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RESUMO

ALVES, Michel Mualem de Moraes. Acido galico e acido elagico: taninos com
propriedades antileishmania e imunomoduladoras, 2017. 64p. Dissertacdo de
mestrado Universidade Federal do Piaui

As leishmanioses sdo protozooses parasitarias causadas por mais de vinte espécies
diferentes de parasitas do género Leishmania. Amplamente distribuida, a doenca atinge
cerca de 88 paises, onde 2 milhdes de pessoas estédo infectadas atualmente e 1 a 2
milhdes de novos casos surgem a cada ano. O parasita € digenético e apresenta duas
morfologias distintas: uma forma flagelada, a promastigota, encontrada no inseto vetor e
uma forma aflagelada, a amastigota, que alberga e se multiplica no interior hostil de
células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado. Os tratamentos
convencionais sdo onerosos, além de apresentarem uma gama de efeitos colaterais e ja
possuirem casos reportados de resisténcia a estes. O acido gélico (AcG) e acido elagico
(AcE) sao compostos fendlicos derivados do metabolismo secundario de plantas que
possuem atividades anti-inflamatérias, gastoprotetoras e anticarcinogénicas ja
conhecidas. Ainda nao existindo relatos da exploracdo da sua atividade sobre
leishmania. O objetivo deste trabalho foi de avaliar a atividade antileishmania, citotoxica
e imunomoduladora do AcG e AcE., para tanto, foram realizados protocolos de atividade
antileishmania sobre formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. major,
citotoxicidade sobre macrofagos murinos e eritrécitos e atividade imunomoduladora.
Nossos resultados mostraram que o AcG e AcE foram capazes de inibir 100% do
crecimento de formas promastigotas, de L. major na concentracdo de 800 pg/mL, além
de provocarem alteracbes morfoldgicas nos parasitos sem, necessariamente, terem
atuado degradando o DNA. Também foram capazes de induzir a morte das formas
amastigotas, resultando em valores de Clso de 16,408 pg/mL para AcG e 9,812 pg/mL
para AcE sobre formas promastigotas e 29,527 ug/mL para AcG e 6,798 pg/mL para AcE
sobre formas amastigotas. As concentracfes médias de citotoxicidade sobre macrofagos
murinos foram de 126,556 pg/mL para AcG e 23,811 pg/mL para AcE. O AcG e AcE
também reduziram significativamente a infeccdo e infectividade de macrofagos
parasitados por L. major, bem como apresentaram elevada atividade imunomoduladora
atuando sobre parametros de ativagdo de macrofagos, evidenciado pelo aumento de sua
capacidade fagocitica, de seu volume lisossomal, pela indu¢cdo da sintese de o6xido
nitrico e pelo aumento da quantidade de célcio intracelular. Investigacdes futuras seréo
feitas para avaliar os efeitos terapéuticos do AcG e AcE em modelos experimentais.

Palavras-chave: Produtos naturais, acido galico, &cido elagico, Leishmania major,
citotoxicidade em células de mamiferos, imunomodulacéo.



ABSTRACT

ALVES, Michel Muélem de Moraes. Gallic acid and ellagic acid: tannins with
antileishmanial and immunomodulatory properties, 2017. 64p. Master's Dissertation
Federal University of Piaui.

Leishmaniasis are parasitic protozoa caused by more than twenty different species of
leishmania. Widely distributed, the disease reaches about 88 countries, where 2 million
people are currently infected and 1 to 2 million new cases emerge each year. The
parasite is digenetic and has two distinct morphologies: a flagellate form, promastigote,
found in the insect vector and an aflagellate form, amastigote, which lodges and
multiplies inside in the hostile cells of the mononuclear phagocytic system of the
vertebrate host. Conventional treatments are costly in addition to presenting a range of
side effects and already have reported cases of resistance to them. Gallic acid (GA) and
ellagic acid (EA) are phenolic compounds derived from the secondary metabolism of
plants that have known anti-inflammatory, protective and anticarcinogenic activities.
There are no reports of the exploitation of antileishmania activity. The objective of this
work was to evaluate the antileishmania, cytotoxic and immunomodulatory activity of
GA and EA, For this, protocols of antileishmania activity on promastigotes and axenic
amastigotes of L. major, cytotoxicity on murine macrophages and erythrocytes and
immunomodulatory activity. They results showed that GA and EA were able to inhibit
100% growth of promastigotes, Leishmania major in the concentration of 800 ug/mL,
besides causing morphological alterations without activity on DNA degradation of the
parasites, as well as inducing death of amastigote forms at the same concentrations.
ICso values of 16,408 pg/mL for GA and 9,812 pg/mL for EA on the promastigote forms
and 29,527 ug/mL for GA and 6,798 ug/mL for EA on amastigote forms. Mean
concentrations of cytotoxicity on murine macrophages were 126.556 pg/mL for GA and
23.811 ug/mL for EA. GA and EA were also able to significantly reduce infection and
infectivity of macrophages parasitized by L. major as well as showed high
immunomodulatory activity acting on macrophage activation parameters increasing their
phagocytic capacity, their lysosomal volume, inducing the synthesis of nitric oxide and
increasing the amount of intracellular calcium. Future investigations will be made to
evaluate the therapeutic effects of GA and EA in experimental models.

Key words: Natural products, gallic acid, ellagic acid, Leishmania major, Cytotoxicity
in mammalian cells, immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

InfecgBes por protozoarios sdo um problema de saude publica mundial,
especialmente em paises subdesenvolvidos, onde aproximadamente 14% da
populacdo estdo sob o risco de serem infectadas (KONDRASHIN et al., 2011;
WALDRON et al., 2011). Nesse contexto, as leishmanioses, protozooses causadas
por mais de 20 espécies do género Leishmania, sdo consideradas pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como uma das seis principais doencas infecciosas com alta
incidéncia e capacidade de produzir deformidades, afetando mais de 12 milhdes de
pessoas, sendo 2 a 3 milhdes de novos casos notificados em todo o mundo
(MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010). Dentre as formas de
manifestacdes clinicas dessa doenca (cutdnea, mucocuténea e visceral), a forma
cutanea é a mais disseminada e é responsavel por causar deformidades fisicas nos
pacientes, sendo a Leishmania major a espécie responsavel pelo maior nimero de
casos dessa manifestacdo (COLEMAN, 2007; REITHINGER et al., 2007; ;
MITROPOULOS et al.,, 2010; KAYE; SCOTT, 2011). Amplamente distribuida, a
doenca atinge o Oriente Médio, Africa e parte das Américas. A infeccéo se da através
do repasto sanguineo das fémeas de flebotomineos, que vivem em areas florestais,
cavernas, tocas de roedores e também em &area peridomiciliar (REITHINGER;
COLEMAN, 2007; REITHINGER et al., 2007).

O parasita é digenético e apresenta duas morfologias distintas: uma forma
flagelada, a promastigota, infectante e presente no inseto vetor e outra forma nao
flagelada, a amastigota, que est4 presente no hospedeiro vertebrado. Neste, o
parasita alberga e se multiplica no interior hostil de células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado, atuando através de mecanismos evasivos de
imunosilenciamento, tais como: reducéo da sintese de iINOS (Oxido Nitrico Sintase
induzida) e tendenciando o sistema imune a desencadear uma resposta do tipo Th2,
induzindo a célula a expressar citocinas anti-inflamatorias (IL4, IL10, por exemplo) que
resultamem aumento da carga parasitaria. Por outro lado, quando ha ocorréncia de
resposta imune do tipo Thl (alta expressdo de INF-y e TNF-a) esta, por sua vez,
confere cura ou protecdo. (MONTALVO et al., 2012; ISLAMUDDIN et al., 2015). Roy
et al., 2014 ainda descrevem um novo mecanismo exasivo do qual o parasita utiliza,
diretamente relacionado ao calcio intracelular, quanto este esta presente ocorre a

ativacdo da PKC classica que é responsavel pela sinalizacdo de INF-y e TNF-a para
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ativar resposta Thl. A presenca do parasita nas células hospedeiras favorecem a
diminuicdo de calcio intracelular, uma vez isto ocorrendo outra via de sinalizacéo é
ativada, sendo esta a via atipica da PKC-, sendo responsavel pela sinalizagao de I1L4
e IL10 para ativar a resposta Th2.

Os tratamentos convencionais para as leishmanioses sao onerosos, limitados,
pouco seguros e possuem uma gama de efeitos colaterais, além de contribuirem para
a resisténcia do parasita o que retarda o tratamento. A anfotericina B por exemplo, é
utilizada mundialmente como principal farmaco no tratamento da doenca, porém
possui grandes efeitos colaterais, como cardiotoxicidade e nefrotoxicidade, além de
seu elevado custo. (ASHFORD, 2000; ALIZADEH et al., 2008).

Produtos naturais derivados de plantas tém sido promissores na atividade
antileishmania. Além de demonstrarem potencial citotdéxico sobre o parasita, sédo
capazes de agir em sinergismo com o sistema imune do hospedeiro através da
ativacdo de macrofagos. (ISLAMUDDIN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017). Neste contexto os taninos séo classificados como polifendis
derivadas do metabolismo secundario das plantas, sollveis em agua, quimicamente
reativos e inter e intra-moleculares por pontes de hidrogénio, sendo a maior parte
derivada do metabolismo da glicose por diferentes reacdes biogquimicas, que
consistem na via do acido chiquimico ou do acetato (DE JESUS et al., 2012)

Dentre alguns compostos fendlicos importantes encontram-se o acidos galico
e seus dimeros (4cido digalico ou hexaidroxidifénico e acido elédgico), sendo
caracterizados como lactonas fendlicas de ocorréncia natural encontradas em
algumas plantas, dentre elas: Anacardium occidentale L., Myracrodruon urundeuva
Allem&o, Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. & Perr., Quercus infectoria Olivier,
Stryphnodendron obovatum Benth., por exemplo, na forma de taninos hidrolisaveis
chamados elagitaninos. (RIBEIRO et al., 2015; KHEIRANDISH et al.,, 2016;
MURAKAMI et al., 1991; VATTEM; GHAEDIAN; SHETTY, 2005; SHUAIBU et al.,
2008).

A falta de uma vacina segura e eficaz juntamente com os dissabores existentes
nos tratamentos convencionais, vém despertando para a busca por novos farmacos
gue visam ndo apenas obter efeitos sobre o parasita em si, como também a
capacidade de agir em sinergismo com a resposta imune do hospedeiro através de
sua modulacéo (ISLAMUDDIN et al., 2015). Nesse contexto o presente trabalho tem
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como objetivo explorar o potencial antileishmania, citotéxico e imunomodulador do

acido galico e do acido elagico.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmanioses
2.1.1 Epidemiologia

Atualmente cerca de um bilhdo de pessoas sdo afetadas por doencas
conhecidas como ‘“enfermidades negligenciadas” ou “doengas tropicais
negligenciadas” (DTN). Epidemiologicamente, estas doencas ndo apresentam
predisposicao por sexo, género ou idade, contudo afeta principalmente a populacdo
de paises menos desenvolvidos, localizados na Asia, Africa, América do Sul e Central
e em menor proporcao, a de paises europeus e da América do Norte. Dentre estas
doencas estdo incluidas a leishmaniose, doenca de Chagas, maléria, tuberculose,
tripanossomiase africana, esquistossomose, dengue, hanseniase, filariose,
cisticercose e outras (RATHI et al., 2003; WHO, 2010).

Essas doencas afetam populagbes pobres, que geralmente estdo submetidas
a condicdes precarias ou até mesmo ausentes de higiene, algumas destas podem
ocasionar danos permanentes, levando a um alto grau de morbidade e incapacidade
fisica e, no caso da leishmaniose, pode culminar até mesmo na desfiguracdo (WHO,
2010; MAIA, 2013).

A leishmaniose € uma miscelanea de doencas parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania. Os hospedeiros sdo infectados durante o repasto
sanguineo das fémeas do inseto vetor (dipteros - flebotomineos), que vivem em areas
de florestas, cavernas, em tocas de roedores, ambiente domiciliar e/ou peridomiciliar
(SINGH; SIVAKUMAR, 2003). Estas doencgas afetam mais de 12 milhdes de pessoas
em todo o mundo, com 2 a 3 milh6es de novos casos a cada ano (WHO 2010).
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, aproximadamente 350 milhdes de
pessoas estdo em areas de transmissdo de leishmaniose. Sendo que
aproximadamente 90% dos casos diagnosticados da forma visceral localizam-se, na
Etidpia, Bangladesh, Brasil, Nepal e Suddo. Ja para a forma tegumentar (LT), € a mais
comumente encontrada (Fig. 1), 90% dos casos ocorrem no Brasil, Afeganistéo,
Argélia, Ira, Peru, Arabia Saudita, Sudao, Siria, Peru e Bolivia (DNDI, 2011). Séo

consideradas primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem,
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guando este entra em contato com o ciclo de transmissao do parasito, transformando-
se em uma antropozoonose.

Atualmente, encontra-se entre as seis endemias prioritarias no mundo (WHO,
2010). No Brasil a leishmaniose é uma doenca de carater endémico, apresentando
maior incidéncia, da leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo que 0S casos

ocorrem em todas as regides do pais, apresentando maior incidéncia na regido Sul.

Figura 1. Distribuicdo geografica da Leishmaniose Tegumentar.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2010.

Subordinando-se a causalidade das espécies, a infeccdo pode se manifestar
como Leishmaniose Visceral Americana (LVA). Podendo a LTA ainda ser dividida em
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutanea Disseminada (LD),
Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) e Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (CHOI,
LERNER, 2001; LINDOSO et al., 2014). Ao atentar-se para a LTA, devido a sua
magnitude, € uma afeccdo dermatologica que pode envolver fatores psicologicos, que
se refletem no ambito social e econdmico devido a elevada ocorréncia de
deformidades (LINDOSO et al., 2014).

Amplamente distribuida, com registro de casos em todas as regides brasileiras
a partir da década de 80, observou-se aumento no niumero de casos registrados,
variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995). Na decada de 80, a LTA foi assinalada em
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19 estados, verificando sua expansdo geografica quando, em 2003, foi confirmada a
autoctonia em todos os estados brasileiros. Observa-se ampla dispersao e, em
algumas areas apresenta intensa concentra¢cdo de casos, enquanto em outras 0s

casos apresentam-se isolados (BRASIL, 2010).

2.1.2 Agente Etiologico

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios que pertencem ao
sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania. (BADARO; SCHOOLEY, 2008). S&o
parasitas intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear,
com uma forma aflagelada ou amastigota (Fig. 2B), encontrada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados e outra flagelada ou promastigota encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor (Fig. 2A) (WHO, 2010). A forma de apresentacdo da doenca

esta relacionada a espécie causadora da infeccdo, representadas no quadro 1.

Figura 2. Formas digenéticas da Leishmania major.
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A) Formas promastigotas obtidas através de cultivo celular em meio Schneider’s, coradas
com pandtico rapido®.B) Formas amastigotas internalizadas em macrdéfagos murinos.
Aumento 1000x.
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Quadro 1. Forma de apresentacdo da doenca e espécies relacionadas

Apresentacédo da Doenca Espécies
Leishmaniose visceral L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L.(V.) chagasi
Leishmaniose cutanea L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica, L. (L.)

infantum, L. (L.) mexicana, L. (L.) pifanoi e L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.(V.) guayanensis, L.

(V.) panamensis e L. (V.) peruviana

Leishmaniose cuténea difusa L. (L.) aethipica, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis
Leishmaniose mucocutanea L.(V.) braziliensis e L. (V) panamensis
Leishmaniose cuténea disseminada L. (V). braziliensis e L. (V) amazonensis

Fonte: Modificado de Kaye; Scott, 2011.

Leishmania major, a espécie utilizada neste estudo, € a mais difundida, sendo
a principal espécie causadora de LTA responsavel por causar deformidades em seus
hospedeiros (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; REITHINGER; COLEMAN, 2007;
REITHINGER et al., 2007; KAYE; SCOTT, 2011; MITROPQOULOS et al., 2010).

2.1.3 Ciclo bioldgico

A infeccdo do inseto se dara com a ingestdo de células infectadas durante o
repasto sanguineo, onde estas serdo digeridas no intestino médio, e o parasita se
transformam em promastigotas ndo infectivas (prociclicas). Em seguida o parasita
passa por um processo de metaciclogénese, em que ocorrem alteracdes na
expressao génica que as levam a tornarem-se infectivas. Paralelo a esse processo
essas formas migram para o trato digestivo anterior do inseto e assim ao se alimentar
regurgitam os parasitas e dao continuidade ao ciclo (Fig. 3) (ALEXANDER,;
SATOSKAR; RUSSELL, 1999; KAYE; SCOTT, 2011)



Figura 3. Ciclo de vida de parasitos do Género Leishmania.
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1) Flebotomineos regurgitam formas promastigotas metaciclicas durante o repasto
sanguineos: 2) As promastigotas ao penetrarem na pele séo fagocitadas por macréfagos
e outros tipos de células fagociticas mononucleares. 3) Promastigotas transformam-se em
amastigotas. 4) Os amastigotas se multiplicam por divisdo binaria simples e prosseguem
para infectar outras células. 5) A infeccao torna-se sintomatica e como resultado ocorre o
aparecimento de lesdes cutaneas ou forma visceral. 6) Os flebotomineos se infectam pela
ingestdo de células infectadas durante o repasto sanguineo. 7) No inseto, as amastigotas
se transformam em promastigotas, e se desenvolvem no intestino. 8) Multiplicam-se e
migram para o intestino anterior. Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and
Prevention, 2013.

As promastigotas sdo entdo fagocitadas por células do sistema
monocitico fagocitario, em especial macréfagos (PATIL et al., 2010). No
convivio intracelular os parasitas ficam limitados ao fagossomo, que
seguidamente se funde ao lisossomo, formando o fagolisossomo, neste sofrem
alteragcbes morfologicas e bioquimicas radicais, transformando-se em
amastigotas, e assim se adaptam as novas condi¢cdes (ROSYPAL; ZAJAC,;
LINDSAY, 2003)

As leishmanias resistem a agéo do fagolisossomo e se multiplicam por
divisdo binaria até que ocupem todo o citoplasma. A rapida multiplicacao faz
com que ocorra a lise das células, e assim esses parasitas livres alcancam
outras células (FLORES ECHEVERRIA, 2013).



2.1.4 Resposta imune a infeccdo por leishmania

O sistema imune atua numa rede de cooperacdo, envolvendo a
participacdo de muitos componentes estruturais, moleculares e celulares.
Nesse cenario encontra-se o delicado equilibrio entre a salde e a doenca, em
gue tanto a deficiéncia quanto o exagero resultam em dano tecidual. A resposta
imune consiste em uma série de acdes celulares e humorais orquestradas. I1sso
quer dizer que a resposta imune necessita de operacdes coordenadas entre a
imunidade inata (neutrofilos, macrofagos e células dendriticas) e adaptativas
(células T) (ROSTAMI, et al., 2010; MACHADO et al., 2012);

A dicotomia existente entre resposta imune Th1/Th2 nas infec¢cBes por
leishmania, permite parasitemia ou debelacéo da doenca (ISLAMUDDIN et al.,
2015). Neste caso, uma resposta imune celular do tipo Th2 é indesejada,
porque aumenta a susceptibilidade as infeccdes e permite a multiplicacédo e
disseminacgédo do parasito. No que diz respeito a resposta Thl, esta por sua
vez, confere cura ou protecdo, como por exemplo: Aumento de capacidade
fagocitica, do volume lisossomal, da sintese de Oxido nitrico e do calcio
intracelular, através de mecanismos de ativacdo de macréfagos (ROY et al.,
2014; ISLAMUDDIN et al., 2015). Apés infeccdo, nos individuos que nédo tém a
capacidade de produzir IFN-y e ativar macréfagos, a leishmania dissemina-se.
Nesses pacientes € facil entender o desenvolvimento da doencga, pela
deficiéncia de IFN-y e TNF-a e alta producéo de IL-4, IL-5, 1I-13. Apésinfeccdao,
nos individuos que ndo tém a capacidade de produzir IFN-y e ativar
macroéfagos, a leishmania dissemina-se. Nesses pacientes é facil entender o
desenvolvimento da doenca, pela deficiéncia de IFN-y e alta produgao de IL-
10. A restauracao da resposta imune in vitro na leishmaniose visceral pode ser
observada pela neutralizagdo de IL-10 ou pela adi¢do de IL-12 as culturas de

células mononucleares de sangue periférico (CMPS) PIRES et al., 2012).

A habilidade do parasita em invadir e se replicar no interior de macréfagos tem
sido alvo de varios estudos cientificos (CLARK et al., 2006). O patdégeno ao penetrar
no organismo entra em contato imediatamente com 0s componentes do soro,
ocorrendo uma ligagdo com moléculas do sistema complemento e ativacdo das vias
classicas e alternativas, contudo os parasitos desenvolveram uma variedade de

mecanismos para lidar com o estresse oxidativo, dentre eles a producéo de enzimas
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tripanotiona e arginase e a inibicao da atividade proteinas quinases C (PKC), através
do aumento da expressdo de SERCA 3 e PMCA4 que sao receptores de célcio
presentes no reticulo sarcoplasmatico e membrana celular, respectivamente
(MOREIRA; LEBLANC; OUELLETTE, 2009). A retirada de calcio do citosol da célula
mediante a presenca do parasita internalizado, confere inibicdo da PKC e ativagao
da Proteina quinase ¢ (PK{), sendo esta a responsavel pelo aumento da expressao
de citocinas anti-inflamatorias resposaveis pela ativacdo de resposta imune do tipo
Th2 (ROY et al., 2014)

A arginase é capaz de competir e interferir nas vias de utilizagcédo de L-arginina
das células, levando a deplecdo desta e, consequentemente, a diminuicdo da
producdo de 6xido nitrico e 0 aumento da producédo de poliaminas (VINCENDEAU
et al., 2003). Uma vez que a L-arginina € necesséria para a producao de 6xido nitrico
pela enzima éxido nitrico sintase, e as poliaminas sdo essenciais para o crescimento

e diferenciacao e crescimento destes parasitas (COLOTTI; ILARI, 2011).

A evolucédo da infeccdo pode tomar varios rumos, dependendo dos tipos de
células, da qualidade da resposta mediada por citocinas envolvidas na resposta
imune e da espécie de leishmania envolvida no processo (COLOTTI; ILARI, 2011).
Contudo o paradigma entre as respostas Thl e Th2 esta longe de explicar a
imunopatologia e cura da infecgcdo por leishmania. A caracterizacdo bem definida
dos papéis das respostas imunes do tipos Thl e Th2 também é controversa, alguns

estudos indicam que um fenétipo Thl predominante de células T cD4” pode nao ser

um indicativo de protecao contra a infeccao.

Uma vez conhecendo a imunobiologia induzida pelo parasita, se fazem
necessarias investigacoes farmacologicas que visem atuar em sinergismo com o
sistema imune do hospedeiro reduzindo os efeitos colaterais provocados pelos

farmacos convencionais.
2.1.5 Tratamento das leishmanioses

Desde o seéculo passado, a terapia das leishmanioses consiste na
administracdo de agentes da familia dos antimoniais pentavalentes (Fig. 4),
representados por estibogluconato de sédio ou Pentostan® e antimoniato de

meglumina ou Glucantime®. O medicamento disponivel no Brasil € o antimoniato
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de N-metilglucamina, que € utilizado para administragéo parenteral, pois ndo possui
boa absorcao oral. O periodo de tratamento € de vinte a trinta dias, com cerca de
90% de eficacia (DEN BOER et al., 2011).

Figura 4. Estruturas quimicas de farmacos utilizados no tratamento das
leishmanioses
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A acao dos antimoniais pentavalentes é pouco expressiva quando testada in
vitro sobre formas promastigotas do parasito. No entanto, a atividade observada
em formas intracelulares amastigotas € completamente diferente (AMEEN, 2010).
A reducdo de Sb5* em Sb3* em células fagociticas hospedeiras é provavelmente
uma das razbes que permite aos antimoniais pentavalentes uma resposta clinica
relevante (DECUYPERE et al.,, 2012). O mecanismo de acdo dessa classe de
medicamentos envolve a reducdo do aporte de ATP e GTP, essenciais para a
manutencao biologica do protozoario. Os antimoniais agem através de duas vias,
primeiramente estimulando os macréfagos infectados a provocar estresse oxidativo
no parasito intracelular e também pela acéo direta do antiménio reduzido (Sb3*) no
equilibrio redox do microrganismo (DECUYPERE et al., 2012). As desvantagens na

terapia da leishmaniose cutadnea com antimoniais pentavalentes, deve-se a sua



administracdo por via parenteral por longo periodo, o que dificulta o tratamento em
zonas rurais, além disso, a hepatotoxicidade € o efeito adverso mais grave, seguido
de problemas cardiacos, reacbes dérmicas locais, anorexia, nauseas, vomitos,
mialgia, linfocitose e eosinofilia (NEVES; CALDAS; SAMPAIO, 2009; SIQUEIRA-
NETO et al., 2010).

Podemos listar como farmaco de segunda escolha a pentamidina e
anfotericina B (Anf B), menos utilizados devido a alta toxicidade e alto custo. A
pentamidina apresenta efeitos colaterais severos, como toxicidade renal e hepética,
pancreatite, hipotensédo, disglicemia e problemas cardiacos. A anfotericina B é
efetiva no tratamento de leishmaniose visceral, com toxicidade mais baixa quando
encapsulada em lipossomas, porém € um medicamento muito caro e, além disso,
ndo € apropriada para o tratamento de outras formas da doenca (SANTOS et al.,
2008). A anfotericina B € um agente antimicrobiano poliénico com potente atividade
tanto para a forma promastigota extracelular como para a forma amastigota
intracelular. O farmaco atua inibindo o metabolismo de ergosterol presente na
membrana plasmatica do parasito. O tratamento de vinte dias custa cerca de
quatrocentos e oitenta ddlares (WHO, 2010), dificultando qualquer politica de

medicamentos embasada nesse esquema terapéutico.

No inicio deste século, o alquilfosfolipideo miltefosina, Unico medicamento
oral disponivel para o tratamento de leishmaniose visceral, foi registrado na India,
Europa e América do Sul. E altamente efetivo em criancas, mas pode apresentar
complicacBes gastrintestinais e seu uso em mulheres gravidas € limitado devido a
sua teratogenicidade. Além disso, altos indices de desenvolvimento de resisténcia
vém sendo observados in vitro (SANTA-RITA et al., 2004)

A miltefosina se apresenta como Unico tratamento oral para a leishmaniose
visceral (BERMAN, 2005; RAMESH BABU et al., 2008). Trata-se de uma
hexafosfocolina, cuja eficacia contra a leishmaniose tornou-se conhecida em
meados dos anos 80. No entanto, sua comercializagdo como primeiro agente oral
contra a leishmaniose visceral na india ocorreu apenas em 2002 e contra
leishmaniose cutadnea na Colombia em 2005 (ROATT et al, 2014). As
desvantagens e restrices do seu uso incluem risco de teratogenicidade, potencial

de desenvolvimento de resisténcia e estreita janela terapéutica, além disso, nao
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encontra-se disponivel no Brasil (LUQUE-ORTEGA; RIVAS, 2007; NATERA et al.,
2007GODINHO et al., 2012).

A pentamidina é utilizada no tratamento da leishmaniose cutanea com
esquema de administracdo em trés doses diarias de 2 a 4 mg/kg intramuscular ou
intravenoso, por sete dias consecutivos ou dias alternados. Seu uso continuo pode
induzir diabetes (AMEEN, 2010), porém é considerado uma boa alternativa em
relacdo ao tratamento com antimoniais (ANTINORI; SCHIFANELLA,
CORBELLINO, 2012) A paromomicina é um antibidtico aminoglicosidico
inicialmente indicado para infeccdo bacteriana. Seu mecanismo de acéo
antibacteriano envolve a associacdo a subunidades ribossomais, interferindo na
sintese protéica. Antes de ser desenvolvido para o tratamento da leishmaniose
cutanea, ja havia indicacdo de uso para giardiase, amebiase e criptosporidiose
(CHAWLA; NGUYEN; GOH, 2011; SINHA; NATH; SANTOS, 2011)

Embora ndo se conheca amplamente o modo de acdo da paromomicina em
leishmania, sdo propostas vias como a interferéncia na fluidez da membrana, na
sintese protéica e no transporte ativo de moléculas (CHAWLA et al.,, 2011;
MAAROUF et al., 1997). O efeito foi relatado em estudos clinicos de fase Ill na india,
gue demonstraram uma taxa de 94% de eficacia no tratamento intramuscular de
leishmaniose visceral (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2008). Grande vantagem no
esquema terapéutico para a leishmaniose cutdnea é a sua administracdo topica,
evitando efeitos colaterais de vias sistémicas, sendo relatada apenas irritacdo no
local da aplicacdo (AMEEN, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011).

Em virtude da onerosidade, da gama de efeitos colaterais e da limitacdo dos
farmacos convencionais, produtos naturais tém sido investigados como fonte de

descoberta de novos farmacos.

2.2 Plantas medicinais e produtos naturais: fonte potencial para
terapéutica.

Analisando o contexto histérico é possivel observar que a utilizacdo de plantas

com fins terapéuticos faz parte da evolugcdo humana e foram os primeiros recursos
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terapéuticos utilizados pelas civilizagdes, das quais algumas tém suas proprias
referéncias historicas acerca do uso de plantas medicinais. Estas civilizacdes ao
realizarem experiéncias com plantas, observaram que algumas destas curavam,

matavam ou produziam efeitos colaterais severos (BADKE et al., 2011).

Assim a utilizac&o de plantas com fins terapéuticos é considerada uma pratica
fitomédica, contudo para que isso ocorra com seguranca é necessario a validacéo
de suas propriedades farmacolégicas, para o conhecimento dos possiveis efeitos
benéficos ou maléficos. Além disso, os profissionais da saude devem considerar tal
pratica, observando crencas, valores e estilo de vida (ISERHARD et al., 2009). O
crescente interesse por medicamentos de origem vegetais com efeito antiparasitario
e a extraordinaria diversidade quimica vegetal, transformam as florestas tropicais em
verdadeiros reservatérios de novos principios ativos. O Brasil € um pais rico em
diversidade cujo territério possui cinco principais biomas, sendo designados como
floresta amazobnica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga. Portanto, € uma
rica fonte de substancias ativas. No entanto, este potencial para a descoberta de
plantas com atividades farmacolégicas é pobremente explorado ou regulamentado,
contrastando com o que ocorre em paises desenvolvidos (CALIXTO, 2000; RATES
2001; VEIGA-JUNIOR, 2008; MORAIS-BRAGA et al., 2013; SILVA et al., 2014).

No ano de 2006 foi implantada no Brasil, a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), sendo
instituida pela Portaria do Ministério da Saude (MS) n° 971.3. Esta portaria tem como
objetivo ampliar as opc¢des terapéuticas aos usuarios do SUS, tais como a acesso as
plantas medicinais, a fitoterapicos e a servicos relacionados a fitoterapia, com
seguranga, na perspectiva da integralidade da atencdo a saude (RODRIGUES;
SANTOS; AMARAL, 2006).

Assim, tanto o conhecimento como as potencialidades de uso das plantas
medicinais estdo longe de serem esgotadas. Novas necessidades certamente
encontrardo, na diversidade floristica, por meio da descoberta cientifica o
reconhecimento de novas moléculas com atividade terapéutica e com aplicagbes na
industria farmacéutica tanto no desenvolvimento de fitoterapicos, quanto de novos
medicamentos a partir de moléculas isoladas. Para a industria farmacéutica as plantas
foram e continuam sendo de grande relevancia, na busca por substancias ativas,

importantes para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas



26

farmacéuticas e adjuvantes farmacéuticos (SCHENKEL, 2004; SIMOES et al., 2010;

DE LIMA; NASCIMENTO; DAVID, 2013).

Os produtos naturais oferecem moléculas com impacto profundo na saude

humana, a natureza produz infinitos metabdlitos secundéarios com propriedades

biolégicas distintas. Diversos estudos ja validaram o efeito de produtos naturais como

potenciais fontes de novos e seletivos agentes para o tratamento de doencas tropicais

causados por protozoarios e outros parasitos (MISHRA et al., 2005).

Como parte da pesquisa por novos e melhores medicamentos com alta
viabilidade e baixa toxicidade, o Programa de Doencas Tropicais da Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) vem considerando a investigacdo sobre o uso plantas no
tratamento de leishmaniose como essencial e de alta prioridade (OMS, 2012).

Ainda nao existe nenhum produto natural licenciado para tratamento da
leishmaniose humana. IWU, et al., (1994) citam em sua revisdo mais de vinte
espécies de plantas que tém demonstrado conter componentes que apresentam
atividade significativa contra varias espécies de leishmania.

Os constituintes ativos de algumas destas plantas ja foram isolados e suas
atividades tém sido confirmadas através de ensaios in vitro e in vivo, mas para a
grande maioria destas plantas tem sido reportada apenas a atividade de extratos
in vitro, faltando o isolamento dos componentes responsaveis por esta atividade
biolégica, com subsequentes estudos para confirmacéo in vivo. Até 0 momento, 0s
estudos experimentais citados na literatura permitiram a identificacdo de varias
classes de substancias com atividade antileishmania e entre as mais promissoras
estdo: os alcaloides isoquinolinicos e B-carbolinicos, os glicosideos iriddides e
esteroidais, além das quinolonas, lignanas (Ex. pinoresinol, medioresinol e
lirioresinol; Di GIORGIO et al. 2005) e taninos. (IWU; JACKSON; SCHUSTER,
1994; KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005),

2.2.1 Taninos.

Os taninos sao polifendis derivados do metabolismo secundario das plantas,
sendo a maior parte derivada do metabolismo da glicose por diferentes reacdes

bioquimicas, que consistem a via do acido chiquimico ou do acetado, de grande



interesse econdmico e ecologico, soluveis em 4gua e com pesos moleculares entre
500 a 3000 Daltons (SIMOES et al., 2002). Classicamente, as estruturas quimicas
dos taninos sdo divididas em dois grupos: hidrolisavel e condensado. Os taninos
hidrolisaveis consistem em ésteres de acido galico e glicosideos de acido elagico,
formados a partir de shikimato, onde os grupos hidroxil-agucar séo esterificados com
acidos fenolicos (SIMOES et al., 2003)

Dentre alguns compostos fendlicos importantes encontram-se os acidos
galico e seus dimeros (acido digalico ou hexaidroxidifénico e elagico). Sendo
caracterizados como lactonas fenodlicas de ocorréncia natural encontrado na
castanha de caju, aroeira-do-sertdo, barbatiméo e morango, por exemplo, na forma
de taninos hidrolisaveis chamados elagitaninos (MURAKAMI et al., 1991; VATTEM
et al., 2005; RIBEIRO et al., 2015).

Muitas espécies de plantas que produzem taninos sao usadas na medicina
popular para diferentes fins. O acido galico possui propriedades antioxidantes e/ou
antiinflamatdria (YANG et al., 2015) antimicrobiana (SARJIT; WANG; DYKES, 2015),
propriedades antimutagénicas e anticarcinogénica (LEE; HARRISON; GRINSTEIN,
2003; LU etal., 2010; PAOLINI et al., 2015).

Das atividades biolégicas comprovadas do &cido elagico destacam-se:
anticarcinogénica, hepatoprotetora, inibidora da DNA topoisomerase (VATTEM et
al.,, 2005; AGGARWAL; SHISHODIA, 2006), antioxidante, anti-inflamatéria
(PAPOUTSI et al., 2008), gastroproterora (IINO et al., 2001).

A falta de uma vacina segura e eficaz, juntamente com as adversidades
existentes nos tratamentos convencionais, vém despertado para a busca por novos
farmacos que visam apresentar potencial acdo antileishmania, como também
potencial imunomodulador. Nesse contexto o presente trabalho tem como objetivo
explorar o potencial antileishmania, citotoxico e imunomodulador do acido galico e

do &cido elagico.
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo Geral:

Investigar a acéo antileishmania, citotoxica e imunomoduladora in vitro do
acido galico (AcG) e do acido elagico (AcE).

3.2 Objetivos Especificos:

X/
°

X/
L X4

Explorar a atividade antileishmania do AcG e AcE sobre formas
promastigotas e amastigotas axénicas de L. major

Observar a morfologia e a integridade do DNA das formas promastigotas
apo6s tratamento com AcG e AcE.

Avaliar o potencial citotoxico do AcG e AcE sobre macrofagos murinos
e hemolitico sobre eritrocitos de carneiro.

Investigar a acdo do AcG e AcE sobre formas amastigotas internalizadas
em macréfagos

Avaliar o potencial imunomodulador do AcG e AcE sobre a atividade
lisossomal, capacidade fagocitica, sintese de 6xido nitrico e aumento de

calcio intracelular em macréfagos pré-tratados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias Utilizadas.

Dimetilsulfoxido (DMSO: 99%), foi adquirido da Merck Chemical
Company (Alemanha). O meio de cultura Schneider’s, meio RPMI (Soro fetal
bovino (SFB), MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio Bromo, Azul
Alamar (Resazurina®), Acido Galico (AcG), Acido Elagico (AcE) (Figura 5) e os
antibioticos Penicilina e Estreptomicina foram adquiridos da Sigma Chemical
(Sigma-Aldrich Brasil). O Fura-2 / AM foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). O
antibiético Anfotericina B (Anf B 90%), panético rapido® foram adquiridos da
Cristalia (S&o Paulo, SP), DNA Lambda e peso molecular foram adquiridos da
Invitrogen®. O &cido gélico (AcG) e o &cido elagico (AcE) foram diluidos em

DMSO a uma concentracao de 80 mg/mL para os experimentos.

Figura 5: Estruturas moleculares do acido galico (A) e do acido elagico (B).
Essas substancias sdo compostos fendlicos derivados do metabolismo
secundéario de plantas. O AcG possui peso molecular de 170,12 g/Mol e o AcE

possui 302,197 g/Mol. O AcE é classificado como um dimero do AcG.

/

OH O

Fonte: ITO, (2011).
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4.2 Parasitas e células

Leishmania major (MHOM/IL/80/Friendlin) obtida do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui (NPPM/UFPI) foi utilizada para
avaliacao da atividade antileishmania. As formas promastigotas foram cultivadas em
meio de Schneider’s suplementado (10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de Estreptomicina, incubadas em estufa B.O.D. a 26 °C).
Formas amastigotas axénicas de L. major foram cultivadas em meio Schneider’s
(20% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina incubadas em estufa B.O.D. a 34°C), obtidas apés a transformacao
in vitro das formas promastigotas (CARNEIRO et al., 2012). Foram coletados
macrofagos murinos das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c machos e
fémeas (4 a 5 semanas de idade), apos elicitagdo prévia (72h) pela aplicacao de 2
mL de Tioglicaloto a 3% via intraperitoneal desses animais, provenientes do biotério
setorial do NPPM/UFPI, foi coletado sangue de carneiro (9 meses de idade) do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFPI) localizado em Teresina, PI, Brasil. Todos
os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEEAPI
n° 053/2015).

4.3 Atividade antileishmania do AcG e do AcE sobre formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L. major.

O ensaio foi realizado com formas promastigotas de L. major em fase
logaritmica de crescimento e formas amastigotas axénicas obtidas através da
transformacdo em cultivo das formas promastigotas na fase estacionaria. Os
parasitos foram semeados em placas de cultivo celular de 96 pogos contendo meio
Schneider’s suplementado, na quantidade de 1 x 108 leishmania/100 pL de meio.
Em seguida o AcG e Ack foram adicionados aos pocos em triplicata e realizadas
diluicbes seriadas, atingindo oito faixas de concentracdes finais desejadas [800
pug/mL]. A placa foi incubada em estufa demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.) a
temperatura de 26 °C para as formas promastigotas e 34 °C para as formas
amastigotas axénicas, por 48 h e, restando 6 h para o término deste periodo, foram
adicionados 20 pL de resazurina 1 x 10 mol/L, quando incubou-se novamente a

placa. A leitura da placa foi realizada num leitor de placas de absorbancia Biotek
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(modelo ELx800), no comprimento de onda de 550 nm, e os resultados foram
expressos em termos de inibicdo do crescimento (%).

O controle positivo foi realizado com 2 pg/mL de anfotericina B (Anf B) diluido
em meio Schneider’s contendo 1 x 108 promastigotas ou amastigotas axénicas por
poco. Ja o controle negativo equivaleu ao meio Schneider's contendo 1 x 10°
promastigotas ou amastigotas axénicas por poco e, neste caso, a viabilidade foi de
100% para o parasito. A leitura do branco, para cada concentragdo e para 0s
controles, fez-se necessaria para desprezar a absorbancia resultante do préprio
meio com interferéncia ou ndo dos compostos estudados (SOARES et al., 2007,
VALADARES et al., 2011).

4.4 Micrografias da atividade antileishmania sobre formas promastigotas

Micrografias foram obtidas a partir de esfregacos espessos feitos em laminas
apos 48 h de acao do AcG e AcE sobre promastigotas de L. major, conforme item
acima. Para tal, utilizou-se a concentracéo de 50 pg/mL para ambos e para Anf B foi
utilizada a concentragéo de 0,2 pg/mL.

As laminas foram sensibilizadas com aliquotas de 10 pL de formas
promastigotas de L. major, apds a centrifugacdo do volume total (100 pL) contido
nos pocos da placa, correspondendo a cada tratamento, seguido do descarte do
sobrenadante. Deixou-se secar, overnight, em estufa a 27 °C para fixacdo dos
parasitos. A seguir, com objetivo de avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas nas
formas promastigotas realizou-se coloracdo com panético rapido®, e leitura feita

através de microscopia de luz.

4.5 Avaliagcao daintegridade de DNA de L. major ap6s tratamento com AcG
e AcE.

Formas promastigotas de L. major (5 x 10° células) foram incubados com 800;
100 e 6,25 pg/mL de AcG e AcE durante 48 h, em seguida, recolhidas e congeladas
em - 20 °C, Anf B foi utilizada como controle positivo nha concentragcéo de 2 pug/mL.
O DNA das células foi extraido utilizando kit comercial (Quiagen®) para avaliacédo da
sua integridade, de acordo com o protocolo do fabricante. DNA foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1% a 100 V durante 2 h, apos esse periodo a

revelacdo da corrida foi realizada utilizando o corante fluorescente DiamondTM
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Nucleir Acid Dye (Promega) e fotodocumetador E-Gel® Imager (Life Technologies)
Diamond ™ Nucleic Acid Dye, utilizando peso molecular de 1 Kb e DNA lambda como
controle endégeno (Invitrogen®) (EBRAHIMISADR; GHAFFARIFAR; MOHAMMAD
HASSAN, 2013).

4. 6 Determinacéo da Citotoxicidade

4. 6. 1 Citotoxicidade sobre macrofagos e indice de Seletividade (IS).

A avaliagéo da citotoxicidade foi realizada em placas de 96 pocos utilizando o
ensaio com o MTT. Foram incubados 2 x 10° macréfagos por poco em 100 uL de
meio RPMI 1640 (suplementado com 10% de SFB e 10.000 Ul de penicilina e 1.000
Ul de estreptomicina) em estufa a 37 °C e 5% de COz2, durante 4 h para a adeséo
celular. Apés esse periodo retirou-se o sobrenadante para remocao das células que
nao aderiram. AcG e AcE foram diluidos em meio RPMI suplementado, adicionados
a placa contendo os macrofagos em concentracdes seriadas atingindo cinco faixas
de concentracgdes finais [100 pug/mL], e incubados a 37 °C e 5% de CO:2 durante 48
h. Apos esse periodo, a citotoxicidade foi avaliada por adicdo de 10 % MTT [5 mg/mL]
diluido em 100 pL de meio RPMI e incubou-se novamente a placa durante 4 h a 37
°C e 5% de CO2. Passado esse periodo, o sobrenadante foi descartado e os cristais
de formazan foram dissolvidos por adicdo de 100 uL de DMSO. Finalmente, a
absorvancia (550 nm) foi medida utilizando um leitor de placas Biotek (ELx800). O
indice de seletividade de cada tratamento foi calculado dividindo a concentracédo
citotéxica média (CCso) observada para macrofagos peritoneais de camudongos
BALB/c pela concentracdo inibitoria média (Clso), calculada para as diferentes

formas de apresentacao do parasita (OLIVEIRA et al., 2017).

4. 6. 2 Citotoxicidade sobre eritrocitos de carneiro.

Para a avaliagdo da atividade hemolitica foram utilizados eritrocitos de
carneiro, coletado com anticoagulante (EDTA). ApOs a coleta, os eritrécitos foram
diluidos em 80 puL de PBS, ajustando a concentracdo do hematdcrito para 5% de
hemécias. Em seguida foram adicionadas AcG e o AcE, em concentragfes seriadas,
atingindo oito faixas de concentracdes finais [400 pg/mL], diluidas num volume de
20 pL de PBS. As amostras foram incubadas durante 1 h a 37 °C, apds esse periodo
adiciou-se 200 uL de PBS para interromper a reacdo. Em seguida, as amostras

foram centrifugadas a 1500 RPM, durante 10 min a 4 °C. Apds a centrifugacao
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transferiu-se o sobrenadante de cada amostra para uma placa de 96 pocos onde
realizou-se a leitura na absorvancia (550 nm), utilizando um leitor de placas Biotek
(ELx800). A auséncia (controle negativo) e 100% de hemolise (controle positivo)
foram determinadas, substituindo a solucédo de amostra testada com igual volume de
PBS e agua Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados foram expressos em
porcentagem e em concentragdo hemolitica média (CHso) considerando o controle
positivo como 100% de hemolise (LOFGREN et al., 2008)

4. 7 Atividade do AcG e AcE sobre macréfagos infectados por L. major

Os macréfagos foram plaqueados em placas de cultura de 24 pogcos numa
concentragdo de 2 x 10° células/pogo em 500 pL de RPMI suplementado, contendo
laminulas redondas estéreis de 13 mm. As placas de cultura foram incubadas a 37
°C e 5% de CO:2 durante 4 h para a adesdao celular. Os macréfagos aderidos foram
entdo incubados com um novo meio contendo amastigotas axénicas numa razao de
10 amastigotas para 1 macrofago a 5% de CO2 e 37 °C, overnight. Passado esse
periodo, o meio foi subsequentemente aspirado para remover parasitas nao
internalizados. A cultura infectada foi incubada com os valores correspondentes de
15; 30 e 60 ug/mL de AcG (concentracdes correspondentes a % Clso; Clso € 2 X Clso
sobre as formas amastigotas axénicas) e 1,75; 3,5; E 7 upg/mL de AcE
(concentragdes correspondentes a % Clso; %2 Clso e Clso sobre as formas amastigotas
axénicas), e anfotericina na concentracdo de 0,2 ug/mL. ApGs este periodo, as
laminulas foram removidas e coradas utilizando o pandtico rapido®. Para cada
tratamento, contou-se o numero de macréfagos infectados (infeccdo) e a carga
parasitaria (infectividade) percorrendo os campos das amostras até atingir a
contagem de 100 macréfagos, utilizando microscopia optica (CARNEIRO et al.,
2012).

4.8 Avaliacdo de parametros de ativacdo de macrofagos.

4. 8. 1 Preparo de solugdes

A solucéo estoque de corante vermelho neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) foi preparada pela solubilizacdo de 0,002 g do corante em 1 mL de DMSO. A
solucéo de extracdo utilizada nos itens 4.9.2 e 4.9.3 constitui-se de &cido acético
glacial 96% (1% v/v) e etanol PA (50% v/v) dissolvidos em &gua bidestilada. O
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zimosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) corado para os ensaios de capacidade
fagocitica foi obtido pela diluicdo de 0,3 mL da solucdo estoque de vermelho neutro
e 0,02 g de zimosan em 3 mL de PBS, ja o fixador utilizado foi o de Baker formol-
calcio constituido por formaldeido 4% (v/v), cloreto de sodio 2% (p/v) e acetato de
calcio 1% (p/v) em agua destilada (GRANDO et al., 2009).

4. 8. 2 Avaliagdo da atividade lisossomal

Macréfagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2 x 10° por poco
numa placa de 96 pocgos e incubados com AcG e AcE e realizadas diluigbes seriadas,
atingindo cinco faixas de concentrac6es finais [100 ug/mL]. Apés 48 h de incubacao
em estufa a 37 °C e a 5% de COz2, acrescentou-se 10 yL de solugéo de vermelho
neutro a 2% de DMSO e incubou-se por 30 min. Transcorrido esse tempo, 0
sobrenadante foi descartado, os pocos foram lavados com salina 0,9% a 37 °C e
adicionou-se 100 uL de solucdo de extragdo para solubilizar o vermelho neutro
presente no interior das vesiculas de secrec¢ao lisossomais. Apés 30 min em agitador
de Kline a placa foi lida no leitor de placas Biotek (ELx800) a 550 nm. (BONATTO et
al., 2004).

4. 8. 3 Determinacédo da capacidade fagocitica

Macrdéfagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2 x 10° por poco
numa placa de 96 pocos e incubados com AcG e AcE e realizadas diluigbes seriadas,
atingindo seis faixas de concentracdes finais [100 pg/mL]. ApGs 48 h de incubacao
em estufa a 37 °C e a 5% de COg, acrescentou-se 10 yL de solugdo de zimosan
corado e incubou-se por 30 min a 37 °C. Apés este procedimento, foram adicionados
100 pL de fixador de Baker para interromper o processo de fagocitose e, 30 min
depois, a placa foi lavada com salina 0,9 % a fim de remover o zimosan e o vermelho
neutro nado fagocitados pelos macrofagos. Removeu-se o sobrenadante, e
adicionou-se 100 uL de solucédo de extragao e apos solubilizacdo em agitador de
Kline a placa foi lida no leitor de placas Biotek (ELx800) a 550 nm (GRANDO et al.,
20009).
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4. 8. 4 Avaliagdo da inducédo da sintese de 6xido nitrico

Macréfagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2 x 10° por pogo
numa placa de 96 pocos e incubados com AcG e AcE e realizadas diluigbes seriadas,
atingindo quatro faixas de concentracdes finais (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 ug/mL para
AcG e 0,78; 1,25; 3,125 e 6,25 pyg/mL para AcE), na presenca ou na auséncia de
formas promastigotas de L. major na concentracéo de 1 x 10° por poco. Transcorrido
24 h de incubagéo a 37 °C e 5% de COg, transferiu-se os sobrenadantes do cultivo
celular para outra placa de 96 pocos para a dosagem de nitrito. A curva-padrao foi
preparada com nitrito de sédio em meio RPMI a concentracdes variadas de 1, 5, 10,
25, 50, 75, 100 e 150 pM diluidos em meio RPMI. No momento da dosagem
misturou-se partes iguais das amostras (sobrenadantes) ou das solugoes
preparadas para obtencdo da curva-padrdo com o mesmo volume do reagente de
Griess (1% Sulfanilamida em H3PO4 10% (v:v) em agua Milli-Q®, adicionados em
partes iguais a 0,1% naftilenodiamino em &agua Milli-Q®) e fez-se a leitura das
absorbéancias em leitor de placas Biotek (ELx800) a 550 nm, o resultado foi plotado
em porcentagem de producéo de nitrito (SOARES et al., 2007).

4. 8. 5 Quantificacao de célcio citoplasmatico

Macrofagos infectados ou ndo por L. major, conforme protocolo descrito
anteriormente, foram tratados com 30 uyg/mL de AcG e 7 ug/mL de AcE (Valores
correspondentes a Clso de AcG e AcE sobre as formas amastigotas axénicas) e
incubados por 48 h em estufa a 5% de CO2 a 37 °C. A Anf B foi utilizada como
controle positivo na concentragao de 0,2 pg/mL. O controle negativo ndo recebeu
nenhum tratamento. Utilizou-se o DMSO na concentragdo de 60 ug/mL para
confrontar as andlises, pois este é utilizado como veiculo de diluicAo das
substancias. Apds esse periodo removeu-se o sobrenadante da placa e foi
adicionado 500 uL de meio RPMI contendo marcador Fura-2/AM (10pM) na
concentracdo de 1 mM e incubou-se a placa novamente por 30 min. Os pocos da
placa foram lavados 2x com PBS estéril e as laminulas foram retiradas e levadas
para microscopio confocal Disk Scanning unit (DSU) de epifluorescéncia (modelo
IX81, Olympus, Japéo) acoplado a uma camera Charge-Coupled Devide (CCD) de
alta velocidade (Hamamatsu, Japdo). Para a avaliacdo dos niveis de Ca?*

citoplasmatico em macrofagos, foram utilizados filtros de excitagcéo (340/380nm), e
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a fluorescéncia emitida (525 nm) quantificada por software (Cell*R, Olympus,
Japao).

4. 9 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes. A concentracdo inibitoria médias (Clso), concentragdo citotoxica
média (CCso) com limite de confianca de 95%, foram calculadas utilizando
regressdo de probitos do programa SPSS 13.0. O indice de seletividade foi
calculado dividindo a Clso pela CCso. Foram realizadas andlises de variancia
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, através do programa GraphPad Prism
versao 5.0, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS
5.1 Ensaio de atividade antileishmania

O AcG e AcE demonstraram potencial citotoxico para ambas as formas de L.
major, dependente da concentracdo. Houve 100% de inibicdo do crescimento das
formas promastigotas na concentracao de 800 pug/mL na presenca de AcG, também
de igual forma, o ACE promoveu essa inibicdo a partir da concentracéo de 100 pg/mL.
Em todas as concentracdes utilizadas foram significativamente capazes de inibir o
crescimento de formas promastigotas de L. major. A anf B apresentou inibicdo do
crescimento de formas promastigotas em cerca de 90% na concentragao de 2 pg/mL
(Figura 6A). As concentragfes inibitorias 50 (Clso) obtidas foram: 16,408 pg/mL para
AcG; 9,812 pg/mL para AcEk e 1,742 pg/mL para Anf B.

Resultado semelhante foi observado sobre as formas amastigotas axénicas de
L. major (Figura 6B), demonstrando também acédo dependente da concentragdo. O
AcG induziu a morte de 100% dos parasitas na concentracdo de 800 pg/mL. Para o
AcE a inducdo de 100% de morte ocorreu a partir da concentracado de 100 pg/mL,
mantendo a acao nas concentracdes crescentes. Todas as concentracoes testadas
apresentaram resultados significativos na inducao de morte de formas amastigotas de
L. major. A anfotericina B induziu morte celular cerca de 90% utilizando a
concentracéo de 2 pg/mL. Os resultados encontrados para as Clso de AcG, AcE e Anf
B foram, respectivamente: 29,527; 6,798 e 0,16 pg/mL.

Além de inibir o crescimento das formas promastigotas o AcG e AcE foram
capazes de provocar alteracbes na morfologia do parasita, tornando-o arredondado
ou amorfo e sem flagelo visivel. Conforme mostram as figuras através da coloragao
com panético rapido® (Figura 7C e 7D), quando comparados com o controle negativo
(Figura 7A) e anfotericina B (Figura 7B). Quando avaliada a integridade do DNA,
observou-se que os acidos, aparentemente, ndo provocaram degradacao do DNA das
formas promastigotas, pois néo se observou a formacao de bandas inespecificas nas
concentracOes testadas (Figura 8), sugerindo que o AcG e do AcE nédo apresentam

acao sobre o DNA dos parasitas.
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Figura 6: Atividade antileishmania do AcG e AcE sobre formas promastigotas (A) e amastigotas
axénicas (B) de L. major. Os parasitas (1 x 108) formas expostos a diferentes concentracdes das
substancias por 48h e a viabilidade celular foi avaliada por acdo da Resazurina®. Anf B foi utilizada
como controle positivo na concentragao de 2 pg/mL. AcG, AcE e Anf B *P<0.05 vs. controle; **P<0.01
vs. controle; ***P<0.001 vs. Controle.
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Figura 7: Formas promastigotas de L. major coradas com panético rapido® (Controle - A) apés 48h de
incubacdo com 0,2 pg/mL de Anf B (B) e 50 pg/mL de AcG (C) e AckE (D). Aumento 1000x.
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Figura 8: Gel de agarose submetido a eletroforese a 100 V durante 2h. Peso molecular — 1 Kb (1); DNA
A - 48 Kb (2); Controle negativo (3); Anf B [2 ug/mL] (4). DNA obtido de formas promastigotas de L.
major apés 48 h de incubacdo, tratadas com 800 (5); 100 (6) e 6,25 ug/mL (7) de AcG e 800 (8); 100
(9) e 6,25 pug/mL (10) de AcE. A Anf B foi usada como controle positivo na concentracdo de 2 pug/mL.
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5. 2 Determinacéo da citotoxicidade

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade do AcG e AcE sobre macrofagos
peritoneais murinos e eritrocitos de carneiro estdo demonstrados na Figura 9. Na acéo
sobre os macréfagos o AcG demonstrou citotoxicidade significativa a partir da
concentragéo de 50 pg/mL, o valor da CCso foi de 126,556 pg/mL, enquanto o AcE
reduziu a viabilidade dos macrofagos a partir da concentragdo de 6,25 pg/mL,
resultando no valor de CCso de 23,811 pg/mL. A Anf B apresentou alta toxicidade
sobre os macréfagos murinos, apresentando CCso de 8,750 pg/mL. AcG, AcE e Anf B
nao apresentaram toxicidade sobre os eritrocitos de carneiro. O indice de seletividade
representa 0 quanto a substancia € mais toéxica para o parasita do que para 0s
macrofagos. O AcG, AcE e Anf B demonstraram mais seletividade para as formas
amastigotas axénicas e promastigotas de L. major, do que para os macréfagos

murinos (Tabela 1).
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Figura 9: Efeitos citotdéxicos de AcG e AcE contra macréfagos peritoneais murinos (A) e eritrcitos de
carneiro (B). Macrofagos foram incubados por 48 h na presenca de diferentes concentracdes. A
viabilidade dos macrofagos foi mensurada pelo sal tetrasolico (MTT). Resultados representam média

E.P.M de trés experimentos realizados em triplicata.
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Tabela 1: Atividade antileishmania, efeitos citotoxicos sobre células de mamiferos e valores de indice de

Substancias Macréfagos  Eritrécitos  Promastigotas Amastigotas Amastigotas
axénicas internalizadas
CCso pg/mL  CHso pg/mL Clso pg/mL Clso pg/mL Clso pg/mL ISm ISe
AcG 126,556 NT? 16,408 29,527 5,042 25 ND?2
AcE 23,811 NT? 9,812 6,798 0,928 26 ND?2
Anf B 8,750 NT? 1,742 0,16 0,16 54,6 ND?

seletividade calculados para AcG e AcE.

ISm (indice de seletividade) CCso/Clso
ISe (indice de seletividade) CHso/Clso
1 N&o-toxico

2 Nao determinado

5. 3 Efeitos sobre a infeccao e a infectividade de macroéfagos.

AcG e AcE foram capazes de reduzir a infeccdo e infectividade de macréfagos
parasitados por L. major (Figura 10). O controle negativo obteve 100% de células
parasitadas, enquanto que a concentracao 0,2 pg/mL de Anf B reduziu esse numero
para aproximadamente 39%. A reducédo das células parasitadas tratadas com AcG e
AcE foram dependentes da concentracdo utilizada. Em suma, as células tratadas com
AcG apresentaram parasitismo em torno de 44, 37 e 25%, apds serem tratadas nas

concentracbes correspondentes a 15; 30 e 60 pug/mL, respectivamente. Os valores
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obtidos para o tratamento com AcE foram de 44, 38 e 30% correspondendo a
concentracao de 1,75; 3,5 e 7 ug/mL, respectivamente (Figura 11A).

Figura 10: Macréfagos experimentalmente infectados por L. major (A). Anf B foi utilizada como controle
positivo na concentracdo de 0,2 pg/mL (B). Para o tratamento com AcG foram utilizadas as
concentracgdes de 15 (C.1); 30 (C.2) e 60 pg/mL (C.3). O AcE foi utilizado nas concentracdes de 1,75
(D.1); 3,5 (D.2) e 7 pg/mL (D.3). As setas indicam as formas amastigotas internalizadas. Aumento
1000x.
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Ao analisar a infectividade, o controle obteve em média 7
amastigotas/macrofago. A Anf B na concentracdo de 0,2 pg/mL reduziu essa
quantidade de parasitas para aproximadamente 2 amastigotas/macrofago. O AcG
reduziu a quantidade de amastigotas dependente da concentracdo, em média, 2
amastigotas/macréfagos no tratamento utilizando 15 pg/mL, quando utilizou-se 30
Hg/mL essa quantidade diminuiu para a média de 1,1 e 0,5 amastigotas/macrofagos,
guando tratados com 60 pg/mL. Para o AcCE, a quantidade de amastigotas/macrofagos
correspondentes ao tratamento com 1,75 pug/mL foi de 1,80; no tratamento com a
concentracdo de 3 pg/mL foi de 1,64 e 1,40 amastigotas/macréfagos quando tratados
com o valor de 7 pg/mL (Figura 11B). A Clso calculada para o AcG, AcE e Anf B sobre
a infectividade foram, respectivamente 5,042, 0,928 pg/mL e 0,16 pug/mL. O AcG, AcE
e Anf B demonstraram mais seletividade para os parasitas do que para as células de
mamiferos, resultando nos valores 25, 26 e 54,6 , respectivamente, sendo o indice de
seletividade determinado pela raz&do da CCsosobre a Clso. (Tabela 1).

Figura 11: Efeitos de AcG, AcE e anf B como droga de referéncia, para avaliar a infec¢do (macréfagos
infectados (A) e infectividade (B) no tratamento de macréfagos murinos infectados por L. major. As
células foram tratadas durante 48 h de incubag&do com concentragfes correspondentes aos valores de
% Clso, 1 X Clso € 2x Clso para 0 AcG e ¥4 Clso, ¥2 Clso € 1 X Clsp para AcE obtidos sobre as formas
amastigotas axénicas de L. major. A anf B foi utilizada a concentragdo correspondente ao seu valor de
Clso (0,2 pg/mL) sobre as formas amastigotas do parasita. Os resultados representam as médicas +
E.P.M em trés experimentos realizados em triplicata * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
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5. 4 Atividade Lisossomal e determinacdo da Capacidade fagocitica.
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Parametros de ativacao de macrofagos e imunomodulacgéo, tais como aumento
do volume lisossomal e fagocitose foram avaliados com base na retencao de vermelho
neutro e de particulas de zymozan pelos macrofagos, como mostra a Figura 12. O
AcG foi capaz de aumentar o volume lisossomal dos macréfagos na concentracao de
6,25 pg/mL (Figura 12A), enquanto que no AcE nao houve retencéo de vermelho
neutro nas vesiculas secretérias dos macréfagos (Figura 12B). Na avaliacdo da
capacidade de fagocitose de Zymozan, o AcG induziu o aumento em todas as
concentracdes testadas, similarmente o ACE apresentou aumento na concentracao de
3,125 pg/mL.

Figura 12: A influéncia de AcG e AcE sobre o volume lisossomal (A) e atividade fagocitica (B).
Macrofagos peritoneais murinos foram tratados com concentracdo variadas por 48 h. Volume
lisossomal e capacidade fagocitica foram analisados por espectofotometria pela quantificacdo
aumentada pelo corante vermelho neutro (VN), seguida de solubilizac@o pela solugédo de extracdo. A
fagocitose foi analisada pela incorporacdo de particulas de zymozan ao vermelho neutro, solubilizado
pela solugdo de extracdo. Resultados representam média + E. P. M. de trés experimentos realizado em
triplicata, * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 vs. Controle. C = controle.
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5. 5 Quantificacdo da producéo de 6xido nitrico (NO).

A producédo de oxido nitrico (NO), um indice de ativacdo de macroéfagos, foi
quantificado pela mensuracéo das concentracfes de nitrito através da incubacao de
macréfagos com AcG e AcE na presenca ou na auséncia de formas promastigotas de
L. major. O AcG aumentou significativamente a producéo de nitrito na concentracéo
de 100 pg/mL na auséncia de leishmania, ja na presenca do parasita a inducéao da
sintese de NO ocorreu em todas as concentracdes testadas (Figura 13A). Os
macréfagos tratados com AcE ndo demonstraram aumento na producgdo de nitrito, j&
qguando incubados na presenca do parasita houve significativa producéo de NO em
todas as concentracdes testadas (Figura 13B). O lipopolisacéride bacteriano de
Escherichia coli (LPS) foi utilizado como controle positivo, demostrando alta producao
de nitrito.

Figura 13: Producéo de 6xido nitrico de macrofagos peritoneais murinos tratados com AcG (A) e AcE
(B) por 24 h na presenca (+) ou auséncia (-) de formas promastigotas de L. major. Apds esse periodo
0 sobrenadante da cultura foi misturado em partes iguais com o0 reagente de Griess. LPS —
lipopolisacéride bacteriano (2 pg/mL). Os resultados apresentam a média + E. P. M. em trés
experimentos realizados em triplicata. 2P < 0,05 AcG e AcE vs células com e sem estimulo por
Leishmania °P < 0,05 AcG e AcE vs LPS com e sem estimulo por leishmania.
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5. 6 Quantificacéo de calcio citoplasmatico.

Os niveis citoplasmaticos de Ca?'* ([Ca?']), foi quantificado através da
marcacao com Fura-2/AM (10uM) em macrofagos infectados ou ndo por L. major, na
presenca das substancias avaliadas (Figura 10). O controle negativo, DMSO (60
nug/mL) e Anf B (0,2 pug/mL) ndo promoveram alteracéo sobre [Ca?*];, pelo contrério,
notou-se discreta diminuicdo na marcacao deste, quando observado nas células
infectadas para o controle negativo e DMSO. Em contrapartida observou-se aumento
significativo do calcio citoplasmatico com epifluorescéncia de 130 (a.u.) nos
macréfagos infectados e ndo-infectandos tratados com 30 pg/mL de AcG. Esse
aumento foi observado também nas células infectadas tratadas com 7 pg/mL de AcE
com epifluorescéncia de 120 unidades de absorvancia (a.u.) para os macréfagos néo
infectados e com epifluorescéncia em torno de 150 a.u. para os macréfagos

infectados.

Figura 14: Quantificagc&o de calcio citoplasmatico em macréfagos tratados por 48 h com veiculo (DMSO
60 pg/mL), Anf B, AcG e AcE, na auséncia (-) ou presenca (+) de formas amastigotas de L. major
internalizadas. Apés esse periodo o sobrenadante da cultura foi removido e adicionando RPMI
contendo Fura-2/AM (10 uM), as laminulas foram avaliadas em microscopio confocal utilizando os filtros
de 340/380 nm. Os resultados apresentam a média + E. P. M. em trés imagens capturadas em
microscopia para cada laminula. O experimento foi realizado em triplicata *P < 0,5 ** P < 0,05, *** P <
0,001.
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6 DISCUSSAO.

Na elucidacéo de novos tratamentos para as leishmanioses, as pesquisas que
envolvem produtos naturais tém sido bastante promissoras. Os polifendis derivados
de plantas tém demonstrado grande atividade antileishmania contra as diferentes
espécies e formas de apresentacao do parasita tanto em estudos in vitro como in vivo,
dentre estes componentes encontram-se o0s stilbenoides, fenilpropandides,
flavonoides e quinonas (DE JESUS et al., 2012). Ogungbe; Erwin; Setzer., (2014)
descrevem cerca de 352 compostos fendlicos com atividade antileishmania in-silica
sobre alvos proteicos de leishmania, incluindo 10 aurones, seis canabindides, 34
chalcones, 20 cromenos, 52 cumarinas, 92 flavondides, 41 isoflavonoides, 52
lignanas, 25 quinonas, oito estilbenoides, nove Xantonas e trés compostos fendlicos

diversos

Sendo assim, a busca por novos farmacos € com base na descoberta de
bioativos e sabe-se que dentre os componentes naturais derivados de plantas existem
uma gama de substancias capazes de agir, isoladas ou em sinergismo com outras,
sendo, portanto, necessario determinar quais moléculas estdo ativamente exercendo

potencial farmacoldgico.

Dentre alguns compostos fendlicos importantes encontram-se os acidos galico
e seus dimeros (acido digalico ou hexaidroxidifénico e &cido elagico). Sendo
caracterizados como lactonas fendlicas de ocorréncia natural encontradas em
Anacardium occidentale L., Myracrodruon urundeuva Allemao, Anogeissus leiocarpus
(DC.) Guill. & Perr., Quercus infectoria Olivier, Stryphnodendron obovatum Benth, por
exemplo, na forma de taninos hidrolisaveis chamados elagitaninos (RIBEIRO et al.,
2015; KHEIRANDISH et al., 2016; MURAKAMI et al., 1991; VATTEM et al., 2005;
SHUAIBU et al., 2008)

O acido gélico possui propriedades antioxidantes e/ou antiinflamatéria (YANG
et al., 2015) antimicrobiana (SARJIT et al., 2015), propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénica (LEE et al., 2003; LU et al.,, 2010; PAOLINI et al., 2015). Das
atividades biolégicas comprovadas do acido elagico destacam-se: anticarcinogénica,
hepatoprotetora, inibidora da DNA topoisomerase (VATTEM et al, 2005;
AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; CORTAZAR; COOMBS; WALKER, 2007),
antioxidante (VATTEM et al., 2005; AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; CORTAZAR et
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al., 2007; DEVIPRIYA; SRINIVASAN; et al., 2007; DEVIPRIYA; SUDHEER; MENON,
2007; ), anti-inflamatoria (YUCE et al., 2007; PAPOUTSI et al., 2008), gastroproterora
(IINO et al., 2001)

Neste estudo, investigou-se o potencial antileishmania, citotéxica bem como os
possiveis mecanismos de a¢do do acido gélico e do &cido elégico.

O AcG e AcE demonstraram alto potencial de inibicdo do crescimento de
formas promastigotas de L. major, ap6és 48 h de incubagdo, como também
apresentando potencial em promover a morte das formas amastigotas axénicas,
corroborando com estudos de atividade antileishmania com compostos fendlicos
(RIZK et al., 2014). As culturas de amastigotas axénicas foram desenvolvidas para
estudos com esta fase do ciclo de vida do parasita, facilitando o screening de novas
drogas (DE MUYLDER et al., 2011). Resultados semelhantes de Clso de AcG e AcE
como consitituintes majoritarios de plantas foram encontrados em Stryphnodendron
obovatum e Anogeissus leiocarpus, obtendo valores de 1Cso < 30 pg/mL (SHUAIBU et
al., 2008; RIBEIRO et al., 2015).

AcG alterou notoriamente a morfologia das formas promastigotas apos 48 h de
incubacédo, indicando a morte do parasita. Tal alteracédo foi observada também de
forma discreta com o AcE e Anf B. Ao se avaliar a integridade do DNA dos parasitas
tratados com AcG e AcE, ndo observou-se o surgimento de bandas inespecificas no
perfil eletroforético quando comparou-se 0s grupos tratados com 0 grupo controle.
Segundo Ebrahimisadr et al. (2013), essas bandas poderiam indicar morte celular por
degradacado do DNA. O AcE é também descrito com potencial inibidor da enzima DNA
topoisomerase Il sobre formas promastigotas de leishmania, isso nos da a ideia de
possivel acdo sobre o processo de replicacdo e/ou de expressdo génica, abrindo
perspectivas para novas abordagens (VATTEM et al, 2005; AGGARWAL,
SHISHODIA, 2006; CORTAZAR et al., 2007), dentre as espécies estudadas,
Corta’zar et al, (2007) descreveram essa atividade sobre promastigotas de
Leishmania panamensis. Tal enzima tem participagdo direta na sintese de DNA
durante a replicacéo celular, a inibicdo dela acarreta no interrompimento da sintese
durante a replicacgéo.

Devido & necessidade de obtencdo de substancias com atividade
antileishmania que apresentem maior seletividade para o parasita, tornando-as menos

toxicas para as células hospedeiras, 0 AcG e AcE demonstraram baixos valores de
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Clso sobre ambas as formas de apresentacao do parasita, o0 que nos levou a investigar
seus efeitos toxicos sobre macrofagos. Ambas demonstraram toxicidade significativa
sobre essas células, resultando em um valor de CCso de 126,556 pg/mL para AcG e
de 23,811 pg/mL para AcE. Porém, quando comparada com seu valor de Clso em
amastigotas internalizadas, isso indica um indice de seletividade acima de 20 para
ambos. A literatura recomenda que, para amastigotas internalizada em macroéfagos,
este indice deve ser demonstrado como préximo ou superior a 20 (OSORIO et al.,
2007). A investigacdo da acdo toxica de novas alternativas terapéuticas para o
enfrentamento das leishmanioses € de suma importancia, uma vez que o parasita é
intracelular obrigatério ISLAMUDDIN et al., 2015). Surpreendentemente, o AcG e AcE
nao demonstraram capacidade hemolitica sobre eritrocitos de carneiro. Essas células,
assim como eritrécitos humanos do tipo O+ e os obtidos de sangue de coellho, sédo
utilizadas por ndo possuir alta expressao de proteinas ou glicoproteinas, que poderiam
ser ativados pelas novas drogas acarretando em uma atividade hemodlitica falso
postiva, (CARNEIRO et al., 2012).

O modelo experimental de amastigotas internalizadas em macréfagos € o que
mais retrata a infec¢&o da forma como ocorre no hospedeiro (CARNEIRO et al., 2012).
Dessa forma, as substancias que séo capazes de reduzir a infec¢éo e a infectividade
dessas células parasitadas por leishmania sdo bastante promissoras e relevantes a
serem testadas in vivo. Nesse estudo observou-se que o AcG e AcE apresentaram
alta eficiéncia em reduzir a infeccdo e infectividade de macréfagos murinos
experimentalmente infectados por L. major. Essa capacidade foi dependente da
concentracéo, observando-se melhores resultados na concentragéao de 60 pg/mL para
AcG e 7 pg/mL para ACE em comparagdo a Anf B. Por microscopia observa-se no
grupo controle grande aglomeracao de amastigotas em torno do vaculo parasitéfago.
Ao se observar as imagens dos grupos tratados com AcG e AcE observa-se
macréfagos com aspecto “esfumeado”. Segundo Kolodziej e Kiderlen; (2005) e
Macedo-Silva et al, (2011), esse aspecto remete-se ao fato de que essas células
estiveram ativadas e foram capazes de resolver a infeccdo, ndo apenas pela
capacidade da substancia agir sobre o parasita, como também atingindo outras vias
gue tornam o ambiente intracelular mais hostil. Produtos naturais derivados de plantas
séo caracteristicos em reduzir a infecgéo e infectividade de macréfagos acometidos

por leishmania, corroborando com este estudo. (CARNEIRO et al.,, 2012; DE
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MEDEIROS et al., 2011; DIAS et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2012; RODRIGUES
et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017)

Neste estudo foram avaliado parametros de ativacdo de macréfagos com
capacidade microbicida (capacidade fagocitica, volume lisossomal, inducdo da
sintese de NO e quantificacdo de calcio citoplasmatico), que agem em sinergismo
para debelar as infeccbes por leishmania. A dicotomia existente entre resposta
imunologica celular do tipo Thl e Th2 nos hospedeiros acometidos pela doencga, leva
a investigacao de novas alternativas terapéuticas para descoberta de novos farmacos
que nao apenas tenham atividade sobre o parasita em si, mas também tenha
capacidade imunomodulatéria para fazer prevalecer a resposta imune do hospedeiro
do tipo Thl (ISLAMUDDIN et al., 2015). As substancias avaliadas neste estudo (AcG
e AcE) obtiveram excelentes resultados de imunomodulacdo na determinacédo de
capacidade fagocitica e atividade lisossomal que sao fun¢des da resposta imunoldgica
inata, importante para o controle de infec¢des levando a degradacdo parasitaria e
apresentacao de antigenos via MHC de classe Il a células TCD4* (NIEDERGANG,;
CHAVRIER, 2004). Apés a endocitose do parasita ocorre a formacao de fagossomos
proveniente dos endossomos, seguida da fusdo com lisossomos que produzem 0s
fagolisossomos (NIEDERGANG; CHAVRIER, 2004).

O fagolisossoma é um compartimento repleto de hidrolases acidas e espécies
reativas de oxigénio nas quais ocorre a degradacdo do conteudo abrangido.
Patdégenos sdo assim destruidos dentro do fagolisossoma (LEE et al., 2003; LOPES
et al., 2006). Um caminho importante e altamente envolvido no mecanismo da
atividade antileishmania é a inducdo da producdo de Oxido nitrico (NO) nos
macrofagos, sendo o mecanismo mais eficaz envolvido na defesa contra leishmania
(GANTT et al., 2001). O NO é sintetizado ap0s a ativacao de macrofagos por citocinas,
atuando em sinergismo, tais como interferon-y (IFN-y) e factor de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que aumentam a expresséao de 0xido nitrico sintase, uma enzima que catalisa
L-arginina para gerar NO e citrulina (LIEW et al.,, 1990). Uma vez dentro do
fagolisossoma, o NO combina-se com o superoxido para produzir nitrito de peroéxido,
0 qual é altamente reativo e atua como um microbicida (BOGDAN; ROLLINGHOFF,
1998; UEDA-NAKAMURA et al., 2006). Curiosamente a via de ativacédo de NO que o
AcE induziu nos macrofagos provavelmente foi com a co-estimulagéo pela presenca

de formas promastigotas de L. major, sendo assim uma alta capacidade
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imunomoduladora apenas na presenca do patdégeno, ndo alterando a fisiologia da
célula. Estes resultados de ativacdo de macrofagos in vitro corroboram com achados
na literatura para produtos naturais (KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005; RODRIGUES et
al., 2013; ISLAMUDDIN et al., 2015; KHEIRANDISH et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2015).

Um outro fator extremamente interessante € a presenca de calcio no citoplasma
da célula hospedeira. Roy et al, (2014), descreveram um novo mecanismo de evasao
e sobrevivéncia desse parasita no interior hostil dos macréfagos. Tal mecanismo se
remete ao aumento da expressao de dois portais envolvendo o calcio, o PMCA4 que
€ o portal responsavel pelo efluxo de célcio para o meio extracelular e a SERCA3,
responsavel pela estocagem de calcio para o reticulo sarcoplasmatico. Este
mecanismo esta continuamente em funcionamento para a homeostase celular, porém
com a presenca de amastigotas internalizadas ocorre o aumento da expresséao de
PMCA4 e SERCAS, promovendo a saida de célcio para o meio extracelular e
estocagem do mesmo para o reticulo. Além de ser uma molécula microbicida o célcio
intracelular promove a ativacdo da via classica da PKC, onde uma vez ativada
promove a sinalizacéo de citocinas pré-inflamatérias tais como (TNF-a e IL4), que ao
se encontrarem com o linfcito juntamente com o antigeno apresentado por células
APC’s pelas moléculas de MHC de classe I, ativam os linfécitos T naive diferenciando-
os em linfécitos TCD4* que por sua vez passam a produzir e liberar INF-y para
ativacao de resposta imune celular Thl (ROY et al., 2014; ISLAMUDDIN et al., 2015;
). Uma vez aumentada a expresséo de PMCA4 e SERCAS3 pela presenca do parasita,
ocorre a diminuicdo de calcio intracelular. Em pouca quantidade ou na auséncia de
calcio uma outra via de sinalizacéo é ativada, esta ainda pouco conhecida € através
da proteina quinase C zeta (PKC-¢) (ROY et al., 2014).

Sabe-se que esta via de sinalizacdo promove a expressdo de citocinas anti-
inflamatorias tais como IL10 e IL12, que ativa os linfocitos T em resposta imunoldgica
celular do tipo Th2, ativando linfécitos B a produzir anticorpos (ROY et al., 2014). Esta
resposta Th2 é o que promove a patogenia das leishmanioses nos hospedeiros
infectados (ISLAMUDDIN et al., 2015). A acdo de novos farmacos sobre a via de
aumento de calcio intracelular esta diretamente relacionada a essa via de sinalizacéo.

O AcG e AcE foram capazes de aumentar os niveis de calcio citoplasmaticos,

provavelmente promovendo essa ativacdo. Radtke et al, (2004); Kolodziej e Kiderlen
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(2005); Yadav et al, (2011), descreveram a atividade imunomodulatéria de compostos
fendlicos, dentre eles 0 AcG, capazes de promover o aumento da sintese de NO, bem
como o aumento da expressdo de genes resultantes da producao de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a e INF-y.

Miltefosina é um dos farmacos convencionais amplamente utilizado no
continente africano e Europa como o Unico a ser administrado por via oral para o
combate as leishmanioses e, mais recentemente, no Brasil autorizado e
comercializado para tratamento da leishmaniose visceral canina (VERMA; DEY, 2004;
ROATT et al., 2014). Seu mecanismo de acao é descrito por Verma e Dey (2004) pela
atividade imunomoduladora através do metabolismo do inusitol, ativacdo da
fosfolipase e proteina quinase C. Este estudo revela que o AcG e AcE muito
provavelmente agem também por vias semelhantes, sendo portanto, moléculas
bastante promissoras para o possivel tratamento das leishmanioses.

Este estudo € o primeiro a descrever substancias fendlicas indutoras de
aumento de célcio citoplasmatico como mecanismo de ativacdo de macréfagos que
resulta na via de sinalizacdo para direcionar resposta imune do tipo Thl o que sugere

que o tratamento com AcG e AcE induzem uma resposta Th1.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

AcG e AcE foram capazes de apresentar grande potencial antileishmania sobre
formas promastigotas e amastigotas axénicas de L. major, de reduzir a infeccdo e
infectividade de macréfagos parasitados, atuando também através de vias de ativacao
de macréfagos, tais como aumento da capacidade fagocitaria, aumento do volume

lisossomal, aumento da sintese de NO e de célcio citoplasmatico.

InvestigacOes futuras serdo realizadas para avaliar o efeito terapéutico do AcG
e AcE veiculado em microemulsdes e outras formulagbes farmacéuticas, para
tratamento da Ulcera leishmaniética provocada por L. major no modelo murino, bem
como avaliar a resposta imune do hospedeiro e proliferacdo de células T durante e

apos o tratamento.
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