al. (2012), ao analisar a citotoxicidade da GFC na
concentracdo de 25 pg/ml em duas linhagens de células tumorais, Hep-2
(linhagem celular de carcinoma da laringe humana), NCI-H-292 (linhagem celular
de carcinoma mucoepiderméide humano), avaliou que houve reducdo da
viabilidade celular em 77,8+6,9% e 88,2+0,7%, respectivamente. Estes dados
confirmam os resultados do presente estudo, demonstrando que, em
determinadas concentracdes, a GFC apresenta citotoxicidade para algumas

linhagens celulares.

Trabalhos anteriores tém demonstrado que as benzofenonas poli-
isopreniladas e os biflavondides, morelloflavona e volkensiflavona, isolados da
Familia Clusiaceae, apresentam elevado potencial farmacolégico. Efeito

citotoxico in vitro e in vivo para células cancerigenas humanas, como as células
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leucémicas (HL-60) e as células de carcinomas oral (KB), tém sido reportado as
benzofenonas poli-isopreniladas (KUMAR et al., 2013 e PRADO et al., 2016).

A investigacdo do potencial antioxidante de compostos naturais é outro
parametro importante a ser analisado. Por meio de estudos in vivo, como 0
modelo experimental de S. cerevisiae, pode-se avaliar o efeito antioxidante sobre
a viabilidade celular. Os danos oxidativos as moléculas organicas séao
semelhantes em todos os niveis de organizacao celular. As leveduras de S.
cerevisiae apresentam mecanismos de defesa antioxidantes analogos aos dos
organismos superiores, além de constituirem modelo experimental rapido,
sensivel, econémico e reprodutivel (OLIVEIRA, 2015; SOARES et al., 2004).

Compostos antioxidantes podem exercer sua agao por meio da
eliminacao direta de espécies reativas, por inibicdo da geracéo dessas espécies,
como também por meio da ativacdo de mecanismos que regulam a expressao
de genes codificadores, aumentando a expressdo de enzimas, como a
superoxido dismutase e catalase (COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001).

Em seres eucaridticos podem ser encontrados diversas enzimas
antioxidantes. Dentre elas, dois tipos de Sod (superoxido dismutase), a CuZnSod
(citoplasmatica) e a MnSod (mitocondrial), que atuam na remocédo do radical
superoxido (Oy) e a Cat (catalase), que atua na desintoxicacdo, pela conversao
do H,O, em agua e oxigénio molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos no Reino Plantae. Dentre esses compostos, destacam-se 0s
flavonoides com elevado potencial antioxidante em funcdo da sua estrutura
guimica, sequestrando radicais livres e prevenindo processos oxidativos
(ROCHA et al.,, 2011, ALENCAR et al., 2014). No estudo realizado por
PINHEIRO (2016), demonstrou-se que o EHPi e a FAcCOEt sao ricos em fendis
(1511,20 + 13,41 e 2650,10 + 13,41 mg EAG g MVA-, respectivamente) e
flavonoides totais (157,70 £ 0,29 e 237,90 £ 0,86 mg EQ g MVA") e apresentam
uma mistura de biflavonas (morelloflavona e volkensiflavona) como constituintes
majoritarios (PINHEIRO, 2016).
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O EHPi e a FACOEt preveniram e reverteram o dano oxidativo causado
as células pelo agente estressor e ndo apresentaram atividade oxidante em
nenhuma das concentracbes analisadas, demonstrando elevada capacidade
antioxidante in vivo. Fracdes acetato de etila e diclorometano obtidas das
sementes do bacuri também aumentaram a viabilidade das leveduras de S.
cerevisiae quando realizado o co-tratamento com H,O,. A agdo antioxidante se
deu independente do aumento da concentragcdo. A fracdo acetato de etila teve
acao significativa para as linhagens Sod2A (50, 100, 250 e 500 pg/mL),
Sod1ASod2A (100, 250 e 500 ug/mL), Cat1A (500 pg/mL) e Sod1ACat1A (50,
100, 250 e 500 pg/mL), apresentando-se mais eficaz que a fracdo diclorometano,
com acgao significativa para as linhagens Sod1ASod2A (500 pg/mL), Cat1A (100,
250 e 500 pg/mL) e Sod1ACat1A (500 pg/mL) (COSTA-JUNIOR et al., 2013).

Estudo in vivo anteriormente realizado por COSTA-JUNIOR et al., (2011),
demonstrou aumento significativo de SOD no hipocampo de ratos pré-tratados
com fracdo acetato de etila COSTA-JUNIOR et al., (2012) como também
demonstraram o possivel mecanismo antioxidante da GFC, com a eliminacéo do
radical O,, com subsequente decaimento dos niveis de H,O, e aumento dos

niveis de SOD no hipocampo.

Compostos naturais que atuem estimulando mecanismos que reduzem ou
controlam os niveis de radicais livres sdo desejaveis como potenciais terapias

preventivas de diversas doencas.
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5 CONCLUSAO

As amostras produzidas a partir das flores do bacuri apresentaram certo
potencial citotoxico para os macréfagos, células que apresentam papel crucial
no mecanismo de defesa da leishmaniose, e nao foi observada citotoxicidade
para as hemacias dentre a faixa de concentracdo testada. Além disso, o extrato
e a fracdo demonstraram acfes antioxidantes capazes de proteger a célula

contra o dano oxidativo e reverter esse dano causado por um agente estressor.

O bacuri € uma planta que apresenta grande potencial quimico-
farmacolégico. Estudos adicionais sdo necessérios a fim de caracterizar e
elucidar os mecanismos de acédo envolvidos no combate aos radicais livres,
garantindo a seguridade do seu uso e visando também o desenvolvimento de

um farmaco seguro e eficaz.



Capitulo Il - Ensaios de atividade antileishmania e
imunomoduladora do extrato hidroalcodlico, fracao
acetato de etila e compostos isolados das flores de

Platonia insignis Mart.
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RESUMO

As plantas séo fontes promissoras para a sintese de uma grande variedade de
novos farmacos, em virtude da magnitude da biodiversidade e da quantidade de
compostos quimicos biologicamente ativos que apresentam. Nesse contexto,
grupos de pesquisa da Universidade Federal do Piaui tem direcionado estudos
para a Platonia insignis Mart., rica em compostos quimicos, como a
garcinielliptona FC (GFC) e as biflavonas volkensiflavona e morelloflavona, que
apresentam propriedades farmacoldgicas descritas. Portanto, este estudo teve
0 objetivo de avaliar as propriedades antileishmania e imunomoduladora do
EHPI, FACOEt, MB e GFC produzidos a partir das flores de P. insignis. A GFC
apresentou o maior poder de reducdo da viabilidade de formas promastigotas
(ICso de 8,48 pg/mL) e amastigotas (ICsp de 1,15 pg/mL) de L. amazonensis.
Para formas promastigotas a FACOEt, o EHPi e MB apresentaram ICso de 23,05,
30,80 e 45,71 pg/mL, respectivamente. O EHPi (30 ug/mL) e a FACOEt (60
pMg/mL) reduziram a infeccdo de macroéfagos, porém nado foram capazes de
reduzir a infectividade de maneira expressiva. Na avaliagcdo dos mecanismos de
imunomodulacdo de macréfagos, o EHPi promoveu aumento da atividade
lisossomal, enquanto a FACOET e a MB foram capazes de promover aumento
da atividade lisossomal, da capacidade fagocitica e da producéo de nitrito. A
GFC promoveu ativacdo de macréfagos por meio do aumento da capacidade
fagocitica e producéo de 6xido nitrico. Portanto, conclui-se que a GFC apresenta
significativo potencial antileishmania, demonstrado pela maior seletividade para
0 parasito, indicando uma menor citotoxicidade para macrofagos e eritrocitos. O
EHPI, a FACOEt e a MB podem ser utilizados como uma terapia de suporte a
guimioterapia convencional antileishmania, pois demonstraram ser proponentes
imunoestimuladores que auxiliariam no combate ao hospedeiro. Portanto, a
Platonia insignis € uma espécie cujos produtos sdo fontes promissoras para o
desenvolvimento de formulacBes a serem testadas em modelos experimentais
de infeccao in vivo para o tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Platonia insignis, extrato hidroalcodlico, fracéo acetato de etila,
GFC, mistura de biflavonas, atividade antileishmania, imunomodulagéo.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais apresentam uma grande variedade de compostos
guimicos oriundos do metabolismo secundario com atividades farmacoldgicas
iImportantes. Nesse contexto, a busca por compostos antileishmania tem
demonstrado que produtos derivados de plantas medicinais tém sido
promissores fontes na atividade antileishmania (CARVALHO et al., 2017).

O parasita da leishmaniose tem a capacidade de invadir os macréfagos e
utiliza-lo como lugar de replicacdo e disseminagéo. E importante que esses
compostos bioativos apresentem maior seletividade, com potencial citotdéxico
sobre o parasita, que sejam capazes de ativar macréfagos, induzindo aumento
da sintese de oxido nitrico, da capacidade fagocitica e do volume lisossomal,
além de sinalizar as citocinas a conduzir o linfécito precursor ThO a polarizar para
a via de diferenciagdo Th1l, e inibir a via Th2. Como resposta, havera maior
producdo de IL-12, IFN-y, que apresentam papel importante na ativacdo de
macrofagos infectados intracelularmente e retroalimentacdo positiva sobre
outros LThO a direcionar a resposta para Thl (MESQUITA-JUNIOR et al.; 2010,
ISLAMIDDIN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015).

Nesse contexto, é interessante que as novas alternativas terapéuticas
apresentem além do efeito citotdxico, a capacidade de modular sinergicamente
a resposta imune dos macréfagos para combater o parasita.

Platonia insignis Mart., amplamente utilizada em nossa regiéo, é rica em
compostos bioativos que apresentam acdes farmacologicas diversas, como
antileishmania, antioxidante e imunomoduladora (COSTA-JUNIOR et al., 2011;
COSTA-JUNIOR et al., 2012; LUSTOSA et al., 2016). Diversos estudos tém sido
direcionados a essa espécie, entretanto, as pesquisas com a flor ainda sao

escassas e ela representa um potencial a ser explorado.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Substancias utilizadas

Para a realizagéo dos ensaios, foram utilizadas as seguintes substancias:
o meio de cultura Schneider’s, obtido da Sigma, EUA, o meio RPMI, o Soro fetal
bovino (SFB), o dimetilsulfoxido, (DMSO a 99%), obtido da Merck Chemical
Company, Alemanha, o MTT, (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazdlio
bromo, o Azul Alamar (Resazurina®), os antibiéticos Penicilina e Estreptomicina,
adquiridos da Sigma Chemical (Sigma Aldrich Brasil). O extrato hidroalcodlico
(EHPI), a garcinielliptona FC (GFC), a fracéo acetato de etila (FACOEt), e, a partir
dela, a mistura de dois biflavonéides (MB), morelloflavona e volkensiflavona,
foram obtidos conforme descrito no Capitulo I, secdo 2.3 deste trabalho. As
amostras obtidas da Platonia insignis foram diluidas em DMSO, atingindo uma
concentracéo final de 80 mg/mL para execucao dos testes.

2.2 Equipamentos e materiais utilizados

Pararealizacdo dos ensaios, foram utilizados os seguintes equipamentos:
estufa de demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.), agitador de placas
(CERTOMAT® MO II), leitor de placas Biotek (ELx800), capela de fluxo laminar,
microscopio 6ptico, microscopio Optico invertido. Bem como, 0s seguintes
materiais: placas de 96 pocos, placas de 24 pocos, laminulas de 13 mm, tubos
Falcon, Camara de Neubauer, pipeta volumétrica multicanal, pipeta volumétrica,
eppendorf, ponteiras, placa de Petri, seringa, agulha, garrafas de cultivo celular,

criotubo.

2.3 Parasitas e células

Foram utilizadas as cepas da espécie Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH-8), pertencentes ao Laboratério de Atividade Antileishmania
(LAA) do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais da Universidade Federal
do Piaui (NPPM/UFPI), e mantidas em passagens sucessivas em camundongos

BALB/c para realizacdo dos ensaios de atividade antileishmania. O cultivo das
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formas promastigotas se deu em meio Schneider’s suplementado (10% de SFB,
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) incubado em estufa
B.0.D a 26 °C. Enquanto que o cultivo das formas amastigotas se deu em meio
Schneider’s suplementado (20% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina) incubado em estufa B.O.D a 34 °C, obtidos apés
transformacgao in vitro das formas promastigotas (CARNEIRO et al., 2012).
Macréfagos murinos foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c machos e fémeas, com 4 a 5 semanas de vida, provenientes do biotério
setorial do NPPM/UFPI.

2.4 Atividade antileishmania do EHPi, FACOEt, MB e GFC sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis

Para determinacao da atividade antileishmania, o ensaio foi realizado com
as formas promastigotas na fase logaritmica de crescimento. Para tal, 1x106
parasitos foram semeados em placas de cultivo celular de 96 pogos contendo
100 pL de meio Schneider’'s suplementado por poco. Posteriormente, as
amostras foram adicionadas aos pocos em triplicata, e realizadas diluices
seriadas (800 a 6,25 ug/mL). Logo apods, as placas foram incubadas em estufa
B. O. D., a 26 °C por 48 h. Faltando 6 h para o término das 48 h, 20 uL de
resazurina 1x10-*mol/L foram adicionados aos pocos. Ao controle positivo, foram
adicionados, a cada poco, 2 pg/mL de anfotericina B diluido em meio Schneider’s
contendo 1x10° promastigotas. Ao controle negativo, apenas 1x10°
promastigotas (100% de viabilidade). Passadas as 48 h, a placa foi lida em leitor
de placa Biotek (ELx800), a 550 nm. Os resultados foram expressos em termos
de inibicdo de crescimento (ICsp). Foi realizada a leitura do branco, contendo
apenas o meio Schneider’s, para descartar possiveis interferéncias da sua
absorbancia (CARNEIRO et al., 2012).
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2.5 Atividade antileishmania do EHPi, FACOEt, MB e GFC sobre macréfagos
infectados por L. amazonensis

Para a realizacdo do ensaio, os macréfagos foram plagueados na
concentracdo de 2 x 10° células/poco em meio RPMI suplementado (10 % SFB,
penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL) em placas de cultura de 24
pocos contendo laminulas estéreis de 13 mm e incubadas a 37 °C e 5% de CO,
por 3 h, para adeséo celular. Os macrofagos aderidos foram incubados a 5% de
CO; e 37 °C, em novo meio contendo as formas promastigotas (2 x 10°) em fase
de crescimento estacionaria, na razdo de 10 promastigotas para 1 macrofago,
por 4 horas. Posteriormente, o meio foi aspirado para a remocao dos parasitas
nao internalizados. Apoés infeccéo, os pogos foram lavados com PBS. As placas
foram ent&o incubadas com as amostras EHPi (7,5, 15 e 30 pg/mL), FACOET
(15, 30 e 60 pg/mL), MB (15, 30 e 60 pg/mL) e GFC (1,5, 3 e 6 pg/mL) e
Anfotericina B a 0,2 pg/mL por 48 horas. Essas concentragdes utilizadas nao
apresentam relevante toxicidade para as células e foram baseadas nos valores
de ICso. Posteriormente, as laminulas foram removidas e coradas com Panético
(Laborclin, Parana, Brasil). O numero de macroéfagos infectados e o nimero de
amastigotas por macrofagos foram determinadas pela leitura do niamero de
parasitas em 100 macrofagos utilizando microscopia 6ptica. Depois, o indice de
seletividade foi determinado pela razdo entre a CCsp para macrofagos pela ECsg
para amastigotas internalizadas em macréfagos (OLIVEIRA et al., 2017). Todo

0 experimento foi realizado em triplicata.

2.6 Avaliacdo de mecanismos de ativacdo de macrofagos

2.6.1. Preparo de solugdes

A solucado corante de vermelho neutro (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA),
utilizada para realizacédo dos ensaios dos itens 2.6.2, 2.6.3 e 2.6.4, foi preparada
a partir da solubilizacdo de 0,002 g do corante com 1 mL de DMSO. A solucao
de extracao, utilizada para a realizacdo dos ensaios dos itens 2.6.2 e 2.6.3, é
produzida a partir de acido acético glacial 96% (1% v/v) e etano P.A (50% v/v)

dissolvidos em agua bidestilada. O zimosan (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA),
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utilizado no ensaio do teste do item 2.6.3, foi produzido a partir da diluicdo de 0,3
mL da solug&o corante de vermelho neutro e 0,02 g de zimosan em 3 mL de
PBS. O fixador Baker formol-célcio, é formado de formaldeido a 4% (p/v) e
acetato de calcio a 1% (p/v) em agua destilada (GRANDO et al., 2009).

2.6.2 Avaliacao da atividade lisossomal

Para avaliacdo da atividade lisossomal, 2x10°> macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, foram plagueados em uma placa contendo 96 pocos e
incubados por 4 h a 37 °C e a 5% de CO,, para os macrofagos aderirem a placa.
Decorrido esse tempo, retirou-se o sobrenadante, para eliminacdo dos
macréfagos nédo aderidos, e adicionou-se, em dilui¢cdes seriadas, EHPi, FACOEt
e MB atingindo concentracdes finais de 90 a 5,625 ug/mL e concentracdes de
45 a 2,812 pg/mL para GFC. As placas foram, entédo, incubadas por 48 h a 37
°C e a 5% de CO, Posteriormente, adicionou-se 10 uL de solugao vermelho
neutro a 2% de DMSO e foram incubadas por mais 30 min. Logo apos,
descartou-se o0 sobrenadante e os pocos foram lavados com solucdo salina a
0,9% a 37 °C e adicionou-se 100 uL de solugdo de extragdo, para solubilizar o
vermelho neutro presente no interior das vesiculas lisossomais. As placas foram
colocadas no agitador de Kleine, por 30 min, e, posteriormente, lidas no leitor de
placas Biotek (ELx800) a 550 nm. Foi utilizado como controle 0,5% de DMSO
em meio RPMI (GRANDO et al., 2009).

2.6.3 Determinacao da capacidade fagocitica

Para a determinacdo da capacidade fagocitica dos macrofagos, 2x10°
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, por poco, foram plaqueados
em placa de 96 pocos e incubados por 4 h a 37 °C e 5% de CO,, para adesé&o
celular. Logo apos, retirou-se o sobrenadante, para eliminacdo dos macréfagos

nao aderidos, e adicionou-se, em diluicdes seriadas, EHPi, FACOEt e MB
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atingindo concentragdes finais de 90 a 5,625 pug/mL e concentracdes de 45 a
2,812 ug/mL para GFC. As placas foram, entéo, incubadas por 48 ha 37 °C e a
5% de CO, Posteriormente, adicionou-se 10 yL de zimosan corado com
vermelho neutro e incubou-se por 30 min. Transcorrido esse tempo, adicionou-
se 100 uL de fixador de Baker, para interromper o processo de fagocitose e, 30
min apds, retirou-se o sobrenadante e os pocos foram lavados com solucao
salina 0,9%, para remocao do zimosan e o vermelho neutro que nao foram
fagocitados pelos macrofagos. O sobrenadante foi, novamente, removido e
adicionou-se 100 pL de solucédo de extracdo. As placas foram colocadas em
agitador Kline, por 30 min, para solubilizagdo, e lidas em leitor de placas Biotek
(ELx800) a 550 nm. 0,5% de DMSO em meio RPMI foi utilizado como controle
(BONATTO et al, 2004).

2.6.4 Avaliacdo da producao de nitrito

Para avaliacdo da producao de nitrito pelos macréfagos, 2x10°
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, foram plagueados em uma
placa contendo 96 pocos e incubados por 4 h a 37 °C e a 5% de CO,, para os
macrofagos aderirem a placa. Decorrido esse tempo, retirou-se o0 sobrenadante,
para eliminacdo dos macréfagos que ndo aderiram, e adicionou-se, em diluicdes
seriadas, EHPi, FACOEt, MB atingindo as concentracfes finais de 5,625 a 90
pMg/mL e de 2,812 a 45 ug/mL para GFC, na presenca e na auséncia de formas
promastigotas de L. amazonensis na concentracdo de 1x10°8 por poco. As placas
foram, entdo, incubadas por 24 h a 37 °C e a 5% de CO,. Posteriormente, 0s
sobrenadantes foram transferidos para outra placa de 96 pocos para a dosagem
do nitrito. A curva-padrao foi preparada com nitrito de sédio em meio RPMI em
faixa de concentracdo variando entre 1,1 a 600 uyM diluidos em meio RPMI. As
amostras (sobrenadantes) ou as solucdes preparadas para obtencéo da curva-
padrdo com o mesmo volume do reagente de Griess (1% de Sulfanilamida em
HsPO, 10% v/v em agua ultrafitrada e deionizada®) foram misturados, na
proporcdo de 1:1, com 0,1% de naftilenodiamino em agua ultrafiltrada e

deionizada e fez-se a leitura das absorbancias em leitor de placas Biotek
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(ELx800) a 550 nm. 0,5% de DMSO em meio RPMI foi utilizado como controle
(SOARES et al., 2007).

2.7 Andlise estatistica

A concentracgdo inibitéria média (Clso) foi calculada utilizando regresséo
de probitos do programa SPSS 13.0. O indice de seletividade foi calculado
dividindo a Clso pela CCso. As analises de variancia foram realizadas pela
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, por meio do programa GraphPad
Prism verséo 5.0, tomando-se o valor de p<0,05 como parametro de significancia

estatistica.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade antileishmania do EHPi, FACOEt, MB e GFC sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis

No ensaio da atividade antileishmania das amostras teste sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis, observou-se, em todas, inibicdo do
crescimento do parasita dependente da concentragdo da amostra, com resultado
significativo na menor concentragao testada, 6,25 ug/mL. A GFC apresentou o
maior poder de inibicdo de crescimento, com ICsy de 8,48 pug/mL, seguido da
FACOEt, com ICso de 23,05 pg/mL, do EHPi com ICso de 30,80 pg/mL e da MB,
com ICsode 45,71 pg/mL (Figura 9).

Figura 9: Gréficos representando a inibicdo do crescimento de formas
promastigotas de L. amazonensis induzido por EHPi (A), FACOEt (B), MB (C) e
GFC (D).
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3.2 Atividade antileishmania do EHPi, FACOEt, MB e GFC sobre macréfagos
infectados por L. amazonensis

Foi observado que o EHPi (30 ug/mL), a FAcCOEt (60 ug/mL) e a GFC (3,0
e 6,0 yg/mL) reduziram o numero de macréfagos infectados quando comparados
ao controle e a Anf B. O EHPI (15 pg/mL), a FACOEt (30 pg/mL) e a MB (30 e 60
pMg/mL) reduziram a infeccdo em relacdo ao controle. O EHPi (7,5 pg/mL), a
FACOEt (15 pg/mL), a MB (15 ug/mL) e a GFC (1,5 ug/mL) ndo demonstraram
acao sobre a reducéo da infeccdo. Os melhores resultados foram observados
para a GFC que, nas concentra¢des de 1,5, 3,0 e 6,0 yg/mL, reduziu o percentual
de células infectadas para aproximadamente 84,33, 39 e 6,66%,
respectivamente.

Todas as amostras foram capazes de reduzir a infectividade nas
concentracdes analisadas, quando comparadas ao controle, exceto a MB (15
pg/mL). Os melhores resultados foram obtidos com a GFC, que reduziu o numero
de amastigotas por macrofagos infectados para 2,89, 0,64 e 0,04 nas

concentracdes de 1,5, 3,0 e 6,0 pyg/mL, respectivamente.
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Figura 10: Efeitos do EHPi (A), FACOEt (B), MB (C) e GFC (D) em macrofagos
murinos infectados por amastigotas de Leishmania amazonensis. A para
estatisticamente significativo com o controle (C) e a para quando diferir do C. B
para estatisticamente significativo com Anfotericina B (Anf B) e b para quando
diferir da Anf B.
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Figura 11: Avaliacao dos efeitos das amostras EHPi (A), FACOEt (B), MB (C) e
GFC (D) na infectividade de macréfagos murinos infectados por amastigotas de
Leishmania amazonensis. A para controle ou estatisticamente significativo com
o controle (C) e a para quando diferir do C.
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Figura 12: Macréfagos infectados com Leishmaniose amazonensis (A), tratados
com Anf B 0,2 ug/mL (B), EHPi 7,5 (C.1), 15 (C.2) e 30 pg/mL (C.3) e FACOEt
15 (D.1). Aumento de 1000x.
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Figura 13: Macrofagos infectados com Leishmaniose amazonensis, tratados com
FACOEt 30 (D.2) e 60 pg/mL (D.3), MB 15 (E.1), 30 (E.2) e 60 pg/mL (E.3) e GFC
1,5 (F.1). Aumento de 1000x.




71

Figura 14: Macrofagos infectados com Leishmaniose amazonensis GFC 3,0
(F.2) e 6,0 pg/mL (F.3). Aumento de 1000x.

Quadro 8: Atividade antileishmania, efeitos citotoxicos sobre células de
mamiferos e indice de seletividade calculados para EHPi, FACOEt, MB e GFC.

Substéancias Macrofagos Eritrécitos Promastigotas Amastigotas
internalizadas
CCso pg/mL CHso pg/mL Clso pg/mL Clso pg/mL ISm ISe
EHPI 81,77 NT 30,08 6,08 13,44 ND
FACOEt 159,68 NT 23,05 16,28 9,81 ND
MB 134,28 NT 45,71 38,47 3,49 ND
GFC 45,19 NT 8,48 1,15 39,01 ND

ISn (indice de seletividade) CCso/Clsp, IS (indice de seletividade) CHso/Clsg, NT
(ndo-téxico) e ND (ndo-determinado).

3.2 Avaliacdo de mecanismos de ativacao de macrofagos

3.2.1 Avaliacéo da atividade lisossomal

A avaliacdo da atividade lisossomal é realizada por meio de um ensaio
colorimétrico baseado na capacidade que o macréfago, apos sua ativagéo, tem
em fagocitar as particulas de vermelho neutro e aumentar o seu volume
lisossomal.

Como apresentado na Figura 14 abaixo, todas as amostras foram
capazes de reter essas particulas, com exceg¢do da GFC. O EHPi promoveu
aumento, significativo do volume lisossomal na concentragéo de 11,25 yg/mL e,
em concentracdes maiores, comeca a haver uma reducdo da ativacéo,

dependente da concentracdo. A FACOEt promoveu aumento do volume



72

lisossomal nas concentracdes de 11,25 e 22,5 pg/mL, e, embora nas
concentragcbes de 45 e 90 yg/mL tenha havido redug&o da ativagdo, o seu
volume permaneceu maior que o do controle. A MB induziu aumento do volume
lisossomal na concentragcdo de 22,5 ug/mL. J& a GFC nao induziu aumento

significativo em nenhuma das concentragdes testadas (2,812 a 45 yg/mL).

Figura 15: Graficos referentes a analise da atividade lisossomal dos macréfagos
frente a acdo do EHPI (A), FACOEt (B), MB (C) e GFC (D).
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3.2.2 Determinacédo da capacidade fagocitica

A determinacdo da capacidade fagocitica é outro parametro utilizado na
avaliacdo da ativacdo de macrofagos e da imunomodulacdo. De acordo com
dados apresentados na Figura 3 abaixo, o EHPi ndo induziu aumento da
capacidade fagocitica dos macrofagos para nenhuma das concentracdes

testadas (5,625 a 90 pyg/mL), enquanto que a FACOEt e o MB induziram aumento
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significativo, da capacidade fagocitica dos macréfagos em todas as
concentragcbes analisadas (5,625 a 90 pg/mL). A GFC induziu aumento da

capacidade fagocitica nas concentragdes de 2,812 e 5,625 ug/mL.

Figura 16: Gréficos referentes a capacidade fagocitica dos macréfagos frente a
acéo do EHPI (A), FACOEt (B), MB (C) e GFC (D).
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3.2.3 Avaliacdo da producéo de nitrito

A avaliacdo da inducdo de Oxido nitrico pelos macréfagos é dada pela
guantificacdo da concentracdo de nitrito presente no meio. O EHPi ndo induziu
a producédo de NO em nenhuma das concentracdes analisadas (5,625 a 90
pMg/mL). A FACOEt e o MB aumentram significativamente a producdo de NO na

concentracdo de 11,25 pg/mL, enquanto que a GFC aumentou
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significativamente a produgdo de NO nas concentragbes de 2,812 e 5,625
pg/mL.

Figura 17: Graficos referentes a avaliagdo da inducdo da producdo de 6xido
nitrico pelos macrofagos pela acdo do EHPI (A), FACOEt (B), IF (C) e GFC (D).
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4 DISCUSSAO

As plantas medicinais tém demonstrado ser uma alternativa promissora
para o tratamento de diversas patologias, dentre elas a leishmaniose
(CARVALHO et al.,, 2017). Os farmacos atualmente disponiveis para o0
tratamento dessa patologia séo limitados e apresentam elevados riscos de
toxicidade para os pacientes (SILVA et al., 2016). Dentre a grande diversidade
da flora brasileira, a Platonia insignis, pertencente a familia a Clusiaceae merece
destaque.

Todas as amostras analisadas apresentaram significativa atividade sobre
as formas promastigotas de L. amazonensis, sendo a GFC a que apresentou 0
maior poder de reducéo da viabilidade dos parasitas, seguido da FAcCOEt, EHPI
e MB. Benzofenonas poliisopreniladas tém demonstrado acdo antileishmania
potente sobre L. donovani (ACUNA et al., 2009): Garcinol (ICso 0.82 uM),
camboginol (0.33 uM), gutifferone A (0.16 uM), F (0,20 pM). Pesquisa
anteriormente realizada por COSTA-JUNIOR et al., 2012, demonstrou que a
GFC apresentou ICsp de 25,78 ug/mL, enquanto que no presente estudo, a ICsg
da GFC foi de 8,481 ug/mL, demonstrando maior poder inibitério sobre as formas
promastigotas. As diferencas encontradas podem ser justificadas pelas
metodologias empregadas na contagem das células: manualmente em Camara
de Neubauer em microscopio e ensaio colorimétrico, pela adicdo de agente
cromoéforo ao meio e leitura da placa em leitor de placas Biotek. Estudos com o
extrato etandlico, a fukugetina e a morelloflavona obtidos dos frutos da Garcinia
brasiliensis, também pertencente a familia Clusiaceae, apresentaram acao
antileishmania sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, com ICso de
15, 3,2 ug/mL e 0,1390 uM, respectivamente. A morelloflavona apresentou 1Csg
0,2900 sobre formas amastigotas (GONTIJO et al., 2012).

Macrofagos peritoneais murinos BALB/c foram infectados com formas
promastigotas de L. amazonensis e incubados com EHPi, FACOEt, MB e GFC,
para avaliacdo do percentual de células infectadas e do indice de sobrevivéncia
dos parasitas no interior dessas células e comparados com o controle. Este
modelo experimental in vitro é o que melhor se adequa a infecgcdo por

Leishmania spp. em humanos (CARNEIRO et al., 2012), pois os macréfagos
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desempenham papel central na modulacdo da resposta imune e s&o 0s
principais alvos desse parasita (TRINCHIERI, 1997, GORDON, 2003).

A andlise microscopica do grupo controle demonstrou a presenca de
vacuolos parasitéforos (VP) grandes e grande quantidade de amastigotas
internalizadas. A alta capacidade de fusdo dos VP favorece a captacdo de
metabolitos pelo parasita, caracteristicos de infec¢é@o por L. amazonensis (REAL,
2011). Nas células tratadas com Anfotericina B, observa-se a presenca de muitos
vacuolos parasitéforos pequenos e reducao significativa da infecgdo. Nao foram
observadas alteracdes celulares, pois a Anfotericina B inibe a sintese de
ergosterol da membrana do parasita (MACEDO-SILVA et a., 2009).

O EHPI (7,5, 15 e 30 ug/mL), a FACOEt (30 e 60 pg/mL) e a MB (30 e 60
Mg/mL) reduziram estatisticamente a infeccdo de macréfagos, bem como a
infectividade EHPI (7,5, 15 e 30 yg/mL), a FACOEt (15, 30 e 60 ug/mL) e a MB
(30 e 60 pg/mL). Entretanto, o melhor resultado foi obtido com as células tratadas
com a GFC, onde se observou reducédo acentuada de macrofagos infectados e
do numero de leishmanias por macrofagos dependentes da concentracdo. As
células apresentam aspecto esfumeado, espraiado e presenca de VP,
caracteristicos da ativacdo celular. O composto solucionou a infeccao,
provavelmente, por atuar ndo sSO apenas por mecanismos que afetam
diretamente o parasita, como também por alterar caracteristicas intracelulares
essenciais ao seu desenvolvimento. Podem ser observados na Figura 11, o
aspecto “esfumeado” em C.1, C2 e C.3 (EHPi a 7,5, 15 e 30 pg/mL,
respectivamente), D.3 (FACOEt a 60 ug/mL), E.1 e E.3 (MB a 15 e 60 ug/mL),
F.2 e F.3(GFCa 3,0 e 6,0 ug/mL) e “espraiado” dos macréfagos em C.1 (EHPI
a 7,5 uyg/mL), D.1 (FACOEt a 15 ug/mL) e F.2 (GFC a 3,0 pg/mL), que sédo
caracteristicos de ativacdo. O aspecto esfumeado, aumento da fagocitose e a
liberacdo de mediadores inflamatérios sugerem aumento dos niveis de Ca*?
intracelular, pois esta molécula é necesséria para promover a movimentacao e
alteracdo do citoesqueleto do macrofago quando ativado (ALVES, et al., 2017).

Por meio da determinacéo do indice de seletividade podemos analisar a
citotoxicidade de um determinado composto em relagdo a célula e ao parasita.
Esses dados sdo de suma importancia, uma vez que o parasita € intracelular
obrigatério (ISLAMUDDIN et al., 2015). Os resultados demonstraram

citotoxicidade da GFC seletiva para a forma amastigota internalizada, com IS de



77

39,01, valor este superior a 20, como preconizado pela literatura (OSORIO et al.,
2007).

A imunoestimulacdo é essencial e bastante eficaz na prevencédo e
tratamento de doencas que comprometem o sistema imunologico. As plantas
medicinais tém se tornado uma alternativa promissora no desenvolvimento de
farmacos com tal finalidade, demonstrando serem adequadas na prevencao e
tratamento de infeccoes (WAGNER et al., 1999). Elas promovem a estimulacao
dos macréfagos pela ativacdo da atividade lisossomal, capacidade fagocitica,
producdo de o6xido nitrico e de espécies reativas de oxigénio, ativam o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro na presenca de um patégeno e de uma
resposta imune deficitaria (SHAH E JUVEKAR, 2010).

Os macrofagos ativados induzem respostas imunolégicas de protecéo
para eliminacédo dos parasitas. Enquanto que as formas amastigotas se utilizam
de artificios de silenciamento para sobrevivéncia no interior celular. Logo, €
importante que as substancias em estudo induzam atividade imunomoduladora,
pois a dicotomia existente entre as respostas imune celular Th1/Th2 no
hospedeiro podem levar a protecao, cura ou a parasitemia (ISLAMUDDIN et al.,
2015). Sendo assim, no presente estudo, foram avaliados a capacidade das
amostras-teste em ativar macrofagos por meio do aumento da atividade

lisossomal, da capacidade fagocitica e da producédo de NO.

O EHPi (11,25 pg/mL), a FACOEt (11,25 e 22,5 pg/mL) e a MB (22,5
pug/mL) retiveram particulas de vermelho neutro, caracterizando aumento da
atividade lisossomal. Sugerindo, assim, um possivel efeito modulador sobre as
atividades lisossomal e aumento de defesa dessas células. Esses dados vao de
encontro ao estudo realizado por LUSTOSA et al. (2016), em que o extrato
hexanico (EHSB), produzido a partir das sementes dos frutos, promoveram um
aumento do volume lisossomal nas concentracfes de 12,5, 25 e 50 pg/mL.

O zymosan estimula as células de defesa a induzirem resposta, levando
a um aumento na producéo de IFN e da capacidade fagocitica (WEI et al., 2011).
Embora o extrato ndo tenha ativado esse mecanismo, a FAcCOEt, a MB (5,625 a
90 ug/mL) e a GFC (2,812 e 5,625 pg/mL) ativaram. LUSTOSA et al. (2016)

demonstrou que o EHSB induziu aumento da capacidade fagocitica dos
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macréfagos em 42,9, 49,8, 53,7 e 71,2% nas concentracdes de 25, 12,5, 6,25 e
3,12, respectivamente.

O efeito citotoxico contra microrganismos patogénicos é indiretamente
realizado pelo NO, produzido pelos macréfagos nos processos da inflamacéao,
angiogénese e mecanismos de defesa contra microorganismos patogénicos
(KRISHNATRY et al.,, 2010, MACMICKING et al., 1997). No interior do
fagolisossomo, NO reage com 0,2, produzindo uma espécie reativa de oxigénio,
o peroxinitrito. Como produto final, forma-se nitrato e nitrito, que atua como
agente microbicida (BOGDAN E ROLLINGHOFF 1998; UEDA-NAKAMURA ET
AL. 2006).

A sintese de NO é considerada como um dos mecanismos de defesa mais
importantes, pois o parasita € capaz de inibir a expressao ou atividade da enzima
INOS para sobreviver no interior dos macrofagos (MELO-NETO et al., 2016). A
GFC (2,812 e 5,625 pug/mL), a FAcCOEt (11,25 pg/mL) e a MB (11,25 ug/mL)
promoveram aumento na producdo de NO, sendo observado reducdo na
ativacdo desses mecanismos em concentracdes maiores. Possivelmente, as
concentracbes mais altas testadas estdo levando a reducédo da viabilidade
celular. No estudo realizado por LUSTOSA et al., 2016, o extrato hexanico
induziu a producdo de NO em todas as concentracGes analisadas (3,12 a 100
pMg/mL). Observando-se, também, uma reducdo na ativacdo desse mecanismo
nas concentracfes mais altas testadas.

Quando os macroéfagos sao ativados ha aumento dos niveis de enzimas
lisossomais, de NO e EROS, aumentando a capacidade microbicida e
tumoricida, melhoramento da locomocéao e fagocitose, em virtude do aumento
dos rufles de membrana, alteracédo da secrecao de citocinas, aumento de calcio
intracelular, estimulacdo da sintese de DNA, aumento das capacidades de
adesdao e espraiamento (CLEARY; KELLY; HUSBAND, 1999).

Os mecanismos de acao antiparasitarios dos flavonoides ainda ndo estao
evidenciados, mas sabe-se que exercem efeito sobre a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (KAYSER et al., 2003) e aumento da producéo de citocinas
pré-inflamatérias, como IFN-y (SEN; CHATTERJEE, 2011). As atividades
imunomoduladora, antimicrobiana e antioxidante para as benzofenonas

poliisopreniladas ja haviam sido relatadas em estudos prévios (TRUSHEVA et



79

al., 2004). Bem como as propriedades analgésica, antibacteriana, anti-
inflamatodria, antioxidante, antiparasitaria, antiviral e antitumoral para a
morelloflavona e analgésica, antibacteriana e antitumoral para a volkensiflavona
(FERREIRA et al., 2014).



80

5 CONCLUSAO

Todas as amostras reduziram a viabilidade celular das formas
promastigotas, bem como a infeccdo e a infectividade de macrofagos.
Entretanto, a GFC apresentou o maior potencial antileishmania sobre as formas
promastigotas e amastigotas com reducdo significativa do nuamero de
macréfagos infectados e do indice de sobrevivéncia de L. amazonensis. Bem
como alto poder imunogénico, uma vez que foi capaz de ativar macréfagos por
meio do aumento da atividade lisossomal, capacidade fagocitica e sintese de
NO. Somado a isto, a GFC demonstrou ser seletiva para os parasitas e
apresentou indice de seletividade superior a 20. Portanto, a GFC € um composto
guimico promissor no desenvolvimento de estudos para avaliagdo do seu
potencial terapéutico em modelos experimentais in vivo de leishmaniose.

No entanto, o EHPi, a FACOEt e a MB apresentaram indices de
seletividade inferiores a 20. Porém, demonstraram ser proponentes
imunoestimuladores que auxiliariam no combate ao hospedeiro, uma vez que o
EHPi promoveu aumento do volume lisossomal, e a FACOEt e a MB foram
capazes de ativar as trés vias de ativacdo de macrofagos analisadas, aumento
do volume lisossomal, aumento da capacidade fagocitica e aumento da
producédo de oxido nitrico. Estes achados sugerem que as amostras podem ser
utilizadas como uma terapia de suporte a quimioterapia convencional
antileishmania, fazendo-se necessario o desenvolvimento de estudos mais
aprofundados para elucidac&o dos mecanismos imunolégicos envolvidos nesses
efeitos.

Portanto, a Platonia insignis € uma espécie cujos produtos sao fontes
promissoras para o desenvolvimento de formulacBes a serem testadas em

modelos experimentais de infec¢éo in vivo para o tratamento da leishmaniose.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados encontrados, foi possivel concluir que:

A citotoxicidade das amostras-teste (EHPi, FACOEt, MB e GFC) sobre
macréfagos murinos é dependente da concentracdo, sendo a GFC a
substancia que apresentou maior poder de reducéo da viabilidade celular;
EHPI, FACOEt, MB e GFC néo apresentaram citotoxicidade para hemécia de
carneiro nas concentracdes analisadas, no periodo de 1 h de incubacéo,
estando a CHso bem acima de 800 pg/mL;

O EHPi e a FACOEt apresentam atividade antioxidante in vivo;

A GFC foi a substancia que apresentou o maior poder de inibicdo de
crescimento sobre as formas promastigotas;

A GFC reduziu estatisticamente a infeccdo e infectividade dos macrofagos e
apresentou IS superior a 20;

A acédo do EHPI, possivelmente, esta relacionada a ativacdo de macrofagos
por meio do aumento da atividade lisossomal,

FACOEt, MB e GFC foram capazes de promover aumento da atividade

lisossomal, capacidade fagocitica e producéo de oxido nitrico.
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7 PERSPECTIVAS

e Realizar estudos pré-clinicos de toxicidade com a amostra teste que
apresentar melhor indice de seletividade sobre as formas amastigotas, para
avaliacdo do seu perfil de seguranca em roedores;

e Produzir formulacdo de uso topico com a amostra teste que apresentar
melhor indice de seletividade sobre as formas amastigotas para realizacao

de ensaios pré-clinicos em roedores;
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