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RESUMO

SILVA, Carina Helena.Avaliacdo dos mecanismos de acédo da lectina de Cratylia mollis
(Cramoll 1,4) sobre Leishmania spp. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas)
— Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Recife, 2014.

As leishmanioses sdo doengas endémicas que constituem sérios problemas de saude publica
podendo levar a uma extensa mortalidade e morbidade. S&o classificadas em leishmanioses
tegumentar (LT), e visceral (LV),provocadas por protozoarios do género Leishmania e no
Brasil as principais espécies envolvidas em sua propagacao sdo a Leishmania amazonensis e a
Leishmania chagasi para LT e LV respectivamente. Antimoniais pentavalentes séo as drogas
de primeira escolha, no entanto a recidiva devido a resisténcia dos parasitas, e os efeitos
colaterais, ocasionadospela elevada toxicidade destes medicamentos tem revelado a
necessidade da busca pelo tratamento adequado das leishmanioses. Cramoll 1,4, uma lectina
extraida das sementes de Cratylia mollis, uma planta forrageira da familia das Leguminoseae
encontrada no sertdo do Nordeste brasileiro, em estudos anteriores tem demonstrado o seu
perfil biotecnol6gico, como propriedades antimicrobiana, antitumoral e antiparasitaria. Diante
das importantes aplicacdes bioldgicas de Cramoll 1,4 a presente pesquisa teve por objetivo
analisar os mecanismos de acdo desta lectina sobre L. amazonensis e L.chagasi. Os seguintes
testes foram realizados: Atividade leishmanicida, analise da citotoxidade, producéo de Oxido
Nitrico e anélise em microscopia eletronica de transmissdo. A atividade leishmanicidada de
Cramoll 1,4 foi determinada atraves da ICso que revelou a grande efetividade da lectina para
as formas promastigotas das duas espécies de Leishmania. Cramoll 1,4 ndo apresentou
citotoxidade frente as células de mamiferos, possuindo alto grau de seletividade para os
promastigotas. A lectina induziu a sintese de Oxido Nitrico (molécula importantissima para a
resposta imunoldgica as infec¢bes causadas por Leishmanias) por macréfagos, mostrando seu
perfil imunomodulatério. A analise por microscopia eletrdnica de transmissdo revelou
alteracOes severas causadas nos parasitas apos tratamentos com Cramoll 1,4, como mudangas
na morfologia, surgimento de vacuolos e desintegracdo das membranas celular e nuclear.
Estas alteragbes sdo compativeis com a perda de viabilidade e morte celular. Nossos
resultados sugerem a Lectina Cramoll 1,4 como agente promissor no desenvolvimento de
novo farmaco para o tratamento das leishmanioses visceral e tegumentar.

Palavras chave:Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi, Cramoll 1,4, Tratamento.



ABSTRACT

SILVA, Carina Helena.Evaluation of the action mechanisms of Cratylia mollis (Cramoll
1,4) lectin on Leishmania spp. 2014. Thesis (MA in Biology) — Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE, Recife, 2014.

Leishmaniasis is endemic diseases are serious public health problems may lead to extensive
morbidity and mortality. They are classified as cutaneous leishmaniasis (LT), and visceral
(VL), caused by protozoa of the genus Leishmania and Brazil the main species involved in its
spread are the Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi for LT and LV respectively.
Pentavalent antimonials are the drugs of first choice, however relapse due to parasite
resistance, and side effects caused by the high toxicity of these drugs has revealed the need to
search for the appropriate treatment of leishmaniasis. Cramoll 1.4, one extracted from the
seeds of Cratylia mollis, a forage plant of the family Leguminoseae found in the backwoods
of northeastern Brazil, previous studies have demonstrated its lectin biotechnological profile,
such as antimicrobial properties, antitumor, and antiparasitic. Given the important biological
applications Cramoll 1.4 this research was to analyze the mechanisms of action of this lectin
on L. amazonensis and L. chagasi. The following tests were performed on promastigote
parasites: leishmanicidal activity, analysis of cytotoxicity, production of Nitric Oxide and
analysis in transmission electron microscopy. The leishmanicidada activity Cramoll 1.4 was
determined by 1Cso, which revealed the great effectiveness of the lectin for promastigotes of
two species of Leishmania. Cramoll 1,4 front showed no cytotoxicity to mammalian cells
having a high degree of selectivity for promastigotes. The lectin induced the synthesis of
Nitric Oxide (molecule important for the immune response to infections caused by
Leishmania) by macrophages, showing their immunomodulatory profile. Analysis by
transmission electron microscopy revealed severe alterations caused in parasites after
treatment with Cramoll 1,4 as changes in morphology, appearance of vacuoles and
disintegration of cellular and nuclear membranes. These changes are consistent with the loss
of viability and cell death. Our results suggest Lectin Cramoll 1.4 as a promising agent in the
development of new drug for the treatment of leishmaniasis, visceral and cutaneous.

Keywords :Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi, Cramoll 1.4, Treatment.
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1 INTRODUCAO

O interesse na medicina moderna pelos compostos extraidos dos vegetais é crescente
ao longo dos anos, principalmente pela elevada incidéncia de efeitos colaterais, auséncia de
eficécia na terapéutica, os altos custos na sua producdo e o grande aumento na resisténcia as
drogas convencionais (BORGES; BAUTISTA; GUILERA, 2008; UPCROFT; UPCROFT,
2001).

Dentre os compostos produzidos pelas plantas destacam-se os metabdlitos primarios
que sdo essenciais a sua sobrevivéncia e desenvolvimento, dentre eles, estdo os acidos
nucleicos, carboidratos, lipideos e proteinas (VERPOORTE; MEMELINK, 2002). Algumas
destas proteinas, tais como as lectinas, estdo relacionadas com seus mecanismos de defesa,
uma vez que varias evidéncias demonstram a sua capacidade em desempenhar esse papel. As
lectinas se distribuem amplamente entre plantas, animais e microrganismos e sdo conhecidas
por sua capacidade em ligar-se especificamente a carboidratos presentes em superficies
celulares (CORREIA; COELHO, 1995; KAWAGISHI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2013;
SUN et al, 2007). As lectinas possuem importantes atividades, como inseticida,
antimicrobiana, antitumoral e antiviral (CARVALHO et al., 2012; DA SILVA; CORREIA,
2013; FANG, et al., 2010; NUNES et al., 2012; SA et al., 2009;SADEGHI, et al., 2008;
SWANSON et al., 2010).

As plantas constituem ricas fontes de lectinas e sua distribuicdo pode ocorrer nas
raizes, folhas, flores, frutos, sementes, tubérculos, bulbos, rizomas e entrecascas. Sementes de
Cratylia mollis Mart. ex. Benth contém lectinas e isoformas de lectinas denominadas Cramoll
(Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3, Cramoll 4 e Cramoll 1,4), e assim como as demais lectinas
possuem especificidade de ligacdo a determinado carboidrato ou glicoconjugado, Cramoll 1,4
é especifica pra glicose/manose (CORREIA; COELHO, 1995; PAIVA; COELHO, 1992).

Cramoll 1,4 (preparacGes contendo Cramoll 1 e Cramoll 4) vem sendo estudada
quanto as suas aplicacdes em ensaios biologicos, como reconhecimento diferencial do padrao
de glicosilacdo de ceélulas tumorais (DE LIMA et al., 2010) e atividade tripanocida
(FERNANDES et al., 2010). Estudos tém demonstrado o perfil imunomodulatério da Cramoll
1,4, como atividade mitogénica em linfécitos humanos, indugdo de citocinas e memoria
imunoldgica (MACIEL et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

As plantas e seus extratos sdo potentes agentes farmacéuticos que vém sendo
utilizados tradicionalmente por culturas nativas no tratamento de diversas doencas infecciosas
e parasitarias (OKIGBO; MMEKA, 2008; SANTORO et al., 2007). Dentre as principais
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doencas causadas por parasitas, estdo as leishmanioses, provocadas por protozoarios do
género Leishmania, que podem levar a altas taxas de mortalidade e morbidade, tornando-as
endémicas em paises subdesenvolvidos, constituindo serios problemas de saude publica
(FONSECA-SILVA et al., 2013; VENDRAMETTO; SANTOS; NAKAMURA, 2010).

As leishmanioses podem ser classificadas em cutanea ou tegumentar (LT) e visceral
(LV). A LT é constituida por papulas e Ulceras simples, geralmente Unicas, podendo ocorrer o
acometimento difuso de pele e mucosas ocasionando a Leishmaniose mucocutanea
(GONTNO; CARVALHO, 2003). Constitui um sério problema de saude publica em 88
paises, além de ser considerada pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), como uma das
seis doencas infecciosas mais importantes, pelo seu alto coeficiente de detecgéo e capacidade
de produzir deformidades (Organizacdo Mundial de Salide, 2010). Leishmania amazonensis,
um dos principais agentes causadores desta doenca, estd associada a leishmaniose tegumentar
no Brasil (BAILEY; LOCKWOOD, 2007).

A leishmaniose visceral é uma doenca crénica grave, potencialmente fatal, a qual se
caracteriza por febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia,
hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarreia, perda de peso e caquexia (GOTHO;
MELO, 2004). Leishmania chagasi € um dos principais agentes causadores da leishmaniose
visceral (LV) nas Ameéricas.

Diferentes fatores como o crescimento da populagdo, a imigracdo de pessoas nédo
imunes as areas endémicas, atividade de insetos flebotomineos infectados, presenca de tocas
de roedores, pessoas que sofrem de lesdes ou feridas crénicas, tém proporcionado um
ambiente adequado para a prevaléncia das leishmanioses em localizagBes especificas
(VALIZADEH et al., 2005; YAGHOOBI-ERSHADI et al., 2002).

As principais drogas utilizadas para o tratamento dos diferentes tipos de leishmanioses
desde o inicio do século passado sdo antimoniais pentavalentes, que induzem graves efeitos
colaterais devido a sua toxicidade (KEDZIERSKI et al., 2009; KHATAMI et al., 2007).

Diante do potencial biotecnoldgico da Cramoll 1,4 associado a necessidade para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das leishmanioses surge uma nova
perspectiva nesse sentido. A avaliacdo de seus efeitos sobre os parasitas e dos mecanismos
intracelulares envolvidos constitui um campo aberto. Tais aplicagdes representam um passo
fundamental para o uso de lectinas como novo farmaco, que implicard em ganhos sob o ponto

de vista cientifico, social e econémico.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20AO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20064628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20CV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20064628
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Auvaliar o efeito da lectina Cramoll 1,4 sobre Leishmania spp em ensaios in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter Cramoll 1,4 através de protocolo pré-estabelecido;

e Determinar a atividade bioldgica de Cramoll 1,4 sobre a viabilidade e proliferacdo das

formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi;

e Analisar o efeito de Cramoll 1,4 sobre a ultraestrutura da L. amazonensis e L. chagasi,

através de microscopia eletronica de transmiss&o;

e Auvaliar o efeito imunomodulatério de Cramoll, 1,4 sobre a produgdo de 6xido nitrico
em macrdfagos intraperitoneais.
e Avaliar o efeito citotoxico e seletividade de Cramoll 1,4 frente a macréfagos

intraperitoneais e L. chagasi e L. amazonensis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Leishmania spp

Os parasitas do  género Leishmania sdo protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, caracterizados principalmente pela presenca de
uma Unica mitocondria diferenciada, rica em DNA (kDNA), chamada cinetoplasto. Ao
contrario de qualquer outro tipo de DNA na natureza, KDNA esta organizado de uma rede
Unica gigante de anéis entrelacados. Estes parasitas sdo causadores das infeccdes
denominadas leishmanioses, transmitidas através da picada de insetos flebotomineos
(RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990). Mais de 20 espécies de Leishmania sdo conhecidas
por causar doencgas em seres humanos (KAYE; SCOTT, 2011).

As Leishmanias possuem um ciclo de vida digenético (heteroxénico), vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, sendo estes, responsaveis pela
transmissdo dos parasitas de um mamifero a outro (figura 1). Nos mamiferos, incluindo o
homem, os parasitas assumem a forma amastigota, arredondada e imdvel, que se multiplica
obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario, principalmente
macrdfagos. A medida que as formas amastigotas vdo se multiplicando, os macréfagos se
rompem liberando parasitas que sdo fagocitados por outros macrofagos. Nos flebotomineos as
Leishmanias vivem no meio extracelular, na luz do trato digestivo, livres ou ligados a
microvilosidades. Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto sanguineo, se
diferenciam em formas flageladas, denominadas promastigotas, morfolégica e
bioquimicamente distintas das amastigotas, sendo posteriormente inoculadas na pele dos
mamiferos durante a picada (SELVAPANDIYAN, et al., 2012; WALTERS, 1993).

Insetos do género Lutzomyia sdo 0s responsaveis pela transmissdo das leishmanioses
nas Ameéricas, existindo 350 espécies catalogadas, distribuidas desde o sul do Canada até o
norte da Argentina. Destas, pelo menos 200 ocorrem na bacia amazénica (GILL et al., 2003).

No Brasil os mais importantes reservatérios animais sdo o cdo (Canis familiaris) e a
rapousa (Dusycion vetulos), que agem como mantenedores do ciclo da doenga. O homem
pode ser fonte de infeccéo, sobretudo quando a leishmaniose incide sob a forma de epidemia
(FUNDACAO DE VIGILANCIA EM SAUDE DO AMAZONAS, 2010).

Apos a inoculagdo dos parasitas no hospedeiro, macréfagos e células dendriticas
presentes na derme e epiderme sdo capazes de internaliza-los, podendo apresentar aos

linfocitos T CD4+ Thl os antigenos contra Leishmania que foram destruidas. Estes por sua


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Popper%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2170165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wirth%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2170165
http://www.hindawi.com/31049842/
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vez, irdo induzir a producdo de citocinas com padrdo inflamatério (IL-2, 1L-12, TNF-a. , INF-
v) levando a ativacdo de macrdfagos e destruicdo dos parasitas (GOLLOB, 2008). Esta via de
ativacdo geralmente leva a um processo inflamatério intenso e posterior resolucdo do
processo infeccioso (HERNANDEZ , 2006). Por outro lado, se a resposta for do padrdo T
CD4+ Th2 com a producdo de interleucinas IL-4, IL-5 e IL-10 haverd uma inibicdo da
ativacdo dos macrofagos e da producéo de IL-12, o que permitira que a Leishmania escape do
local de inoculagéo e ocorra a disseminagéo local ocasionando a leishmaniose tegumentar do

tipo difusa, ou para outros 6rgéos, gerando a leishmaniose visceral (COSTA, 2011).

Figura 1 - Ciclo biolégico da Leishmania spp

Fonte: http://dpd.cdc.gov (adaptado)

(1) Flebotomineo faz repasto sanguineo (injeta promastigota);

(2) Promastigotas sdo fagocitados por macrofagos;

(3) Promastigotas sdo transformados em amastigotas dentro dos macrofagos;

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

(6) Ingestdo de células parasitadas;

(7) Amastigotas transformam-se em promastigotas no intestino médio do inseto;

(8) Divisdo binaria e migracdo para a probdcide do inseto.


http://dpd.cdc.gov/
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3.2 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo antropozoonozes classificadas em: leishmaniose cutanea ou tegumentar
(LT) e leishmaniose visceral (LV) (PIMENTEL et al., 2012). A sua epidemiologia e seus
aspectos clinicos sdo altamente variaveis, devido a interacdo de varios fatores relacionados
aos parasitas, especialmente a espécie de Leishmania envolvida, além dos vetores,
hospedeiros vertebrados e do ambiente (GONTIJO; MELO, 2004).

3.2.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

LT é uma das infeccBes dermatologicas que mais merece atencdo devido a sua
magnitude e riscos de deformidades, podendo ter repercussdes psicologicas e reflexos no
campo social dos individuos. Os principais sinais clinicos da leishmaniose tegumentar séo a
presenca de Ulceras cutaneas, com fundo granuloso e bordas infiltradas em molduras. Na
realidade a LT produz um amplo espectro de lesdes, o que torna o diagnostico clinico nem
sempre simples ou imediato. As lesdes exclusivamente na pele se iniciam no ponto de
inoculacdo das promastigotas infectantes, através da picada do vetor (Figura 2). A LT ainda
pode apresentar-se na forma mucocuténea, que neste caso € frequente a presenca de Ulcera na
mucosa nasal, com ou sem perfuracdo, ou perda do septo nasal, podendo atingir labios, palato
e nasofaringe (Figura 3). Estas lesGes sdo geralmente vistas meses ou anos apds o primeiro
episddio da leishmaniose cutanea, quando os macr6fagos damucosa naso-orofaringe tornam-
se infectados (CHAPPUIS et al., 2007; FUNDACAO DE VIGILANCIA EM SAUDE DO
AMAZONAS, 2010). Outra forma da doenca é a Leishmaniose cutanea difusa (Figura 4) que
embora apresente poucos casos no Brasil, constitui-se a forma mais grave e severa da LT, em
qgue os principais sintomas sdo linfoadenomegalia palpavel, deformidades Osseas, lesdes

cutaneas em membros inferiores e superiores, tronco e face (COSTA et al., 2009).

Na América Latina as principais espécies causadoras da LT sdo a Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis (GOTO; LINDOSO, 2010).

A LT é amplamente distribuida, cerca de um terco dos casos ocorrem em cada uma
das trés regides: Américas, bacia do Mediterraneo e Asia ocidental do Oriente Médio para a
Asia Central. Os dez paises com as maiores contagens de casos estimados sio Afeganistdo,
Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, juntos sdo
responsaveis por 70 a 75 % da incidéncia global de LT (ALVAR et al., 2012).
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Sao crescentes os casos de LT no Brasil e no mundo, no ano de 2009 foram
notificados 23.399 casos confirmados, sendo 94,1% casos novos e 4,6% recidivas. Com
relacdo as manifestacfes clinicas, 93,7% dos casos apresentaram forma clinica cutanea e
6,2%, manifestacdo clinica mucosa (PELISSARI; CECHINEL; SOUSA-GOMES, 2011).

Figura 2 —Casos de Leishmaniose Cutanea

Fonte: http://www.issoe.com/blog

Les0es ulcerosas causadas por Leishmaniose Tegumentar (cutanea).

Figura 3 — Caso de Leishmaniose Mucocutanea

B B ..

Fonte: VELOSO, et al., 2006
A-Destruicdo total da cartilagem nasal com extencdo da lesdo ao l&bio superior. Les6es Infiltradas e ulceradas na
regido malar esquerda em diferentes estagios evolutivos.B - Ulceragdes com abundante secrecdo purulenta e

necrose na regido malar esquerda e Iabio superior. Corroido em infiltrada lesdo na mucosa do palato duro.

Figura 4 - Casos de Leishmaniose Cutanea Difusa

Fonte: COSTA, et al., 2009.

A - Lesbes do tipo polipoide na base da orelha esquerda, associado a placa infiltrada com exulceragdo no
contorno da orelha. Lesdo do tipo tubérculo na asa do nariz esquerdo. B - Lesdes do tipo placas infiltrativas,
algumas com exulceracdo comprometendo as pernas direita e esquerda. Lesdo do tipo tubérculo com exulceracdo

localizada no joelho esquerdo.
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3.3.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

Leishmania chagasi é o agente etioldgico da leishmaniose visceral encontrado nas
Ameéricas e consequentemente no Brasil. Ha controvérsias em relacdo a classificacdo de L.
chagasi e Leishmania infantum, pois muitos afirmam se tratarem da mesma espécie, uma vez
que causam Leishmaniose Visceral tanto em humanos quanto em animais. Por outro lado, a
Leishmania donovani é responsavel pela infeccdo apenas em humanos (GONTIJO; MELO,
2004; LUKES et al., 2007; PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001).

Os primeiros casos de LV aconteceram na india no ano de 1885 e, somente em 1903,
William Boog Leishman e Charles Donovan descreveram o agente causador desta doenca,
associoando-o as formas de Trypanosoma (LEISHMAN, 1903).

Existem dois tipos de LV, que diferem nas suas caracteristicas de transmissdo: LV
zoondGtica que € transmitida do animal ao vetor, e do vetor ao ser humano e LV antropondtica,
transmitido do ser humano para vetor, e deste para o ser humano. No primeiro caso, 0s seres
humanos sdo hospedeiros ocasionais, enquanto que os animais, principalmente cées, sdo o
reservatorio do parasita. LV zoondtica é encontrada em areas de transmissao pelo parasita L.
infantum. Enquanto a LV antroponotica é encontrada em areas de transmisséo de L. donovani
e L. chagasi (ALVARet al., 2004).0 céo doméstico & um elemento de extrema importancia no
ciclo epidemioldgico da LV, uma vez que age como hospedeiro do parasita, sendo, portanto,
um dos alvos para as estratégias de controle (SILVA, 2007).

Apbs a infeccdo pelos flebdtomos, os parasitas se disseminam através do sistema
linfatico e vascular e infectam mondcitos e macréfagos do sistema reticulo-endotelial,
resultando na infiltracdo na medula dssea, causando hepatoesplenomegalia e, por vezes,
linfonodos aumentados (linfadenopatia) (Figura 5). E importante ressaltar que a infeccdo nem
sempre condiz com a doenca clinica. A propor¢do de infeccdes assintomaticas incidentes a
casos clinicos varia (CHAPPUIS et al., 2007; MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000).

A transmissdo da LV era inicialmente silvestre, ou concentrada em pequenas
localidades rurais. No entanto, desde a década de 1980 a doenca se tornou endémica e
epidémica em centros urbanos de médio porte e grandes cidades brasileiras, em éarea
domiciliar e peridomiciliar,e cada vez mais, ela vem se urbanizando de forma crescente e
novas epidemias ocorrem mesmo com as tentativas de avancos nas estratégias de controle
(FUNDACAO DE VIGILANCIA EM SAUDE DO AMAZONAS, 2010).

No Brasil a doenga comecou a ter notificagdo obrigatdria em 1978 e no ano de 2009,

20 estados brasileiros ja haviam registrado casos de leishmaniose visceral (ALVES, 2009).
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No periodo de 1980 a 2004, foram registradas no Brasil 57.766 casos de LV, com
2.911 obitos. Na década de 1990, apenas 10% dos casos relatados ocorreram fora da Regido
Nordeste, no entanto nos anos de 2000-2004 mais de 30% dos casos foram notificados nas
regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste do pais (WERNECK, 2008).

De acordo com o sistema de informacédo de agravos de notificacdo (Sinan) a média de

casos de LV no periodo de 2005 a 2009 foi de 3.679 casos por ano, com uma taxa de
letalidade de 5,8% em 2009 (PELISSARI; CECHINEL; SOUSA-GOMES, 2011). Mais de
90% dos casos de LV globais ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sudo,
Sud&o do Sul, Brasil e Etiépia (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2010) e, cerca
de 0,2 a 0,4 milhdes de casos de LV ocorre a cada ano (ALVAR, et al., 2012). A LV é uma
doenca cronica e sistémica e que quando ndo tratada, pode evoluir para o 6bito em mais de
90% dos casos. Os sinais clinicos mais comuns sdo apatia e emagrecimento (SILVA, et al.,
2001).
A ocorréncia da doenga em uma determinada area depende basicamente da presenca do vetor
susceptivel e de um hospedeiro/reservatdrio igualmente susceptivel. A possibilidade de que o
homem, principalmente criancas desnutridas, venha em alguns casos a ser fonte de infeccédo
pode conduzir a um aumento na complexidade da transmissédo da LV. (GONTIJO; MELDO,
2004).

Figura 5 — Caso de Leishmaniose Visceral

Fonte: http://portalamazonia.globo.com

Crianga com quadro avancado de Leishmaniose Visceral com aumento significativo do abdome (bago e figado).

3.4 TRATAMENTO PARA AS LEISHMANIOSES

Na realidade nacional e estadual, as LT e LV representam sérios problemas de salde

publica, com o aumento do nimero de casos, sendo o tratamento a grande arma no combate a
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infecgdo, devido a complexidade de sua epidemiologia. Por outro lado, as leishmanioses s&o
doencas negligenciadas, e o investimento em seu tratamento é desprezivel. Além do
tratamento, torna-se necessario e de fundamental importancia o estudo da populacdo afetada
em nosso pais para o estabelecimento de medidas eficazes de controle da doenca (DE LIMA
etal., 2007; GONTHO; CARVALHO, 2003).

Antimoniais pentavalentes sdo as drogas de primeira escolha para o tratamento de
todas as formas clinicas de leishmanioses. A dosagem recomendada varia de 10-20 mg/kg/dia
por um periodo minimo de 20 dias (HERWALDT; BERMAN, 1992; KEDZIERSKI et al,
2009; KHATAMI et al, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Em virtude da sua maior
toxicidade, a anfotericina B e pentamidina sdo medicamentos de segunda escolha,
recomendados em casos de contra-indicacdo, intolerancia ou resisténcia aos antimoniais
pentavalentes (BERMAN, 1988; DE LIMA et al., 2007).

Nos Estados Unidos da América, estibogluconato de sodio (SGS), disponivel a partir
dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, Atlanta,Gedrgia) ou Centro Médico
do Exeército Walter Reed (WRAMC; Washington, DC), é recomendado por via
intravenosanuma dosagem de 20 mg/kg/dia durante 20 dias. Em estudos com a droga com
voluntarios militares dos EUA, foi registrado, artralgias e mialgias em 58% dos voluntarios,
pancreatite em 97%, niveis elevados de transaminases no figado em 67% e erup¢do cutanea
em 9%, sendo necesssaria ainterrupcdo do tratamento (ARONSON; WORTMANN;
JOHNSON, 1998).

O Ministério da Saude do Brasil, em 1996 importou 0 SGS de fabricacao chinesa, para
o0 tratamento da LT, porém o SGS causou manifestacdes de: dor abdominal, elevacdo dos
niveis séricos de amilase, cefaleia, mialgia/artralgia, anorexia e exantema maculopapular
extenso grave, artralgia grave, extrassistoles bigeminadas, polimorfas e polifocais, levando a
interrupcado do tratamento (ARONSON; WORTMANN; JOHNSON, 1998).

O tratamento para as leishmanioses ¢ um desafio porque as drogas disponiveis
apresentam elevada toxicidade, e nenhuma delas € bastante eficaz. Além disso, a recidiva, a
falha terapéutica em pacientes imunodeprimidos e a resisténcia ao tratamento sdo fatores que
motivam a busca de uma droga ideal que estabele¢a uma via alternativa para o tratamento das
leishmanioses (DE LIMA et al., 2007).

3.5 PLANTAS MEDICINAIS
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O Brasil é um pais com grande diversidade genética vegetal, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO; SILVA, 2006). As plantas sdo importantes fontes
de descoberta de drogas, principalmente no que diz respeito a drogas antiparasitarias, devido a
associacdo entre a coexisténcia dos parasitas, seres vivos e plantas medicinais (ANTHONY;
FYFE; SMITH, 2005). Neste ambito sdo crescentes os estudos dos extratos e compostos
obtidos dos vegetais. As plantas tornaram-se importantes fontes de produtos naturais
biologicamente ativos; 25% dos medicamentos do mercado farmacéutico possuem extratos
em sua composicao, alguns dos quais tém sido usados como matéria-prima de drogas semis-
sintéticas (BERGMANN; COSTA; MORAES, 1997; RONDON et al., 2012).

Testes utilizando o extrato bruto de Bixa orellana (urucum) demonstrou atividade in
vitro frente L. amazonensis e L. chagasi (BRAGA et al., 2007). Geranilgeraniol um
compostos extraido da B. orellana induziu altera¢es no potencial da membrana mitocondrial
e a fragmentacdo do DNA de L. amazonensis, assim como alteracoes semelhantes em
Tripanossoma cruzi (LOPES et al., 2012).

Alcal6ides quinolinicos di-substituidos da Galipea longiflora, apresentaram efeito
leishmanicida em infeccdes causadas por L. amazonensis e L. venezuelensis (FOURNET et
al., 1993).

Compostos com capacidade imunomoduladora tem sido alvo de estudos na busca de
tratamento adequado para doengas como as leishmanioses. Extratos de plantas como
Kalanchoe pinata e Solanum lyratum thunb induzem o aumento da producdo de 6xido nitrico
por macréfagos (BERGMANN et al., 1997; KIM et al., 1999; KUMAR et al., 2012, 2011).

Testes revelaram que o flavonoide quercetina induziu a producdo de espécies reativas
de oxigénio em macrofagos infectados por formas amastigotas de L. amazonensis, reduzindo
assim o indice de infeccdo (FONSECA-SILVA et al., 2013).

Lectina extraida do latex de Synadenium carinatum foi capaz de induzir um efeito
protetor em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e tratados com aquela
molécula (AFONSO-CARDOSO et al., 2007).

Pesquisas realizadas com lectinas extraidas de Ricinus Communis revelou ainibi¢do da
aglutinacdo de Leishmania brasiliensis, o0 inverso ocorreu com 0 parasita na presenca da
lectina obtida da Canavalia ensiformis (DAWIDOWICZ; HERNANDEZ; INFANTE, 1985).

3.6 LECTINAS



26

O termo “lectina” (do latim lectus, significa selecionado, escolhido) foi proposto para
designar um grupo de proteinas que apresentava a caracteristica comum de seletividade na
interacdo com carboidratos (BOYD; SHAPLEIGH, 1954). O termo aglutinina é usado como
sinbnimo para lectina, em referéncia a habilidade de aglutinar eritrocitos ou outras células
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Segundo De-Simone; Netto; Silva, (2006) as lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas
que se ligam reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados. Possuem dois ou mais sitios
de ligacdo para carboidrato promovendo aglutinacdo de células animais e de plantas e,
precipitacdo de polissacarideos, glicoproteinas, peptidoglicanos, &cido teicdico,
glicofosfolipidios, dentre outros. Sua especificidade é definida pelo monossacarideo ou
oligossacarideo que inibe as reacdes de precipitacdo ou aglutinacdo induzidas por lectinas
(KOMPELLA; LEE, 2001).

S&o encontradas na natureza e séo purificadas a partir de diferentes organismos como
animais, fungos, plantas, principalmente em sementes de leguminosas. Por outro lado, as
lectinas podem ser produzidas por técnicas de recombinacdo de DNA (LAM; NG, 2011). Séo
as unicas proteinas da planta capazes de reconhecerem e se ligarem a glicoconjugados de
outros organismos, como o0s presentes na superficie de microrganismos (bactérias e fungos)
ou expostos no trato intestinal de insetos e mamiferos herbivoros. Além disso, as lectinas
acumulam-se nas partes da planta mais suscetiveis ao ataque de organismos e que também sdo
imprescindiveis para a sobrevivéncia individual e da espécie, como as sementes (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995).

As lectinas se ligam de modo seletivo a carboidratos por diversas interages quimicas
fracas (SHARMA,; SUROLIA, 1997), as quais aumentam tanto a afinidade como a
especificidade através de subsitios e subunidades. Esta ligacdo ao carboidrato é fundamental
para a atividade biologica (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). A hidrofobicidade é a
principal forca de interacdo entre lectinas e carboidratos, através de sitios de ligacdo a
carboidratos e com proteinas, ou outras substancias também através dos chamados sitios
hidrofobicos (BARONDES, 1988).

Devido essa capacidade de reconhecimento a carboidratos, as lectinas sédo usadas
como ferramentas para a investigacdo funcional e estrutural de carboidratos complexos,
especialmente para a analise de mudancas que ocorrem nas proteinas da superficie celular,
monossacarideos, oligossacarideos ou glicoproteinas, ou por ensaios de precipitagdo de
moléculas glicidicas (CARVALHO et al., 2011; SHARON; LIS, 1990).

Diferentes propriedades das lectinas possibilitam suas diversas aplicagcdes em sistemas
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bioldgicos, como a avaliacdo de superficies celulares e tipagem sangiinea (LAM; NG, 2011;
MO; WINTER; GOLDESTEIN, 2000; YANG; BUCK; WIDMER 2010).

As lectinas podem ser encontradas em diferentes partes das células, e sua localizagédo
reflete a sua diversidade funcional. Lectinas endégenas atuam em varios processos bioldgicos,
como, reconhecimento célula-célula, interacdo célula matriz extracelular, fertilizac&o,
desenvolvimento embrionario, crescimento, diferenciacdo, sinalizacdo, adesdo e migragéo
celular, apoptose, imunomodulacéo e inflamacéo, interacdo patdgeno hospedeiro, dobramento
e enderecamento de glicoproteinas, inducdo mitogénica e homeostase (GHAZARIAN;
IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Importantes atividades das lectinas como, inseticida pode ser utilizida para o controle
de agentes patogénicos aumentando a mortalidade ou retardando o desenvolvimento de
insetos (LAM; NG, 2011). Quando incorporadas em dieta artificial, a lectina de Arisaema
jacquemontii interferiu no desenvolvimento de larvas de Bactrocera cucurbitae (KAUR et al.,
2006). Estudos relatam o potencial embriotdxico, artemicida, antimicrobiano e indutor de
apoptose em células tumorais de algumas lectinas em diferentes tipos celulares. (DA SILVA,
CORREIA, 2014; FERREIRA et al., 2013; FREITAS et al., 2012; HASEGAWA et al., 2000).
Lectinas purificadas a partir de Musa acuminata inibiram a replicagdo do virus da imuno
deficiéncia Humana - HIV (SWANSON et al., 2010).

Dentre as lectinas de origem vegetal com potencial biolégico destaca-se a Cramoll 1,4
extraida das sementes de Cratylia mollis (CORREIA; COELHO, 1995). Importantes
atividades bioldgicas como antiparasita ja foram demonstradas utilizando-se esta lectina.
Cramoll 1,4 provocou a morte celular por necrose em formas epimastigotas de
Tripanossomatideos Tripanossoma cruzy, agente causador da doenca de Chagas
(FERNANDES et al., 2010).

3.7CRAMOLL 14

Cratylia mollis ¢ uma forrageira nativa do Semiarido do Nordeste do Brasil,
popularmente conhecida como feijao camaratu ou camaratuba (Figura 8a), pertencente a
mesma familia Leguminosae e subtribo Diocleinae da Canavalia ensiformis conhecida como
feijdo de porco, da qual é extraida a lectina Concanavalina A (Con A). Das sementes (Figura
8b) de C. mollis séo purificadas as quatro isoformas da lectina Cramoll: Cramoll 1, Cramoll 2,
Cramoll 3 e Cramoll 4. Cramoll 1,4 é uma preparagdo contendo as isoformas Cramoll 1 e
Cramoll 4 (CORREIA; COELHO, 1995; PAIVA; COELHO, 1992).
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Figura 7 — Cratylia mollis e sementes

Embora nenhum estudo sobre a biossintese de Cramoll 1,4 tenha sido realizado,
evidéncias sugerem que essa lectina é processada pés-traducionalmente de maneira similar as
lectinas de leguminosas da subtribo Diocleinae. Uma vez que, analises ultraestruturais
associadas a marcacfes imunocitoquimicas mostraram que ela é encontrada no interior de
corpos proteicos no cotilédone de sementes de C. mollis (SANTOS; PEIXOTO; COELHO,
2004), mesmo local onde a Con A assume sua conformagdo madura em sementes de
Canavalia ensiformis. Cramoll e Con A apresentam 82% de homologia em sequéncia de
aminoacidos com grande similaridade em sua estrutura terciaria e quaternaria (SOUZA et al.,
2003), o que justifica a mesma especificidade monossacaridica para glicose e manose exibida
por ambas lectinas (CORREIA; COELHO, 1995; SOUZA et al., 2003).

Frente as aplicacbes da Cramoll 1,4, destacam-se: a) forte ligacdo para tecidos
humanos com cancer, particularmente para aqueles de glandulas mamarias, utero e cérebro
(BELTRAO et al., 1998). b) 41% de inibicdo tumoral (sarcoma 180) quando aplicada na
forma livre; encapsulada em lipossomas esta atividade aumentou para cerca de 80%, além de
eliminar efeitos hepatotoxicos provocados pela lectina livre (ANDRADE et al., 2004); c)
potencial biomarcador de cancer de prostata (DE LIMA et al., 2010), d) indutor in vitro de
citocinas pertencente a via imune Thl classica em esplendcitos de ratos (MELO et al., 2010);
e) induzor in vitro a produgédo das citocinas IL-6, IL-17A, IL- 22 e IL-23, sobresaindo a
producdo induzida pela lectina ConA, a mais utilizada comercialmente (OLIVEIRA et al.,
2013). f) geracdo de memoria imunoldgica por reinduzir a estimulagdo de linfocitos
(OLIVEIRAet al., 2013).g) atividade anti-helmintica em camundongos infectados por
Schistosoma mansoni (MELO et al., 2011).

Tendo em vista que pesquisas utilizando a lectina extraidadas sementes de C. mollis,
apresentam vérias aplicaces bioldgicas, sendo de facil obtencdo, justificando estudos mais

aprofundados sobre esta molécula e sua possivel aplicacdo no tratamento das leishmanioses.
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LEISHMANICIDAL ACTIVITY IN VITRO LECTIN Cratylia mollis— CRAMOLL 1,4

Leishmaniasis are infections caused by protozoa of the genus Leishmania. They are classified
as cutaneous (LT) and visceral (VL) leishmaniasis. Pentavalent antimonials are the drugs of
first choice for treatment. However, cytotoxic effects have made impossible their use and
stimulated the search for an ideal drug. The present study objetived to analyze the biological
activity of lectin Cratylia mollis - Cramoll 1.4 on promastigotes of Leishmania amazonensis
and Leishmania chagasi, causing species of the LT and LV respectively, and their possible
effects on macrophages. 1.4 Cramoll inhibited the growth of Leishmania ICsy of 6.9 mg / ml
for L. amazonensis 7, 19 mg / ml for L. chagasi. Showed no toxicity in macrophages and
induced NO synthesis in all concentrations. The lectin caused severe alterations in the
morphology of the parasites that are signs of cellular infeasibility. Cramoll 1.4 showed up as
potential new drug candidate for the proper treatment of leishmaniasis.

Key-words: Leishmania chagasi; Leishmania amazonensis; Cramoll 1,4.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo infeccBes causadas por vérias espécies de protozoarios do género
Leishmania, pertencentes a familia Tripanosomatidae. Transmitidas através da picada de
insetos flebotomineos. Ocorrem comum espectro de sintomas clinicos, que s&o normalmente
divididos em leishmaniose tegumentar (LT) e visceral (VL).! S&o doencas endémica e
constituem sérios problemas de salde publica, ameacando cerca de 350 milhdes de pessoas
em mais de 90 paises.

Na leishmaniose tegumentar o paciente geralmente apresenta-se com uma ou varias ulceras ou
nodulos na pele. Esta doenca pode apresentar-se nas formas cutanea localizada (LC), cutanea
disseminada (LD), cutanea difusa (LCD) e mucosa (LM), com ou sem lesdes na pele. As
principais espécies que causam a doenca no Brasil sdo: Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis.>*A leishmaniose
visceral € uma doenga grave que acomete as visceras, podendo ser fatal se ndo tratada ou
tratada de forma inadequada, pois o hospedeiro falha em apresentar uma resposta protetora
eficiente contra o parasita. Nas Américas, a Leishmania chagasi é a espécie comumente
envolvida em sua transmiss&o.® Apés um periodo de incubacio que dura geralmente entre 2 e
6 meses, 0S pacientes apresentam sinais e sintomas de infeccdo sistémica persistente
(incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e perda de peso) e invasdo do parasita no
sistema reticulo-endotelial ~ (sistema fagocitico geral), tal como aumento dos ganglios
linfaticos, baco e figado.’
Antimoniais pentavalentes sdo as drogas de primeira linha para o tratamento de todos as
formas clinicas de leishmanioses. A dosagem recomendada varia de 10-20 mg/kg/dia por um
periodo minimo de 20 dias.®® No entanto em vaérias regides endémicas, como a india tem sido
registrada a ineficdcia, devido a resisténcia as drogas pentavalentes através do
desenvolvimento de parasitas resistentes aos medicamentos.” O tratamento para as
leishmanioses € um desafio porque as drogas disponiveis apresentam elevada toxicidade, e
nenhuma delas e bastante eficaz. A recidiva, a falha terapéutica, sobretudo em pacientes
imunodeprimidos e a resisténcia ao tratamento sdo fatores que motivam a busca de uma droga
ideal.*°

Estudos utilizando extratos e compostos purificados obtidos de plantas apresentaram
atividades antiprotozoarios significativas sem efeitos colaterais.'* Cratylia mollis,uma planta
nativa, perene da Regido Semi-Arida do sertdo do estado de Pernambuco pertencente a

familia Leguminosae, popularmente conhecida como feijdo camaratuba ou camaratl possui
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em suas sementes quatro isoformas da lectina Cramoll (Cramoll 1, Cramol 2, Cramoll 3 e
Cramoll 4).*2%3

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, encontardas em plantas animais e microrganismos
que possui pelo menos uma exposicdo de dominio de ligacdo reversivel, ndo catalitica aos
monossacaridos ou oligossacaridos especificos. Podem ligar-se as por¢des de hidrato de
carbono na superficie de eritrdcitos e aglutinar as hemécias, sem alterar as propriedades destes
carboidratos.** A ligacdo de lectinas a oligossacaridos sobre a membrana da célula para
algumas aplicacdes especificas parece mediar a morte celular.*>*® Estudos com Cramoll 1,4
(preparacdes contendo as isoformas 1 e 4) revelou como potente agente antiparasitario contra
Tripanossomacruzi.’” Em virtude da necessidade de desenvolvimento de novos farmacos
alternativos para o tratamento adequado das leishmanioses e as aplicacBes biotecnoldgicas de
Cramoll 1,4, a presente pesquisa teve por objetivo analisar a atividade bioldgica desta lectina

sobre L. amazonensis e L. chagasi e seus possiveis efeitos em células de mamiferos.

PARTE EXPERIMENTAL
1 Obtencéo e purificacdo da lectina Camoll 1,4

As sementes de C. mollis foram coletadas na cidade de Ibimirim, no estado de Pernambuco -
Brasil. O extrato das semente(10% p/v em NaCl 0,15 M) foi fracionado com sulfato de
amonio (40-60%) e, em seguida, Cramoll 1,4 foi purificada por cromatografia de afinidade
em coluna de Sephadex G-75. Cramoll1, 4 foi eluida comglicose 0,3 M em NaCl 0,15 M *,

2 Parasitas

Formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi foram cedidas gentilmente pelo Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes — Fundacdo Oswaldo Cruz e mantidas em meio Schneiders
(Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino a 28 °C em estufa. Para os

experimentos foram utilizados parasitas na fase log de crescimento (3 dias).

3 Atividade leishmanicida de Cramoll 1,4
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Culturas de promastigotas contendo 2 x 10° parasitas/mL foram incubadas a 28°C na auséncia
ou presenca de diferentes concentragdes (60 - 3,25 pg/mL) da lectina. O crescimento celular
foi avaliado durante 3 dias por contagem direta em camara de Neubauer. O parametro para
estimar a inibicdo do crescimento foi a 1Cso, 0 qual corresponde a concentra¢do da droga
capaz de inibir em 50 % a proliferacdo dos parasitas, apos 48 h de tratamento. Para cada
experimento, foram realizados trés ensaios independentes em triplicata.?® As anélises de
regressdo linear para a determinacdo da ICsy foram obtidas com auxilio do programa SPSS
18.0 (IBM Co., Nova lorque, EUA) para Windows.

4 Citotoxidade em células de mamiferos

A andlise de citotoxidade foi avaliada através da técnica de MTT (Brometo-3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio) [21]. Brevemente, macrofagos intraperitoneais
obtidos de camundongo BALBI/c, tratados com cramoll 1,4 foram lavados, e incubados em
meio de cultura contendo 10% de MTT por 16 horas. Em seguida, os pellets foram
solubilizados em DMSO e transferidos para microplacas. O precipitado derivado da redugéo
do MTT foi determinado espectofotometricamente a 570nm. Pocgos contendo apenas MTT e
DMSO serviram como controle da reacdo.Foram realizados trés ensaios independentes em
quadruplicata. A seletividade de Cramoll 1,4 foi analisada para indicar o quanto a lectina é
mais toxica para os parasita e ndo para os macréfagos. O célculo do indice de seletividade (1S)
foi expresso pela razdo entre a CCsy (Concentracdo Citotdxica em 50% das células de

mamiferos) e a ICs.

5 Producdo de Oxido nitrico

A concentracdo de nitrito (NO,) estavel, como produto final da geracdo de éxido nitrico (NO)
por macréfagos infectados com L. amazonensis e L. chagasi e tratados com Cramoll 1,4 foi
determinada com base na reacio de Griess.?> A concentragdo variou de 0 & 250 pg/mL. A
absorbancia foi medida a 490 nm em leitor de ELISA Benchmark plus (Bio-Rad®, Califérnia,
EUA). O Nitrito (umol/10° células) foi quantificado por extrapolagdo da curva padréo de
nitrito de sédio em cada experimento. Foram realizados trés ensaios independentes em

quadruplicata.
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6 Analise ultraestrutural

Nos tempos determinados, as formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi apos
tratamento com a ICsp € 2 X ICs0 de Cramoll 1,4 foram centrifugadas por 10 min a 500 x g e
lavadas 2 vezes com PBS. A fixacdo foi realizada atraves de uma solucdo de 2,5%
Glutaraldeido, 4% Paraformaldeido em cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7.2 durante 60 min a 4
°C. Ap0s trés lavagens com o0 mesmo tampéo, as amostras foram pos-fixadas no escuro por 1
h em uma solucéo contendo 1% OsO,, 0,8% ferricianeto de potassio, 5 mM CaCl, em tampéo
cacodilato 0,1M, e entéo desidratadas em baterias crescentes de acetona e incluidas em resina
Polybed 812. Cortes ultrafinos obtidos foram contrastados em acetato de uranila e citrato de

chumbo, e examinados ao microscépio eletronico de transmissdo (MET).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Atividade leishmanicida sobre promastigotas

A incubacdo das formas promastigotas de L. amozonensis e L. chagasi na presenca de
Cramoll 1,4 inibiu de maneira significativa e dose-dependente da Cramoll 1,4 o seu
crescimento com o valor da 1Cso = 6,9 e 7,19 pg/mL, respectivamente. A lectina Cramoll 1,4
foi capaz de inibir em 100% o crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis e L.
chagasi a partir da concentra¢ao de 30 pg/mL e 60 pg/mL, respectivamente [Ver FIGURA 1
e 2]. A proliferacdo de promastigotas foi inibida significativamente em baixas concentrages
da lectina, com baixo valor de ICsy quando comparados com outros compostos de origem
protéica e peptidica como Spinigerin, um peptideo da imunidade inata de organismos
pluricelulares com atividade antimicrobiana, que apresentou ICso de 150 pg/ml.?®

Pesquisas anteriores ja demonstraram a atividade leishmanicida de compostos extraidos de
vegetais, como o parcial efeito protetor da lectina extraida do latex de Synadenium carinatum
(SCLL), em camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis e imunizados com SCLL,
reduzindo também a carga parasitaria.?* Um estudo com promastigotas de L. amazonensis
incubados na presenca de 0leo essencial de Vanillosmopsis arborea e seu principal composto,
a-bisabolol, inibiu o crescimento do parasita com os valores 1Cso/24h de 7,35 e 4,95 pg/ml,
respectivamente.?® Epimastigotas de T. cruzi quando incubados na presenca de Cramoll 1,4

sofreram inibic&o na proliferacdo e sobrevivéncia, com uma insuficiéncia dose-dependente de
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viabilidade celular na concentragdo de 20 pg/mL de Cramoll 1,4, atingindo nesta
concentracdo uma reducdo maxima de 60% mediante o tratamento, devido a indugdo de morte
celular por necrose.’” Nossos resultados sugerem que Cramoll 1,4 é muito mais efetiva para
Leishmanias, atingindo inibicdo de até 100% nas formas promastigotas de L. amazonensis e

L. chagasi.

2 Citotoxidade em células de mamiferos

A lectina Cramoll 1,4 ndo apresentou citotoxicidade sobre as células de mamiferos -
macrofagos (CC50> 100 pg/mL). A atividade citotoxica em macréfagos tratados com
Cramoll 1,4 apresentou Concentracdo Citotdxica (CC50) de 308,55 ug/mL, para ambas as
leishmanias [TABELA 1]. Esta caracteristica € de suma importancia, pois 0s medicamentos
que sdo utilizados para o tratamento das leishmanioses como antimoniais pentavalentes,
paromomycin, anfotericina, miltefosina e pentamidina apresentam graves problemas aos
pacientes, além da via de administracdo, o tratamento a longo prazo e a geracao de resisténcia
dos parasitas, que sdo os efeitos toxicos secundarios nos hospedeiros humanos.?®

A partir da analise da citotoxicidade da lectina sobre as células de mamiferos foi determinado
o0 indice de seletividade (1S) para as formas promastigotas, o qual indica o0 quanto a lectina é
toxica para estas formas em relacdo as células de mamiferos. Cramoll 1,4 mostrou-se mais
seletiva contra promastigota apresentando IS igual ou superior a 2,0. Cramoll 1,4 foi
altamente seletiva para ambas as Leishmanias, com um IS para L. amazonensis de 40,5, e para
L. chagasi de 38,8, valor este bastante satisfatdrio, uma vez que ela é mais de 40 vezes mais
seletiva para o parasita L. amazonensis e 38 vezes para L. chagasi que para as células de
mamiferos com CCsg de 308,55 ug/mL. Quando comparada com outras moléculas de origem
vegetal como o flavanodide quecertina que apresentou IS de 16,8, Cramoll 1,4 mostra-se muito

mais seletiva.?’
3 Produc&o de Oxido Nitrico (NO)

Para avaliarmos o possivel efeito imunomodulador da lectina Cramoll 1,4 sobre macréfagos, a
producdo de oxido nitrico por estas células foi avaliada através da quantificacdo das
concentracdes de nitrito, apos 48 h, na presenca ou auséncia desta lectina. Cramoll 1,4 foi

capaz de induzir alteragdes na producdo de NO em todas as concentragdes estudadas quando
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comparado ao controle. A producdo de NO foi bastante superior ao controle nas
concentragdes de Cramoll 1,4 de 15,6 e 31,3 ug/mL.

Os macréfagos sdo células do sistema fagocitico mononuclear que apresentam atividades
citotoxicas, resultado de sua capacidade de secretar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(6xido nitrico, peroxinitrito, perdxido de hidrogénio e superoxido) e pré-inflamatdrias, com
liberacdo de citocinas, como TNF, IL-1 e IL-6.%

O oxido nitrico (NO), substancia produzida por estas celulas, geralmente desempenha um
papel crucial na contencdo e eliminacdo de Leishmanias, pois é a principal molécula efetora
que participa da morte intracelular do parasita.?® Cramoll 1,4 foi capaz de induzir a sintese de
NO por macrofagos intraperitoneais em todas as concentragdes avaliadas. Comparada a
substancias provenientes de vegetais Cramoll 1,4 se destaca na producdo de NO. Extrato
metanolico de Allium sativum induziu a producdo de NO por macrofagos, em que a maior
producdo de 60 pg/mL ocorreu na concentracdo de 250 pg/mL do extrato.®

Lectinas podem atuar de diversas maneiras para combater ou previnir infecgdes causadas por
parasitas. Lectinas extraidas de Canavalia brasiliensis (ConBr), Pisumarvense (PAA) e
Artocarpus integrifolia (KM+) foram capazes de induzir a producdo de INF em camundongo
e embora ndo tenham causado reducédo da lesdo provocada pela infecgdo com L. amazonensis,
a carga parasitaria foi amplamente reduzida em camundongos imunizados coma lectina
KM+3!

Radicais intermediarios de oxigénio e nitrogénio foram eficientes no controle da infeccdo de
macrofagos murinos por Leishmania donovani, mostrando potente efeito leishmanicida
mesmo para uma espécie de Leishmania que pode determinar a doenca visceral.**> Cramoll
1,4, apresenta-se portanto como eficiente ativador da producdo de NO e consequentemente
importante molécula leishmanicida para espécies causadoras das leishmanioses tegumentar e

visceral.

4 Andlise ultraestrutural dos parasitas

A microscopia eletrénica tem se mostrado uma ferramenta Util e confiavel na investigagdo do
efeito de novos farmacos para as leishmanioses, tanto para avaliar as alteracdes morfologicas
quanto para identificar as organelas-alvo. As alteracdes mais notaveis nos promastigotas de L.
amazonensis tratados com Cramoll 1,4 durante 48 horas, com 6,9 pg/mL (ICso) foram graves
danos nas células com a perda da morfologia dos parasitas, presenca de grandes vacuolos,

desorganizacdo do nucleo e cinetoplasto, com notavel aumento de inclusbes lipidicas e
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desorganizacdo do reticulo endoplasméatico como mostrado na figura 4. B e C. As células
submetidas ao tratamento com o dobro da 1Cso de Cramoll 1,4 mostrado na figura4. D e E
apresentaram importantes alteracdes como intensa desorganizacdo interna com espacos
eletroluscentes e vacuolos, evidente desintegracdo da membrana plasmatica, e presenca de
numerosas inclusdes lipidicas [FIGURA 4]. Os promastigotas de L. chagasi submetidos ao
tratamento com 1x ICso também apresentaram caracteristicas semelhantes a L. amazonsensis
com 0 mesmo tratamento, no entanto com maior agravante, a desintegracdo da membrana
nuclear. O tratamento com 2x a IC50 ocasionou perda excessiva do material citoplasmatico
com grandes vacuolos e espacos eletronluscentes [FIGURA 5]. As alteracGes ocosaionadas
nos parasitas das duas espécies estudadas submetidas aos tratamentos com Cramoll 1,4 tanto
da 1x ICsg, como 2x ICsp indicam a perda da viabilidade celular.

Modificagdes na estrutura do cinetoplasto, intensa vacuolizacdo no citoplasma e o
aparecimento de protusdes de membranas semelhantes a bolhas também foram comumente
observadas em tripanossomatideos tratados com 06leos essenciais e drogas de origem sintética
e natural. Essas alteracfes sdo compativeis com a perda da viabilidade e morte celular dos
parasitas.®

A interacdo de formas promastigotas de Leishmanias e lectinas através do reconhecimento de
glicoconjugados da superficie do parasita pela lectina (L. amozonensis e Leishmanias do
complexo Donovani) é conhecida desde pesquisas anteriores.** No entanto séo escassos 0s
estudo dos mecanismos de morte celular induzida por estas moléculas. Os glicoconjugados
presentes na membrana dos parasitas podem interferir no momento da fagocitose dos
promastigotas pelos macréfagos, gerando um mecanismo de resisténcia da Leishmania contra
o sistema imune do hospedeiro. Um desses glicoconjugados € o lipofosfoglicano (LPG), um
glicolipideo abundante na superficie de promastigotas de Leishmanias. Leishmania donovani
inibiu a biosintese de fagolisossomos pelos macréfagos de forma lipofosfoglicano-
dependente.®® Leishmanias do complexo mexicana, como a L. amazonenis apresentam
unidades repetidas de ligagdes de glicose em posicao B(1,3) nas cadeias laterias de LPG
(Lipofosfoglicanos) e de outros fosfoglicanos.*® Cramoll 1,4 é uma lectina de especificidade
para glicose/manose, podendo desta forma justificar a ligacdo e reconhecimento de Cramoll
1,4 a superficie destes parasitas. Cramoll 1,4 por ligar-se a glicose, poderia ligar-se aos
lipofosfoglicanos presentes na membrana dos parasitas impedindo assim o bloqueio da
formagéo dos fagolisossomos, bem como este fato poderia justificar a intensa desintegragédo
da membrana plasmatica em L. amazonensis, tendo em vista a maior quantidade de agucares

presentes em sua membrana nas moléculas de LPG. A acdo anti-parasitaria de Cramoll 1,4,
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especificamente em Tripanossomatideos ja foi demosntrada em formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi, em que provocou aglutinacdo celular devido ao reconhecimento
de glicoconjugados presentes na membrana plasmatica. A toxicidade apresentada frente a
estes parasitas, provavelmente resulta de uma acdo concentrada nas membranas plasmatica e
mitocondrial do parasita, devido a uma sobrecarga de fons Ca?* e producdo de espécies
reativas de oxigénio.'” As alteracBes provocadas nas Leishmanias devido o tratamento pela
Cramoll 1,4 como modificacdes no cinetoplasto e na morfologia da célula, correspondem a
indicios de morte celular por apoptose, corroborando com os estudos realizados por Sandar et
al, 2013.%

CONCLUSAO

Os resultados da presente pesquisa mostraram que Cramoll 1,4 foi bastante efetiva contra as
formas promastigotas de L. amazonenis e L. chagasi. A auséncia de toxicidade da lectina
sobre as células de mamiferos, o perfil imunomodulatério de Cramoll 1,4 sobre a inducéo na
producdo de NO, molécula importantissima no combate as infeccbes por Leishmanias,
apontam 0 seu uso para a realizacdo de ensaios in vivo. Soma-se a estes resultados a
seletividade sobre as formas promastigotas dos parasitas. Cramoll 1,4 causou severas
alteracbes morfoldgicas nos parasitas, compativeis com a perda de viabilidade e consequente
morte celular. Nossos resultados sugerem Cramoll 1,4 como agente promissor no
desenvolvimento de novo farmaco para o tratamento adequado das Leishmanioses Visceral e

Tegumentar.
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Figura 1. Efeito de Cramoll 1,4 sobre o crescimento de formas promastigotas de L.
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Figura 2. Efeito de Cramol,4 sobre o crescimento de formas promastigotas de L. chagasi
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Figura 4. Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (A) - Célula controle
apresentando forma alongada, cinetoplasto (K) em forma de bastdo bem desenvolvido e
proximo a bolsa flagelar. Ndcleo central (N) com nucléolo evidente e nucleoplasma
homogéneo e eletrondenso. (B-C) Células tratadas com a 1Cso de Cramoll 1,4, apresentando
grandes vacuolos (V) e desorganizacdo do nucleo e cinetoplasto, notavel aumento de
inclusbes lipidicas (*) em (C) desorganizacdo do reticulo endoplasmatico (seta). (D-E)
Células drasticamente alteradas submetidas ao tratamento com 2 x 1Csy de Cramoll 1,4 com
uma intensa desorganizacao interna, e surgimento de espacos eletronluscentes (*) e vacuolos
(V), desintegracdo da membrana plasmatica (seta), em (E) presenca de numerosas inclusdes

lipidicas (*brancos)
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Figura 5. Formas promastigotas de Leishmania chagasi (A) - Célula controle apresentando
forma alongada, cinetoplasto (K) em forma de bastdo bem desenvolvido e proximo a bolsa
flagelar. Nucleo central (N) com nucléolo evidente eletrondenso. (B-C) Células tratadas com
a ICso de Cramoll 1,4, apresentando grandes vacuolos (V) e grandes espacos no citoplasma
(*), desorganizacao do nucleo e com desintegracdo da membrana nuclear (seta), surgimento
de inclusGes lipidicas (*brancos) em (C). Em (B) aumento notavel do volume do cinetoplasto
(K). (D-E) Células submetidas ao tratamento com 2 x ICs, de Cramoll 1,4, drasticamente
alteradas, com perda excessiva de material citoplasmatico com grandes espacos
eletronluscentes (*) e vacuolos (V), em (D) presenca de numerosas inclusdes lipidicas

(*brancos)



Tabela 1.Efeito citotoxico da lectina Cramoll 1,4

Leishmania Mcroéfagos IS
CCso(g/mL)
L. amazonensis 308,55:41,4 40,5
L. chagasi 308,55 :41,4 38,8

Valores da CCsp € 0 indice de seletividade entre macréfagos e Leishmanias (IS)

52



53

6 CONCLUSOES
a) A lectina Cramoll 1,4 em baixas concentracdes apresenta inibicdo de até 100% na
proliferacdo dos promastigotas de L. amazonenis e L. chagasi, importante caracteristica de um

possivel candidato a novo farmaco.

b) A auséncia de toxicidade da lectina Cramoll 1,4 sobre as células de mamiferos aponta seu
uso para a realizacdo de ensaios in vivo. Soma-se a isto, a seletividade desta lectina para o

parasita;

c) A inducdo da sintese de Oxido Nitrico em macrofagos aponta para a atividade

imunomoduladora de Cramoll 1,4 no combate as infec¢Bes causadas por Leishmanias.

d) Andlises ultraestruturais demonstraram que Cramoll1,4 causou alteragdes morfoldgicas
severas nos parasitas, compativeis com a perda de viabilidade e morte celular, provavelmente

por apoptose.

e) Nossos resultados sugerem a lectina Cramoll 1,4 como agente promissor para o tratamento
das leishmanioses Tegumentar e Visceral, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento

de drogas que sejam mais eficazes e menos toxicas.
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REVISTA QUIMICA NOVA

Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos em Portugués,
Inglés e Espanhol, que cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre
Ensino de Quimica, Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas
afins, desde que tenham acentuado conteddo quimico (clique aqui para acessar as normas de
restricdo). Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades abaixo:

Artigos Originais: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma
usual de apresentacdo, contendo as secdes Introducdo, Parte Experimental, Resultados e
Discussdo, Conclusdo e Referéncias, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Artigos sobre Educacdo: trabalhos de pesquisas relacionadas ao ensino de Quimica e
divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduacao e pos-graduacdo. Deverdo ter
no maximo 25 péginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, e outros elementos.

Notas Técnicas: trabalhos de comunicacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios
desenvolvidos no laboratério de origem do autor do manuscrito, desde que apresentem
acentuado contetdo quimico. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo as
secdes Introducdo, Parte Experimental, Resultados e Discussdo, Conclusdo e Referéncias, de
acordo com as peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no méximo 25 paginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverao ser numeradas.

Assuntos Gerais: abordagem de assuntos de interesse geral dos quimicos, tais como politica
cientifica, programas de graduacao e pds-graduacdo, histéria da quimica, etc. Deverdo ter no
méaximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Artigos de Revisdo: destinados a apresentacdo do progresso em uma area especifica de
Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. Deverao ter no méaximo 40 péginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Para submeter um artigo de Revisdo, é imprescindivel que o autor tenha publicacbes que
comprovem a sua experiéncia e qualificacdo na referida area. Antes do envio do manuscrito,
0 autor devera submeter a editoria, por e-mail, um resumo da revisdo pretendida e lista de
publicagdes, acompanhados de uma carta explicativa da pertinéncia do trabalho. O material
sera analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, sera solicitado ao autor o envio do
manuscrito completo, dentro das normas de QN, e s entdo sera dado inicio ao processo de
avaliacdo pelos assessores. O aceite da submissdo ndo garante a publicacdo do manuscrito,
que passara pelo processo formal de avaliacdo equivalente ao das outras modalidades.

ANTES DA SUBMISSAO
Direitos autorais

Ao submeter um manuscrito a revista Quimica Nova, assume-se que ele ndo foi publicado
previamente, que ndo estd sob processo de avaliacdo por outra entidade e que nao serd


http://quimicanova.sbq.org.br/spec/qn/pt_BR/normas_restricao.php
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publicado simultaneamente em outro veiculo de divulgacdo, no mesmo formato, sem a
permissdo por escrito dos Editores. Além disso, subentende-se que o autor responsavel pela
submissdo tem o consentimento de todos os outros autores. Os autores também concordam
que os direitos autorais do manuscrito serdo transferidos para a Sociedade Brasileira de
Quimica (SBQ), caso o manuscrito seja aceito para publicacdo. Manuscritos aceitos e
ilustracGes se tornardo propriedades da SBQ.

Organizacao do manuscrito

Os manuscritos deverdo apresentar clareza e concisdo. A se¢do Introducdo devera identificar
de forma clara e breve, utilizando-se de referéncias relevantes, a natureza do problema sob
investigacdo e o conhecimento prévio a respeito dele.

A secdo Parte Experimental pode preceder ou vir apds a secdo Resultados e Discussdo, mas
devem ser necessariamente separadas. A secdo Conclusfes, que resumira brevemente as
principais conclusdes do trabalho, devera ser disposta logo ap6s a secdo Resultados e
Discusséo.

A parte experimental do manuscrito deve descrever o0s experimentos de maneira
suficientemente detalhada para que outros pesquisadores possam reproduzi-los. O grau de
pureza dos materiais utilizados deve ser fornecido, bem como todas as quantidades utilizadas.
A descrigdo de procedimentos ja estabelecidos ndo é necessaria. A instrumentagdo utilizada s6
deve ser descrita caso ndo seja padrdo. Deve-se referir a instrumentos disponiveis
comercialmente a partir de suas marcas e modelos.

Todos os compostos novos devem ser completamente caracterizados, incluindo dados
espectroscopicos e analises elementares. Espectros de massas de alta resolucdo poderdo
substituir analises elementares caso sejam acompanhados de provas inquestionaveis da pureza
da amostra (pontos de fusdo, cdpias dos espectros RMN, etc.). Para compostos sintetizados
em formas enantiomericamente puras ou enantiomericamente enriquecidas, sua rotacao
especifica devera ser fornecida. Nos casos em que 0 excesso enantiomérico for determinado
por técnicas cromatograficas e/ou espectroscopicas, as cOpias dos cromatogramas e/ou
espectros devem ser inclusas no Material Suplementar (ver secdo Material Suplementar).

Muitas publicacBes de Quimica Teorica e/ou Computacional utilizam rotinas baseadas em
métodos bem documentados, sejam semi-empiricos ou ab initio. Neste caso € suficiente citar a
variante utilizada, referindo-se a publicagdes importantes nas quais os métodos foram
desenvolvidos, e o programa de computador utilizado, indicando brevemente as modificactes
realizadas pelo autor.

E de responsabilidade dos autores a obtencdo de permissdes para reproducio de graficos e
imagens retiradas de outros periddicos. Essas permissfes para reproducdo devem ser enviadas
por e-mail a Editoria da Quimica Nova. A reproducdo deve também ser informada nas
respectivas legendas.

Os manuscritos em lingua inglesa que forem considerados para avaliagdo deverdo, no envio
da versdo revisada, portar certificado de correcdo de idioma emitido por empresa
especializada. O certificado deve ser enviado por e-mail para sbgedit@shqg.org.br.
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Os Editores poderao solicitar o certificado a qualquer momento do processo de avaliagdo caso
julguem necessario. Dessa forma, 0s autores interessados em submeter manuscritos em lingua
inglesa devem estar cientes dessa possibilidade.

Preparo dos manuscritos
Geral

Um modelo de artigo (.doc) ja formatado de acordo com as normas da Quimica Nova pode ser
obtido aqui.

Deve-se utilizar a fonte Times New Roman, tamanho de 12 pt e cor preta. O espacamento
entre linhas deve ser de 1,5x. As paginas devem ser numeradas consecutivamente, no canto
inferior direito. As linhas e os titulos e subtitulos das se¢cBes ndo devem ser enumerados. Os
titulos das secBes devem ser escritos em negrito e caixa alta, os subtitulos apenas em negrito e
0s subsubtitulos apenas em italico.

Os elementos graficos, tabelas e suas respectivas legendas devem vir ao final do artigo. Deve-
se indicar, no texto, onde o elemento deve aparecer ap6s a diagramacdo, utilizando as tags

entre colchetes. Esses elementos devem aparecer o mais proximo possivel de onde foram
citados pela primeira vez.

Alguns exemplos:

(...) A Figura 1 mostra o sistema utilizado na primeira etapa do processo.
[FIGURA 1]
Os valores obtidos a partir do experimento encontram-se na Tabela 1.

[TABELA 1]

O Material Suplementar deve ser o Ultimo elemento do manuscrito, e deve conter informacoes
relevantes e complementares aquelas ja apresentadas no manuscrito (ver secdo Material
Suplementar).

Detalhes

A primeira pagina devera conter o graphical abstract (ver secdo Graphical Abstract), titulo do
trabalho, em negrito e caixa alta, nome dos autores em negrito e endere¢o. Havendo autores
com diferentes enderecos, estes deverdo ser listados em sequéncia e indicados utilizando-se
letras sequénciais.


http://quimicanova.sbq.org.br/spec/qn/pt_BR/template_qn.doc
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Um exemplo:

José A. Benicio?, Maria C. Cavalcante® e Joo D. de Almeida™?

% Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, 87020-900 Maringa — PR,
Brasil

® Departamento de Quimica Fundamental, Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
05508-000 S&o Paulo — SP, Brasil

*e-mail: jalmeida@dq.uem.br

Como mostra o exemplo, o autor para correspondéncia devera ser indicado com asterisco (*) e
seu e-mail colocado logo abaixo dos enderecos. A menor unidade do endereco deve ser o
departamento. Em seguida a faculdade/instituto e, por fim, a universidade. Laboratdrios,
programas de pds-graduacédo e cursos ndo devem ser inclusos no endereco. A segunda pagina
devera conter o titulo e o resumo do trabalho, ambos em inglés, com no maximo 150 (cento e
cinguenta) palavras, e a indicacdo de 5 palavras-chave (keywords), também em inglés. O
texto deve se iniciar a partir da terceira pagina do manuscrito.

Ao longo do texto, o autor deve se atentar as seguintes regras:
o Palavras em lingua estrangeira (inglés, francés, latim, etc.) deverdo ser escritas em

itdlico. Nomes cientificos de espécies devem ser escritos em italico, com a primeira
letra do nome em caixa alta.

Alguns exemplos:

... 0S experimentos foram realizados in situ;

A bactéria Escherichia coli ...;

O tratamento dos dados foi realizado a partir do softwareOrigin;

o Todas as unidades devem ser separadas dos valores por um espago simples (inclusive
o0 grau Celsius). A mesma regra é valida para o caso de unidades em sequéncia.
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Alguns exemplos:

10 °C;
15 mg L™ (evitar mg/L);

10 m s (evitar m/s?);

o As citacdes de referéncias devem ser feitas de forma consecutiva, na forma numérica
sobrescrita (sem parénteses ou colchetes), sempre apds a pontuacdo, quando houver.
CitacOes de duas ou mais referéncias devem ser separadas por virgulas. Citacdes de
trés ou mais referéncias consecutivas devem ser agrupadas, utilizando-se o hifen (-).

Alguns exemplos:

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.>"®

Existe extensa literatura a respeito do sistema utilizado,”"? bem como das propriedades dos
materiais empregados.™

Atencdo: Toda a nomenclatura utilizada deverd ser consistente, clara e de acordo com as
regras estabelecidas por entidades apropriadas, como IUPAC, International Union
ofBiochemistry, Abstracts Service, NomenclatureCommiteeofthne American ChemicalSociety,
entre outras. Simbolos e unidades deverdo seguir as recomendacdes da IUPAC. Os autores
devem evitar o0 uso de unidades que ndo fazem parte do SI.

Normas para elementos graficos e tabelas

Graéficos e Figuras: textos, nomes dos eixos e quaisquer outros elementos textuais que
acompanham os elementos graficos devem ser consistentes ao longo de todo o trabalho em
relacdo a fonte, ao tamanho da fonte, ao espacamento e a cor. Para elementos gerados por
computador, deve-se evitar planos de fundo ou sombreamento.

Formulas estruturais e equacfes quimicas: todas as estruturas quimicas ou equagdes devem
ser escritas utilizando a mesma fonte ao longo do manuscrito.

Equacdes: as equacbes devem ser escritas utilizando-se um editor de equagdes (MathType,
Equation, entre outros) e devem ser numeradas sequencialmente ao longo do manuscrito.
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Fotografias: as fotografias devem apresentar contraste e ndo devem ser montagens. Caso haja
necessidade de uma escala, ela deve ser desenhada sobre a figura e ndo abaixo. N&o serdo
aceitas fotografias de equipamentos comerciais.

Tabelas: as tabelas devem ser formatadas de modo a fornecer informacdes diretas ao leitor.
Sombreamentos e negritos devem ser evitados. Qualquer informacéo extra deve vir abaixo da
tabela, na forma de nota de rodapé, utilizando-se as letras a, b, ¢ e assim por diante.

Graphical abstract (em inglés): O graphical abstract deve resumir o contetdo do trabalho de
forma concisa e dedicada a capturar a atencdo de um publico amplo. O autor deve apresentar
uma figura nova, usando como parametro uma estrutura chave, uma reagéo, uma equagéo, um
conceito, um grafico, um teorema, entre outras possibilidades. Recomenda-se que seja de
cardter artistico e possua cores diversas. Nao serdo aceitas fotos de equipamentos comerciais.

Atencdo: a imagem deve possuir alta resolucdo (em formato .tiff, .jpg ou qualquer outro de
ampla utilizacdo que possa ser editado) e tamanho de 4 cm de altura por 8 cm de largura [os
elementos textuais devem ser legiveis nessas dimens@es]. Junto com o graphical abstract, o
autor devera enviar um texto explicativo em inglés (em arquivo .txt, .rtf ou .doc) de, no
maximo, 3 linhas.

Normas para citaces e lista de referéncias

Os elementos gréaficos e as tabelas devem ser numeradas e citadas no texto, utilizando-se a
primeira letra em caixa alta. Ndo se deve abreviar as citagoes.

Alguns exemplos:

... como pode ser verificado na Tabela 1.
A Figura 3 mostra o sistema utilizado...

(Tab. 1, Fig. 1 e quaisquer outras abreviacdes dos titulos dos elementos ndo devem ser
utilizadas)

As referéncias devem ser citadas na forma de nimeros sobrescritos apds a pontuacao, quando
houver. Parénteses e colchetes ndo devem ser utilizados. N&o utilizar espacos entre as citacdes
ou entre a citacdo e o caractere sobre o qual esta posicionada.

Alguns exemplos:
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salicilato de sodio,*®

Nishideet al.,*

... pela reducdo do 4cido crémico,* %

(Trés ou mais referéncias consecutivas devem ser citadas utilizando-se o hifen)

Na secdo Referéncias, as abreviacdes dos titulos de periddicos devem estar de acordo com as
definidas no Chemical Abstracts Service Source Index (ver http://cassi.cas.org).

As normas para 0 ano, o volume e as paginas seguem abaixo para diversos tipos de literaturas.
A pontuacdo, os espacamentos, 0s negritos e os italicos devem ser verificados com atencéo.
Manuscritos com referéncias fora das normas da revista serdo reenviados ao autor até que 0s
erros sejam verificados e corrigidos.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de fécil acesso, é recomendado citar o seu
numero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.;Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L.
H.;Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma lista
de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas € o seguinte:

4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
C. H.AS.; Guimarées, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7,
123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24,
473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.;Jpn.
KokaiTokkyoKoho 79 73,771 1979.(CA 91:P193174v)
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6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3,19909.

Livros:
com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg ThiemeVerlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F.A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York,
1988.

Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal StructureRefinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbqg.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material ndo publicado:
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Para material aceito para publicacdo: Magalhédes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., submetido.
Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal: Magalhdes, U. H.; trabalho néo
publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo publicados s
poderdo ser citados com a permisséao explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.

Manuscritos contendo RMN, 1V, espectros de massas, etc.

Sempre que um composto é sintetizado ou identificado (novo ou conhecido previamente), é
obrigatério o envio de todos os dados espectrais (dados e espectros) como Material
Suplementar (ver secdo Material Suplementar) no momento da submissdo do manuscrito, ao
final do arquivo .pdf.

Material Suplementar

Esta modalidade foi criada para que na versdo impressa da revista apareca 0 numero
estritamente necessario de Figuras e Tabelas. Ressalta-se que, como este material ficara
disponivel apenas na versdo online, figuras, tabelas e ilustracdes coloridas apresentadas na
forma de material suplementar ndo terdo custo repassado aos autores, nem limite de paginas.
Porém, devem ter boa qualidade grafica.

O Material Suplementar (MS) deveré ser colocado no final do trabalho, com indicacéo clara.
Devera ser submetido um unico documento .pdf, incluindo o material suplementar. Quando
houver MS, deve ser criada uma secdo MATERIAL SUPLEMENTAR, logo ap6s a se¢édo
CONCLUSAO, com a descricio de seu contetido. O texto deve também indicar o acesso livre
ao MS a partir do website da revista Quimica Nova (http://quimicanova.sbg.org.br/).

Elementos graficos e Tabelas do Material Suplementar devem ser numeradas
sequencialmente, com a letra S apds a numeracdo. Ex: Figura 1S, Tabela 48, etc.

Apesar de complementar a informagcdo do manuscrito, 0 MS deve ser um documento
completo. Caso sejam usadas referéncias, elas devem ser listadas ao final do proprio MS.
Assim como as Figuras e Tabelas, devem ser numeradas na forma 1S, 2S, ...

Os Editores poderdo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitagcdo, a separacdo de
Material Suplementar.

DURANTE A SUBMISSAO

A QN oferece aos autores a submissdo online, que pode ser acessada através do registro de
Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home page (http://quimicanova.sbq.org.br)
usando a opgdo Novo Usuério. Apos estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente
seguir as instrucdes fornecidas na tela. Serd solicitada a submissdo de um Gnico arquivo do
manuscrito completo, em formato .pdf. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o arquivo
.pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor. Tao logo
seja completada a submissdo, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o cédigo
temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja verificado pela editoria. Entdo sera
enviado e-mail com o numero de referéncia do trabalho.
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Se ndo for recebido o e-mail com codigo de submissdo temporéaria, por algum motivo, a
submissdo ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-la.
Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submisséo.

O autor poderd acompanhar, diretamente a partir do sistema, a situacdo de seu manuscrito.

Ao fazer a submisséo, solicita-se uma carta de apresentacdo, que devera ser digitada no local
indicado, sendo obrigatoria a apresentacdo dos e-mails de todos os autores. Além disso,
devem ser enviados também os nomes, instituicdes a que pertencem e e-mails de trés ou
quatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a(s) mesma(s) instituicao(6es) dos
autores.

Para as versoes de avaliagdo

Deve ser gerado um arquivo Unico, em formato PDF, preparado de acordo com as normas
descritas anteriormente. O sistema online de submissdo da Quimica Nova ndo aceitara outro
formato de arquivo para as versdes de avaliagéo.

Manuscritos Revisados: Manuscritos enviados aos autores para revisdo deverdo retornar a
Editoria dentro de prazo méaximo de trinta dias ou serdo considerados retirados, sendo que o
sistema encerra 0 processo, ndo permitindo que seja reaberto. Vencido o prazo, devera ser
feita nova submissdo, dando inicio a um novo processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o Login e a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instruces fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da versdo revisada. Deve ser redigida uma carta de
encaminhamento, em pdf, aos assessores, detalhando as alteracdes feitas na nova versao e
justificando as alteragdes sugeridas nos pareceres e que ndo foram aceitas pelos autores. Esses
dois arquivos devem ser enviados por meio da secdo Envio de Nova Versdo, na Pagina do
Autor, no sistema de submisséo online da revista.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informard automaticamente, por e-mail, o
cddigo temporério de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela editoria. Entdo
sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Para a versao final

Quando for solicitado o envio da versdo final, os autores deverdo enviar a versdo redigida em

arquivo .doc/.docx, de acordo com as normas descritas anteriormente. Os elementos graficos e
as tabelas devem ser enviados separadamente, em seus formatos originais:

Estruturas quimicas: *.cdx (ChemDraw, I1SIS-Draw e correlatos)
Gréficos: *.opj/org (Origin) ou *xlIs/xlsx (Excel)
Tabelas: *.doc (Word) ou *xls/xlIsx (Excel)

Outros elementos (Figuras, esquemas, etc.): *.cdr (CorelDraw)
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A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas alteracfes nos
manuscritos, de modo a adequé-los as normas da revista ou tornar seu estilo mais claro,
respeitando, naturalmente, o conteddo do trabalho. Qualquer que seja a natureza do
manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacéo,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho podera ser atestada por consultor(es) ad
hoc, indicados pela Editoria.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas
alteracfes nos manuscritos, de modo a adequé-los as normas da revista ou tornar seu estilo
mais claro, respeitando, naturalmente, o contetido do trabalho. Qualquer que seja a natureza
do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacao,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho sera atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.

Copyright ©2012 Sociedade Brasileira de Quimica

Para publicagdo, requer-se que 0s manuscritos submetidos a esta revista néo
tenham sido publicados anteriormente e ndo sejam submetidos ou publicados
simultaneamente em outro periddico. Ao submeter 0 manuscrito, os autores
concordam que o copyright de seu artigo seja transferido a Sociedade
Brasileira de Quimica (SBQ), se e quando o artigo for aceito para
publicacdo. O copyright abrange direitos exclusivos de reproducdo e
distribuicdo dos artigos, inclusive separatas, reproducdes fotogréficas,
microfilmes ou quaisquer outras reproducfes de natureza similar, inclusive
traducbes. Nenhuma parte desta publicagdo pode ser reproduzida,
armazenada em bancos de dados ou transmitida sob qualquer forma ou meio,
seja eletronico, eletrostatico, mecéanico, por fotocdpia, gravacdo, midia
magnética ou algum outro modo, sem permissdo por escrito da detentora do
copyright. Embora todo esforco seja feito pela SBQ, Editores e Conselho
Editorial para garantir que nenhum dado, opinido ou afirmativa errada ou
enganosa aparecam nesta revista, deixa-se claro que o contetdo dos artigos €
propagandas aqui publicados sdo de responsabilidade, Unica e exclusiva, dos
respectivos autores e anunciantes envolvidos. Consequentemente, a SBQ, 0
Conselho Editorial, os Editores e respectivos funcionérios, diretores e
agentes isentam-se, totalmente, de qualquer responsabilidade pelas
conseqiiéncias de quaisquer tais dados, opiniGes ou afirmativas erradas ou
enganosas.




