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RESUMO

Leishmaniose tegumentar americana é uma doenca negligenciada que atinge mais de 1
milhdo de pessoas no mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude. No Brasil, a espécie
do parasita de maior notoriedade, devido a distribuicdo e severidade clinica, é a Leishmania
(L.) amazonensis. Embora tenha sido descoberta em meados da década de 70, a tratamento da
doenca ainda continua ineficaz, causando diversos efeitos colaterais nos pacientes em
tratamento e, consequentemente, abandono da terapia, contribuindo para o surgimento de
parasitas resistentes. Portanto, é importante a busca de métodos terapéuticos menos toxicos e
mais eficientes, como por exemplo os fitoterdpicos. Aniba riparia, possui um metabdlito
secundario que foi isolado e identificado como riparina, um alcaldide alcamida. Os alcal6ides
pertencem a um grupo de metabolitos secundarios com atividade leishmanicida comprovada.
Portanto, neste trabalho foram avaliadas as riparinas I, 11 e I11, quanto a capacidade de inibir in
vitro o crescimento da Leishmania amazonensis. A determinacdo da viabilidade parasitaria apds
tratamento com as riparinas foi determinada pelo emprego do MTT. As riparinas I, 1l e 1lI
testadas contra o parasita apresentaram uma ICso de 6,65 pg/mL, 3,60 pg/mL e 6,57pg/mL,
respectivamente. A riparina Il destacou-se entre as trés riparinas testadas, apresentou melhor
atividade leishmanicida, portanto, foi escolhida para os demais testes. No ensaio de MTT com
célula Vero, a riparina Il apresentou uma ICso de 14,54 pg/ml contra as células Vero,
significando baixa citotoxicidade para a célula testada. As analises das imagens obtidas através
de microscopia eletronica de varredura (MEV) das L. amazonensis cultivadas com riparina Il
na concentracdo 3,60 pg/mL apresentaram alteracbes na morfologia dos parasitas, 0 mesmo
resultado foi obtido na microscopia Optica. Foram observados encurtamento do flagelo,
arredondamento do corpo do parasita e bolhas na superficie da membrana plasmaética. Essas
alteracdes também foram observados com os parasitas cultivados na concentracdes de
200pg/mL em microsopia Optica. A avaliacdo do perfil proteico dos parasitas cultivadas com
riparina Il, na concentracdo de 200ug/mL, demonstrou a presenca de duas bandas, localizadas
imediatamente abaixo dos pesos moleculares de 96KDa e 66KDa, porém, ndo sendo encontrada
na concentracdo de 3,60 pug/mL . Conclui-se que a riparina Il € um alcaldide com potencial
acao farmacoldgica para estudos "in vivo™ como um farmaco promissor contra a leishmaniose

tegumentar.

Palavras-chave: Leishmanioses. Fitoterapicos. Aniba riparia.



ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis is a neglected disease that affects more than 1 million
people worldwide, according to the World Health Organization. In Brazil, the species of the
most notorious parasite, due to its distribution and clinical severity, is Leishmania (L.)
amazonensis. Although it was discovered in the mid-1970s, the treatment of the disease still
remains ineffective, causing several side effects in patients undergoing treatment and,
consequently, abandoning therapy, contributing to the emergence of resistant parasites.
Therefore, the search for less toxic and more efficient therapeutic methods, such as herbal
medicines, is important. Aniba riparia, has a secondary metabolite that has been isolated and
identified as riparine, an alkaloid alkaloid. Alkaloids belong to a group of secondary metabolites
with proven leishmanicidal activity. Therefore, in this work, riparines I, 1l and Il were
evaluated for their ability to inhibit the growth of Leishmania amazonensis in vitro. The
determination of parasite viability after treatment with riparines was determined by the use of
MTT. The riparines I, II and III tested against the parasite had an IC50 of 6.65 pg / mL, 3.60
pg / mL and 6.57 pg / mL, respectively. The riparina I was among the three riparines tested,
presented better leishmanicidal activity, therefore, it was chosen for the other tests. In the Vero
cell MTT assay, riparine II had an IC 50 of 14.54 pg / ml against Vero cells, meaning low
cytotoxicity for the cell tested. The analysis of the images obtained by scanning electron
microscopy (SEM) of L. amazonensis cultured with 3,60 pg / mL of riparina II presented
alterations in the morphology of the parasites, the same result was obtained by light microscopy.
Flagellum shortening, rounding of the parasite body and bubbles on the surface of the plasma
membrane were observed. These changes were also observed with the parasites cultured at
concentrations of 200 ug / mL in optical microscopy. The evaluation of the proteic profile of
the parasites cultured with riparin II, at 200pg / mL, demonstrated the presence of two bands,
located immediately below the molecular weights of 96KDa and 66KDa, but not found in the
concentration of 3.60 pg / ml. It is concluded that riparine II is an alkaloid with potential
pharmacological action for in vivo studies as a promising drug against tegumentary

leishmaniasis.

Key words: Leishmaniasis. Phytotherapy. Aniba riparia.
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1  INTRODUCAO

O género Leishmania spp. compreende protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, responsavel por causar leishmaniose. Essa doenca infecciosa atinge uma
série de animais, entre eles, 0 homem, causando lesdes na pele e mucosas e, nos casos mais
graves, a morte dos pacientes (SOUZA, 2010). A leishmaniose encontra-se dentro do grupo de
doencas tropicais negligenciadas, sendo considerada uma das seis doencas infecciosas mais
importantes pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Atualmente, mais de 1 bilhdo de
pessoas residem em areas consideradas de risco de contrair a doenga (WHO, 2015).

O agente etioldgico da leishmaniose apresenta um ciclo de vida heter6xeno, alternando
fases em um hospedeiro vertebrado, como o homem e outros mamiferos, e no invertebrado
hematofago  do género Lutzomia, como hospedeiro intermediario. Durante o repasto
sanguineo, o inseto vetor pode transmitir o agente etioldgico da leishmaniose (BRASIL, 2017;
CDC, 2018). As formas clinicas da leishmaniose sdo divididas em dois principais grupos: a
Leishmaniose Visceral (LV), forma mais grave, e a Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) (GONTIJO E CARVALHO, 2003). A LTA por sua vez é subdividida nas formas
cuténea, cutanea difusa e mucosa ou muco-cutanea que atinge principalmente areas da pele e
mucosas, causando lesdes ulcerosas, que variam segundo a espécie de Leishmania sp., 0 estagio
de evolucgdo da doenca, o estado do sistema imunolégico do hospedeiro, entre outros fatores
(BRASIL, 2017).

O tratamento das leishmanioses determinado pelo Ministério da Saude apresenta um
alto grau de toxicidade e, consequentemente, efeitos colaterais que prejudicam a terapia da
doenca. Esse é um fato considerado na busca por novas alternativas terapéuticas que unam
eficacia e menor efeito tdxico no organismo dos pacientes (CARVALHO et al, 2015). Desse
modo, uma das estratégias que mais crescem no mundo é a pesquisa de compostos naturais
derivados de plantas que visem o tratamento das leishmanioses (ASSIS, 2015).

Segundo a OMS, cerca de 65% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais como
conduta terapéutica e 25% dos medicamentos modernos disponiveis sdo derivados de plantas
(CRAGG et al., 2014). As plantas medicinais compreendem todo produto vegetal que é
administrada ao homem ou animal e produz sobre eles uma agéo farmacoldgica (ALMEIDA,
1993). O interesse em produtos fitoterapicos acarretou nos ultimos anos o aumento nas
pesquisas e no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas utilizando plantas medicinais
e seus derivados. O reconhecimento do potencial da fitoterapia promoveu o incentivo para sua

adogdo como conduta terapéutica e a inclusdo na rede farmacoldgica do SUS (Sistema Unico
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de Saude) (ASSIS, 2015; BRASIL, 2006a).

Os principios ativos encontrados nas plantas medicinais e responsaveis pela sua eficacia
farmacoldgica resultam do seu metabolismo secundario. Esses produtos, estdo relacionados
com a defesa e interacdo do organismo vegetal com o meio ambiente e com outros organismos,
por isso da-se a esses compostos 0 nome de metabolitos secundérios. Existem trés grupos
principais de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos e os alcal6ides
(SCHUMAN, 2016).

A planta Aniba riparia é uma arvore nativa da regido amazénica e guianas, da qual
foram isolados alcal6ides do tipo alcamida, denominados de riparinas em referéncia a planta.
Esses alcaldides tem despertando o interesse na pesquisa de suas atividades biologicas. Estudos
cientificos comprovam que as riparinas apresentam efeitos: ansiolitico, antidepressivo
(SOUZA, 2004; MELO, 2006); antimicrobiano (CATAO et al, 2005); analgésico e anti-
inflamatorio (NASCIMENTO, 2016). Tem sido reportada uma outra atividade de um anéalogo
sintético das riparinas (riparina A), contra a Leishmania amazonensis, destacando um efeito
antiparasitario promissor nos estudos in vitro (ARAUJO, 2016).

O presente trabalho, propds avaliar a atividade leishmanicida in vitro das riparinas I, Il
e Il sobre as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, na busca de novos farmacos

para o enfrentamento das leishmanioses.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEISHMANIOSES

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as leishmanioses sdo consideradas
endémicas em 98 paises, com mais de 1 bilhdo de pessoas vivendo em &reas consideradas de
risco (WHO, 2015). As leishmanioses sdo um conjunto de doengas que fazem parte do grupo
das doencas tropicais negligenciadas, sendo conhecidas por esse termo, por estarem fora dos
interesses das empresas do ramo de saude e da industria farmacéutica (SOUZA, 2010).
Consideradas antropozoonoses endémicas altamente infecciosas, as leishmanioses séo causadas
por protozodrios intracelulares obrigatdrios pertencentes ao género Leishmania spp.
(CABEZAS et al., 2015). Esse género de protozoarios foi isolado inicialmente por William
Boog Leishman em 1903 durante analises no baco de um paciente (LEISHMAN, 1903).

A transmissdo da doenca para o homem envolve os insetos dipteros flebotomineos
(subfamilia Phlebotominae) do género Phlebotomus (Velho Mundo) e do género Lutzomyia
(Novo mundo), sendo o género Lutzomia (Figura 1) o principal vetor responsavel pela
transmissdo da doenca no Brasil (BRASIL, 2017). As ocorréncias de casos de leishmaniose
surgem, quando no local de desmatamento, ocorre a urbanizagdo de areas que sdo habitats
naturais desses vetores (ROTUREAU, 2006).

Figura 1- Flebdtomo do género Lutzomyia. Fonte: vectorbase.org, 2018.

2.1.1 Agente etioldgico

As Leishmanias estdo distribuidas por todo mundo, existindo 30 espécies conhecidas,

das quais 10 estdo presentes no Velho Mundo e as outras 20 no Novo mundo. Dentre elas, cerca
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de 20 espécies estdo envolvidas no desenvolvimento de doencas no homem. Sistematicamente
estdo organizados na ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania,
divididos nos Subgéneros Leishmania e Viannia (SHAW, 1994; NEVES, 2005).

Por estarem classificadas na ordem Kinetoplastida apresentam uma caracteristica
comum, de onde provém o nome da ordem, que é a presen¢a de uma mitocondria modificada
denominada de cinetoplasto (do inglés “kinetoplast™), rico em uma rede de DNA circular
essencial para a vida do microrganismo (GRIMALDI e TESH, 1993). No Brasil, as espécies do
subgénero Leishmania com maior importancia clinica sdo a L. (L.) amazonensis e L. (L.)
chagasi, responsaveis, respectivamente, pelas Leishmanioses Tegumentar Americana (LTA) e
Leishmaniose Visceral. Do subgénero Viannia as principais espécies de importancia sdo a L.
(V.) braziliensis, responsavel pela LTA muco-cutdnea e cutanea, e a L. (V.) guyanensis,
responsavel apenas pela forma cutanea (GRIMALDI E TESH, 1993; BRASIL, 2007; BRASIL,
2014;). Cada espécie apresenta caracteristicas clinicas Unicas, assim como reservatorios,
vetores e padrbes epidemioldgicos, que estdo relacionados a cada uma das Leishmania sp.
(VALE e FURTADO, 2005).

Duas formas evolutivas principais sdo diferenciadas, a forma amastigota ou aflagelada
e a forma promastigota ou flagelada. A promastigota (Figura 2) é a forma flagelada extracelular,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, apresentando cinetoplasto anterior ao nucleo. O
tamanho das formas promastigotas é variavel, mesmo dentro de uma mesma espécie, medindo
10 a 15 um de comprimento e 2 a 3,5 um de largura, incluindo o flagelo que é normalmente
maior que o corpo (NEVES, 2005; BRASIL, 2017).

\’l VAN
-

Figura 2- - Formas promastigotas de Leishmania sp. Fonte: Brasil, 2017.

De formato arredondado e aflageladas, as formas amastigotas (Figura 3) séo observadas

no hospedeiro vertebrado, multiplicando-se por divisdo binaria no interior dos macrofagos e
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medem de 3 a 6 um de comprimento por 4 a 6 um de largura (NEVES, 2005; BRASIL, 2017).

Figura 3- Formas amastigotas de Leishmania sp. Fonte: Brasil, 2017.

2.1.2 Ciclo biologico

O ciclo de vida da Leishmania sp. (Figura 4) envolve alternancia entre um hospedeiro
vertebrado e o fleb6tomo vetor, sendo denominado de ciclo heteroxeno. No hospedeiro
mamifero a biologia do desenvolvimento do parasita é simples, diferentemente do ciclo no
inseto vetor que é bem mais complexo e menos compreendido. O ciclo de vida ndo apresenta
grandes variagBes em espécies diferentes, analise de isoenzimas e métodos de biologia
molecular ajudam na identificacdo das diferentes espécies e no estudo dos seus respectivos
ciclos (GOSSAGE, 2003; CDC, 2018).
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Figura 4- Ciclo biolégico da leishmaniose. Fonte: Adaptado de http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html

Inicialmente fémeas do fleb6tomo vetor, durante o repasto sanguineo em individuos
infectados, aspiram através da sua proboscide formas amastigotas da Leishmania sp. livres no
sangue ou dentro dos macrdfagos. No intestino médio anterior, os macro6fagos se rompem e
liberam as formas amastigotas. Essas sofrem sucessivas divisdes binarias e se transformam na
forma promastigota prociclica (formas replicantes flageladas) que também se dividem por
divisdes binarias. As formas promastigotas prociclicas se aderem ao epitélio intestinal por meio
do flagelo e permanecem no intestino médio anterior dos flebotomineos por cerca de cinco dias,
quando, apos esse periodo, sofrem um processo de diferenciacdo (metaciclogénese) para as
formas promastigotas metaciclica que sdo infectantes para o hospedeiro vertebrado
(HANDMAN E BULLEN, 2002).

Durante um novo repasto sanguineo as fémeas do inseto vetor, agora infectadas com
Leishmania sp., transferem, através do local da picada, as formas promastigotas metaciclicas
para o hospedeiro. Estas formas resistem a acao do sistema complemento sendo posteriormente
fagocitadas. A saliva dos flebotomineos possui neuropeptidios vasodilatadores que, além de
facilitar a alimentacdo do inseto, suprime a resposta imune do hospedeiro localmente,
contribuindo para a infectividade das promastigotas metaciclicas. Logo apds as formas

promastigotas se transformam em amastigotas. Essas formas amastigotas apresentam
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caracteristicas que lhes concede resisténcia ao ambiente &cido do lisossomo. Apds sucessivas
multiplicacbes a membrana do macrofago é rompida e ocorre a liberacdo das formas
amastigotas na corrente sanguinea, podendo infectar novas células ou ser transmitidas para
novos vetores reiniciando assim o processo de transmissdo (HANDMAN E BULLEN, 2002;
CDC, 2018). Estudos in vitro mostraram que fatores como temperatura, acidez sdo responsaveis
por ativar e inativar genes especificos desencadeando assim as diferenciacGes observadas
(GOMES et al., 2017)

2.1.3 Formas Clinicas

A manifestacdo clinica ocasionada por Leishmania sp € dependente da espécie que esta
parasitando o hospedeiro e da interacdo entre eles. Oficialmente as formas clinicas das
leishmanioses estdo inclusas em dois grupos: leishmaniose tegumentar americana (LTA) e
leishmaniose visceral (LV) (GONTIJO E CARVALHO, 2003).

A LTA tem distribuicdo mundial e esta relacionada com as espécies: L. tropica e L.
major, no Velho Mundo. Enquanto que no Novo Mundo as espécies mais comuns sdo: L.
amazonensis e L. mexicana, que fazem parte do subgénero Leishmania, e L. braziliensis, L.
guyanensis e L. peruviana que pertencem ao subgénero Viannia (BRASIL, 2017).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave dentro do grupo das leishmanioses,
por apresentar uma alta incidéncia e letalidade se ndo tratada, sendo a L. chagasi uma doenca
crbnica de aspectos clinicos diversos para cada regido em que ocorre. Conhecida como Kala-
Azar na India, palavra que na cultura indiana significa doenca negra, no Brasil os primeiros
casos da doenca datam de 1913; a L. chagasi € a principal espécie envolvida com a LV no pais
(BRASIL, 2006).

2.1.4 Leishmaniose Tegumentar Americana

Considerada pela OMS uma das seis mais importantes doencas infecciosas, a LTA ¢é a
forma mais comum de leishmaniose e constitui problema de satde publica em 85 paises em
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia). Ainda segundo a OMS, mais de 1 milh&o

de casos da doenga foram reportados nos ultimos 5 anos (Figura 5) (WHO, 2015).
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Figura 5- Status da endemicidade de leishmanioses cutanea no mundo. Fonte: WHO, 2015.

No Brasil, dados do Ministério da Saide mostram um aumento no nimero de casos
desde 1980, com uma média anual de 25.756 novos casos entre 0s anos de 1995 e 2014 (Figura
6). Em 2014 foram confirmados 21.959 casos da doenca, a regido norte apresentou o maior
numero de casos com um total de 11.125, seguido pela regido nordeste com 5.429 casos novos
de leishmaniose tegumentar americana; onde o estado de Pernambuco apresentou 241 casos

descritos (BRASIL, 2017; BRASIL, 2018).
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Figura 6- Casos confirmados de leishmaniose tegumentar americana, Brasil - 1980 a 2014. Fonte: Brasil, 2017.
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Como manifestacOes clinicas gerais a LTA causa lesdes ulcerosas na pele ou mucosas
que podem durar meses, as vezes anos. Apresenta variadas formas clinicas que dependem da
regido, espécie do parasito e do estado imunitario do paciente, sendo dividida em LTA cuténea,
cutanea difusa e mucosa (BRASIL, 2017).

A forma cuténea é caracterizada por lesdes ulcerosas, indolores, Unicas ou multiplas
(Figura 7) que surgem com cerca de 1 a 3 meses ap0s a picada do mosquito vetor. Essas lesdes
ulcerosas apresentam uma alta densidade de parasitos em suas bordas nas fases iniciais da
infeccdo (ALMEIDA E SANTOS, 2011). No velho mundo a leishmaniose cuténea é causada
principalmente pelas espécies de Leishmania: L. tropica e L. major. Enquanto que no Novo
Mundo tem-se: L. amazonensis e L. mexicana, que fazem parte do subgénero Leishmania, e L.
braziliensis, L. guyanensis e L. peruviana que pertencem ao subgénero Viannia (GONTIJO,
2003).

Figura 7- A) Lesdo ulcerada Unica, arredondada com bordas elevadas. B) Lesdo cutanea multipla e localizada.
Fonte: Brasil, 2017.

A leishmaniose tegumentar americana cutanea difusa (LCD) (Figura 8) ¢ uma forma
clinica rara e grave, apresentando-se em pacientes com comprometimento da resposta imune
celular. Caracteriza-se pela presenca de multiplas lesdes ulcerosas cobrindo grandes extensdes
do corpo. Esta associada a uma deficiéncia imunoldgica do hospedeiro, onde a resposta imune
celular encontra-se por algum motivo deprimida e consequentemente ndo ha resposta aos
tratamentos tradicionais, logo a doenga tem curso cronico e progressivo por toda a vida do
paciente. E causada principalmente pela espécie L. (L.) amazonensis (VIEIRA-GONCALVES,
2008; BRASIL, 2017).
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Figura 8- LTA cutanea difusa, lesdes ulceradas pequenas distribuidas na face posterior do tronco. Fonte: Brasil,
2017.

A LTA mucosa caracteriza-se por lesdes que causam grave dano nas regides mucosas
principalmente das vias superiores dos pacientes acometidos, algumas vezes esta relacionada
com extensdo de lesdo cutanea adjacente (Figura 9). Dentre os casos de leishmaniose
tegumentar a forma mucosa pode representar entre 3% dos casos e 25% em areas endémicas,
estd relacionada com a espécie L. (V.) braziliensis, porém L (V.) guyanensis pode também
causar lesdo mucosa (BRASIL, 2017).

Figura 9- Lesdo em mucosa nasal com ulceracdo das asas do nariz devido a leishmaniose mucosa. Fonte: Brasil,
2007.

2.1.5 Tratamento das leishmanioses

Os medicamentos preconizados pelo Ministério da Salde para tratamento das

leishmanioses produzem efeitos hepato, cardio e nefrotoxico, sendo as drogas de primeira
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escolha os antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®)
(Figura 10A) e o estibogluconato de sodio (Pentostam®) (Figura 10B). A efetividade dessas
drogas esta relacionada com a interferéncia que elas provocam na atividade bioenergética dos
parasitas, interferindo na producdo de energia nas formas amastigotas da Leishmania
(CARVALHO, 2015).
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Figura 10- Estrutura quimica do antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®). B) Estrutura quimica do
Stibogluconato de sédio (Pentostan®). Fonte: Barbosa, 2010.

O uso de antimoniais para o tratamento das leishmanioses teve inicio com a descoberta
de Vianna (1912) que observou a eficicia do tartaro emético (antimonial trivalente) contra
LTA. Devido aos graves efeitos colaterais do tartaro emético, como intolerancia gastrintestinal
e cardiotoxidade, esse medicamento foi substituido por compostos pentavalentes,
primeiramente o Pentostam® em 1936 por Schmit, e durante a Segunda Guerra Mundial surgiu
na Franca um medicamento alternativo comercializado como Glucantime®. Enquanto o
Pentostam® é distribuido nos paises de lingua inglesa, o Glucantime® é comercializado no
Brasil e em paises de lingua francesa e espanhola (RATH, 2003).

Os efeitos colaterais observados em pacientes, estimula a interrup¢do do tratamento,
promovendo o aparecimento de cepas do parasita resistentes as drogas utilizadas como primeira
escolha. Faz entdo o uso de medicamentos denominados como de segunda linha de tratamento;
no Brasil utiliza-se a Pentamidina, a Anfotericina B e a Miltefosina como segundas opgoes
(PONTE-SUCRE, 2017; BRASIL, 2017).

A Pentamidina age interferindo na sintese de DNA, alterando morfologicamente o
cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial (KAUR e RAJPUT, 2014).
Classicamente a dosagem utilizada é de 4mg/Kg/dia, por via intramuscular a cada dois dias. A
toxidade esta relacionada a dose acumulada, por isso ndo é recomendado que a dose total

utilizada ndo ultrapasse 2g, e os efeitos colaterais incluem dor, induracéo (rigidez em reposta a



24

inflamacdo) e abcessos no local de aplicacdo, além de nduseas, vomitos, tontura, cefaleia
hipoglicemia e hiperglicemia, devido a acdo do medicamento no metabolismo da glicose
(BRASIL, 2017).

Outro medicamento utilizado como segunda escolha para as leishmanioses é o
desoxicolato de Anfotericina B, um antibiotico poliénico com excelente atividade in vitro na
destruicdo de Leishmania intra e extracelular, € administrado por via endovenosa, diluida em
soro glicosado 5% e infundida em quatro horas. Os primeiros relatos da eficacia da Anfotericina
B foram publicados em 1960, dez anos depois um estudo avaliou o farmaco em 49 pessoas com
leishmaniose muco-cutanea obtendo resultados excelentes. O mecanismo de a¢do se da pela sua
interacdo especifica com o ergosterol causando mudanca de sua permeabilidade seletiva para
K* e Mg ?* e consequentemente a morte do parasito. A droga tem eficcia contra as espécies de
Leishmania, mas é toxica para as células de mamiferos (KAUR e RAJPUT, 2014,
MENDONCA, 2018).

A miltefosina € um composto anticancerigeno que sofreu avaliagdes experimentais que
comprovaram sua eficacia para o tratamento de leishmanioses visceral, sendo a primeira droga
de uso oral usada no tratamento do kalazar por L. donovani. A atividade leishmanicida da
miltefosina esta relacionada a inducdo de morte celular semelhante a apoptose, com degradacéao
do DNA, e com altera¢Bes na biossintese de fosfolipidios e no metabolismo de lipideos (PARIS,
2004; KAUR e RAJPUT, 2014). Estudo recente demonstrou o potencial da miltefosina na
inibicdo do crescimento Leishmania major in vitro apds 48 hrs de incubacdo (NAZARI-
VANANI, 2018).

No entanto, deve-se observar as contraindica¢des; estudos indicam um perigoso
potencial de teratogenicidade, impossibilitando o uso por mulheres gravidas e em mulheres de
idade fértil que ndo estejam usando medicamentos anticoncepcionais, devendo manter a
contracepc¢do por dois meses apOs o tratamento, pois residuos do medicamento podem ser
identificados no corpo por varios meses apés o fim do uso. Outro ponto importante na discussdo
do uso de miltefosina é a sua capacidade de desenvolver, nas Leishmanias, resisténcia ao
medicamento (DORLO, 2008; BRASIL, 2016).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS
A utilizacdo de plantas e outros recursos naturais como alternativa para tratamento de

moléstias pode ser observada desde as civilizagdes antigas com registros que datam de 2600

a.C. Durante a pré-histéria o homem utilizava conhecimentos basicos sobre plantas para
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distinguir entre as proprias para 0 consumo e as que poderiam ser danosas a sua salde, assim
como as que ajudavam na cura de feridas e moléstias. Papiros datados de 1600 a.C. destacavam
a importancia e o emprego pelos egipcios de produtos naturais para cura de doencas e
diminuicdo de sintomas (FRANCESCHINI FILHO, 2004).

Outros povos como os chineses, que usam o conhecimento sobre principios ativos de
plantas a mais de cinco séculos, criaram, assim como Indus, egipcios e gregos, um tipo de
categorizacdo para ervas medicamentosas a partir de caracteristicas como cor, sabor, forma,
colocando atribui¢fes magicas as suas propriedades curativas (LIMA, 2006). Até os dias atuais,
produtos extraidos de plantas sdo usados para tratamento de uma gama de doencas variando
entre um resfriado a infeccGes parasitarias (CRAGG E NEWMAN, 2013).

A partir do século XIX o desenvolvimento da quimica farmacéutica e a producéo de
medicamentos sintéticos acarretou uma diminuicdo das pesquisas com ervas medicinais
(FRANCESCHINI FILHO, 2004).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais tem origens indigenas, mas a relacdo desses
povos com 0 negro e o branco permitiu a constru¢do de uma forte cultura popular sobre o
emprego de produtos naturais como fonte terapéutica (ALVES, 2013). O pais é detentor da
maior biodiversidade do planeta, com uma diversidade enorme de flora, além de apresentar
raizes culturais que estimularam o uso de plantas medicinais. No entanto, mesmo apresentando
uma vastiddo de mais de 55 mil espécies de plantas, o conhecimento sobre suas potencialidades
é escasso (BRASIL, 2006; DUTRA, 2016). No Brasil, entre 1940 e 1950, o uso de produtos
vegetais bioativos diminuiu frente ao processo de industrializacdo e uso de drogas sintéticas
(BRUNNING et al, 2012).

Nos Ultimos anos tem se observado o retorno pelo interesse, por parte da inddstria
farmacéutica, nas potencialidades das plantas medicinais, evidenciando um crescente numero
de publicacdes cientificas nesta area. Ainda assim a maioria das espécies vegetais do planeta é
desconhecida do ponto de vista cientifico (ASSIS, 2015). Segundo a OMS cerca de 65% da
populacdo mundial utiliza plantas ou derivados como conduta terapéutica primaria. Dos
medicamentos modernos estima-se que cerca de 25% sejam derivados de plantas (CRAGG et
al., 2014).

Segundo Almeida (1993), toda planta que é administrada ao homem ou animal e produz
sobre eles uma acéo farmacologica € denominada planta medicinal. Porém, a utilizacdo desses
produtos deve ser realizada com cautela, pois, diferentemente do que ¢ vinculado pela midia e
empresas de produtos naturais, nenhum desses produtos estdo livres de efeitos colaterais que

possam colocar em risco a saude do paciente. E necessaria maxima atencdo nas etapas de
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producdo de produtos e medicamentos derivados de plantas medicinais com o objetivo de
garantir qualidade, seguranca e eficicia no seu uso (SILVEIRA et al, 2008; BOCHNER et al,
2012). Com o objetivo de garantir a qualidade de vida da populagdo, 0 Ministério da Saude
mudou em 2006 a Politica de Praticas Integrativas e Complementares e a Politica de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos que abrangem praticas de acupuntura, homeopatia, plantas
medicinais e fitoterapia. Essas politicas estabelecem diretrizes que visam a disponibilidade de
forma segura e eficaz, com capacitacao de profissionais de salde, para identificar e adequar a
utilizacdo dessas terapias alternativas dentro do sistema unico de salde (BRASIL, 2006a;
BRASIL, 2006b).

Os fitoterapicos, diferentemente das plantas medicinais que sdo utilizadas integras ou
em partes, sao medicamentos derivados de plantas medicinais ou seus derivados, e apresentam
eficacia comprovada, assim como conhecimento sobre seus riscos a saude (BRASIL, 2009). O
interesse na fitoterapia fez com que ela crescesse e evoluisse nos dltimos anos, indo além dos
interesses terapéuticos voltados para uso popular. O conhecimento cientifico aplicado a essa
tematica permitiu o aperfeicoamento e regulamentacdo de fitoterapicos em todo mundo, com

representacdo significativa na conduta terapéutica de diversas doencas (BRASIL, 2006).

2.2.1 Metabdlitos secundarios

As potencialidades bioldgicas atribuidas as plantas se devem a presenca de variados
compostos denominados “principio ativo” que s3o substancias com potenciais efeitos
farmacoldgicos originados do metabolismo das células vegetais. No interior das células
vegetais acontece um conjunto de reacBes quimicas que recebe o0 nome de metabolismo, o qual
é dividido em metabolismo primario e secundario. O metabolismo priméario envolve um
conjunto de processos metabolicos que sdo essenciais para o vegetal e envolve compostos como
carboidratos e nucleotideos. O metabolismo secundario origina compostos que néo
desempenham funcdes vitais para a planta, mas que estdo envolvidos na relacdo entre a planta
com meio ambiente ou outros organismos, exercendo principalmente o papel de protecdo do
organismo vegetal, apresentam ampla diversidade estrutural e suas fungdes ndo sao
completamente esclarecidas (DEWICK, 2009).

Por estarem envolvidos na interacdo entre organismos, 0s metabolitos secundarios
apresentam atividades bioldgicas importantes. Sdo conhecidos e estudados trés principais
grupos de metabdlitos secundarios, sdo eles: terpenos, compostos fendlicos e os alcal6ides

(SCHUMAN, 2016). O grupo dos alcaloides se destaca por apresentarem potencial para a
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terapéutica da leishmaniose, com varios estudos apresentando substancias com atividade
leishmanicida (GIL et al., 2008; ARAUJO, 2016; FERREIRA et al, 2017).

2.3 Aniba riparia (Neez) Mez

A. riparia (Figura 11) é uma arvore pertencente a familia Lauracea sendo tipica da
regido Amazonica e Guianas onde ¢ popularmente conhecida como “louro”. Vérios
constituintes quimicos foram isolados dessa espécie vegetal, como flavonoides, neolignanas e
alcamidas. Os estudos referentes a A. riparia, estdo relacionados principalmente a bioatividade
das riparinas, alcaloides isolados do fruto verde da espécie, que ap6s elucidacao de sua estrutura
guimica passaram a ser sintetizados pelo Laboratério de Tecnologia da Universidade Federal
da Paraiba (BARBOSA-FILHO, 1987; SOUZA et al., 2008).

Figura 11- Folhas da arvore Aniba riparia (Neez) Mez. Fonte: floradobrasil.jbrj.gov.br

2.4 RIPARINAS

A partir de frutos verdes de Aniba riparia foram isoladas trés substancias: N-
beonzoiltiramina, N- (2-hidroxibenzoil)-tiramina e N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiramina, sendo
chamadas de riparinas I, 1l e Ill, respectivamente, em referéncia a planta. As riparinas sao
alcaldides do tipo alcamida que apresentam caracteristicas quimicas e potencialidades
bioldgicas vistas em poucos constituintes na natureza. Apés elucidacdo estrutural de um dos
compostos, denominado Riparina Il ((O-metil-)-N-(2-hidroxibenzoil) tiramina) (Figura 12),

verificou-se que a molécula é resultado da condensacédo entre o éter metilico da tiramina e o
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acido salicilico, despertando a partir dai, o interesse em sua potencialidade farmacoldgica
(BARBOSA-FILHO, 1987).

Figura 12- Estrutura quimica da riparina Il.

Compostos isolados de plantas apresentam um rendimento muito baixo, logo, muitas
vezes recorre-se a producdo sintética dessas substancias. Devido a essa questdo, apés
isolamento e caracterizagdo quimicas, a producdo sintética passou a ser a principal via de
obtencéo das riparinas (COSTA, 2016). As atividades bioldgicas observadas nessas alcamidas
incluem: efeitos ansiolitico e antidepressivo (SOUZA, 2004; MELO, 2006); antimicrobiano
(CATAO et al, 2005); analgésico e anti-inflamatério (NASCIMENTO, 2016).

Em estudo realizado com a riparina Il por Carvalho et al. (2013), foi observado efeito
anti-inflamat6rio em murinos, indicando uma inibicdo direta ou indireta da liberacdo de
marcadores pré-inflamatorios envolvidos na geracdo da inflamacdo. A acdo antidepressiva
também foi demonstrada em camundongos (MELO et al., 2005). Riparina A, um analogo
sintético de riparinas, demostrou atividade leishmanicida contra L. amazonensis em testes

realizados por Aradjo e colaboradores (2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o potencial leishmanicida das riparinas I, 1l e Il frente a Leishmania

amazonensis em ensaios in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a ICso das riparinas I, Il e 11l sobre a forma promastigota da Leishmania

amazonensis, através do ensaio de MTT;

¢ Analisar as alteragdes morfologicas da L. amazonensis, frente a acdo da riparina com menor

ICso, atraves de microscopia eletronica de varredura;

e Investigar o perfil proteico da L. amazonensis cultivada com a riparina de menor valor de
ICso, através da eletroforese de SDS-PAGE;

e Determinar a atividade citotoxica da riparina com menor valor de 1Cso contra células Vero.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SINTESE DAS RIPARINAS I, I1 E 111

As riparinas foram sintetizadas no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica- UFPB e
gentilmente cedidas pelo grupo do Prof. Dr. José Maria Barbosa-Filho. O processo de producéo
das substancias ocorreu pela condensacéo, sob agitacdo magnética (30min) em temperatura
ambiente, do éter metilico da tiramida com o cloreto de metila, salicilato de metila ou com o
acido 2-6-dihidroxibenzoico para obtencédo das riparinas | (O-Metil-N-benzoiltiramina), Il (O-
Metil-N-(2-hidroxibenzoil)-tiramina) e Il (O-Metil-N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiramina),
respectivamente. Posteriormente a esse processo ocorreu a purificagdo por métodos
cromatograficos (cromatografia em coluna e em camada delgada), liofilizacdo e a identificacédo
através de ressonancia magnética nuclear (BARBOSA-FILHO, 1990).

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO

4.2.1 Manutencéo das formas promastigotas da Leishmania amazonensis

As formas promastigotas da Leishmania amazonensis (NHON/77/LTB0016) foram
cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose — Himedia Laboratories) suplementado com
20% de Soro Fetal Bovino (Invitrogen Corporation) inativado, 0,2% de hemina e 0,1% de
antibiéticos [10000U/mL de penicilina e 10000 pg/mL de estreptomicina (Gibcoby Life
Technologies) a 26°C em estufa B.O.D. (Demanda bioguimica de oxigénio).

4.2.2 Atividade leishmanicida pelo método do MTT

A obtencéo da ICso (concentragdo da amostra teste que inibe 50% do crescimento dos
parasitas em relacdo ao controle) foi realizada a partir do método colorimétrico do MTT
(brometo de 3-metil [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetraz6lio). O MTT possibilita avaliar a
atividade metabolica das células com base na reducgéo desse sal por desidrogenases, resultando
na producgéo de cristais de formazan intensamente corados no interior das células. A produgéo
do cristal de formazan é proporcional ao nimero de células metabolicamente ativas. Este
método foi descrito pela primeira vez por Mosmann (1983).

Os parasitas em fase exponencial de crescimento foram distribuidos numa concentracao
de 2 x 10° parasitas/mL (100 pL) em placas de 96 pocos de fundo chato junto com as riparinaas

a serem testadas. As substancias foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec
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Quimica Fina LTDA) para obtencdo de uma solucéo-estoque, em seguida diluidas em meio LIT
nas concentracdes de 200 pg/mL a 6,25 pg/mL e adicionadas a placa (100uL). A Anfotericina
B (Sigma) foi utilizada como controle positivo e como controles negativos foram utilizados
meio de cultura LIT e LIT com o solvente DMSO. A placa contendo os parasitas e as riparinas
seguiram para incubacdo a 26°C em estufa B.O.D (Caltech Industria e Comércio LTDA)
durante 72 horas.

Ap0s o tempo de 72 horas de incubacéo, seguiu a adi¢do, em cada poco, de 20uL de
MTT (5mg/mL) sendo as placas posteriormente incubadas por 3 horas em estufa de BOD a
26°C. Apos esse periodo, fez-se a aspiracao do meio de cultura e 0 excesso do MTT para adicao
de 100 pL de DMSO, por pogo, durante 30 minutos, para dissolver os cristais de formazan. A
leitura da placa foi entdo realizada, para obtencdo das absorbancias dos pocos, em um leitor de
microplacas (BioRad Mark Microplate Spectrophotometer) com comprimento de onda de 595
nm. A densidade 6ptica (D.O.) média dos pogos com o composto foi comparada com a dos

pocos controles. Os testes foram realizados em triplicata.

4.3 MICROSCOPIA OPTICA DE L. amazonensis CULTIVADA COM RIPARINA II

As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas por 72 horas em meio de
cultura LIT (Liver Infusion Tryptose — Himedia Laboratories) contendo as concentracdes de
200 pg/mL e 3,60 pg/mL de riparina Il. L. amazonensis cultivadas apenas em meio LIT foram
utilizadas como controle negativo. Ap6s o periodo de incubacéo foi realizada a montagem das
laminas, com adicdo das amostras em forma de estirago. Seguiu-se com a fixagdo em metanol
e coloracdo das amostras com o corante Giemsa. As preparacdes foram analisadas em
microscopio 6ptico Motic BA200 (Motic Electric, China) e em seguida realizada a captura de
imagens utilizando uma camera digital Moticam 1000. As imagens foram processadas

utilizando o software Motic Images Plus (Motic Electric, China).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE PARASITAS CULTIVADOS
COM RIPARINA 11

Formas promastigotas de L. amazonensis controles e tratada na concentragdo de 3,60
pg/mL de riparina Il foram lavadas em tampéo fosfato e fixadas overnight em uma solucéo
contendo glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4% em tampdao cacodilato de sédio a 0,1M,
pH 7,4 por 12 horas em temperatura ambiente e processadas para Microscopia eletrénica de
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varredura (MEV). As formas promastigotas fixadas foram colocadas para aderir em laminulas
previamente revestidas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Ap6s 20 min. as
laminulas foram lavadas 3 vezes a cada 10 minutos no mesmo tampao para retiradas das células
ndo aderidase pds-fixadas em tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% em tampéo cacodilato de sodio
a 0,1M, pH 7,2 por 1 hora. Em seguida as células foram desidratadas em séries crescentes de
etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e submetidas a secagem atraves do ponto critico no
Critical Point Dryer HCP-2 (Hitachi, Tokyo, Japan), cobertas com 20 nm de ouro no
metalizador JFC-1100 (Jeol, Tokyo, Japan) e visualizadas através do microscépio eletrénico de
varredura JEOL T-200 (Jeol, Tokyo, Japan) no Laboratério de Biologia Celular e Molecular

coordenado pelo Prof.° Dr. Fabio Brayner.

45 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA RIPARINA Il SOBRE
CELULAS VERO

A linhagem das células Vero foram mantidas em meio DMEM com alta concentragédo
de glicose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM (HimedialLaboratories®),
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino (Gibco Invitrogen®) e 1% de antibioticos
(estreptomicina e penicilina-Gibco Life Technologies®).

Para realizar os testes, as células foram plaqueadas em placa de 96 pocos (100ul/ poco)
na concentragdo de 2 x 10° células\mL. Apds 24 horas, as substancias com concentracdes
seriadas de 200 pg/mL a 3,12 pg/mL, foram adicionados (100pL/pogo). As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO a 37°C. Em seguida, foi adicionado em cada
poc¢o 20 uL da solucdo de MTT na concentracdo de 5mg/ml seguido por incubacao por 3 horas
em estufa a 5% de CO2 a 37°C. A leitura da absorbancia foi entdo realizada, ap6s dissolucao
do precipitado (cristais de formazan) com DMSO absoluto (100pL/pogo), em
espectrofotdmetro (BioRad Mark Microplate Spectrophotometer) no comprimento de onda de

595nm. Cada amostra foi testada em triplicata.

4.6 ELETROFORESE SDS-PAGE

A analise do perfil proteico das formas promastigotas de L.amazonensis foi realizada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). O
preparo do gel de resolucao (15% de acrilamida) foi feito com 15 mL de solugdo “resolving”,

ao qual se misturou, em um Becker, 150 pL de persulfato de amonio e 15 pL de TEMED.
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Posteriormente o gel foi montado em cuba vertical de eletroforese com tampao “running buffer”
1x (248 mM Trisma, 1.92 M glycine, 1% w/v SDS). Foi realizada a preparacdo do gel de
empilhamento (4% de acrilamida), para aplicacdo das amostras, através da homogeneizacdo em
becker de 5 mL de solu¢édo Stakin, juntamente com 100 pL de persulfeto de amonio e 10 L de
TEMED. O gel de empilhamento é mais poroso para permitir que as proteinas migrem
livremente e se concentrem no inicio do gel de resolugdo até ser adicionado o campo elétrico
para inicio da corrida eletroforética.

Amostras previamente preparadas, contendo concentracdo conhecida de formas
promastigotas de L. amazonensis (2x 10°) ap6s 72 horas de incubagdo em meio LIT contendo
concentracdes de 200 e 3,60 pg/ml de riparinas Il, foram centrifugadas e posteriormente
adicionadas em 50 pL de L2x (tampdo de amostra), fervidas por trés minutos e aplicadas no
gel. Foi utilizado como controle o marcador molecular LMW para comparacdo dos pesos
moleculares das bandas eletroforéticas. Uma vez aplicada as amostras e marcador o LMW no
gel ligou-se a fonte de tensdo com uma voltagem de 300V (35mA) por 1 hora e 10 minutos para
gue ocorresse a migracdo das proteinas no gel de resolucéo.

Apbs a corrida, o gel foi retirado da cuba de eletroforese vertical e corado com
Coomassie Brilliant Blue sob agitacao por 10 minutos. O gel foi colocado overnight em solucéo
“destain” para descoloragdo e visualizagdo das bandas eletroforéticas. O ensaio foi realizado

pela equipe do Laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées (PE).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos dados foram feitas através do programa Graph Pad Prism
7.0 (GraphPad Software) utilizando o método de Analise de Variancia (ANOVA), seguido de
teste de Tukey para comparacdes multiplas com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A

obtenc&o da ICs foi realizada por regressé@o nao linear.
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5 RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis cultivadas com as riparinas I, Il e
[11, por um periodo de 72 horas, apresentaram 1Cso de 6,65 pg/mL, 3,60 pg/mL e 6,57 pg/mL,
respectivamente, quando comparadas ao controle negativo, cultivadas apenas com meio LIT
(Tabela 1). A riparina Il apresentou a menor ICso entre as riparinas estudadas, portanto,
apresentou maior atividade leishmanicida, em consequéncia desse resultado, a riparina Il foi
selecionado para os demais ensaios. A ICso da Anfotericina B, utilizada como controle positivo,
foi de 0,44 pg/mL.

Tabela 1- 1Cso das riparinas I, Il e 111 frente a L. amazonensis (p < 0,05).

1Cso0
RIPARINA | RIPARINA 11 RIPARINA 111
6,65 pg/mL 3,60 pg/mL 6,57 pg/mL

5.2 ANALISE DAS FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. amazonensis POR
MICROSCOPIA OPTICA

A analise realizada com uso do microscopio optico das L. amazonensis cultivadas com
riparina Il, mostrou alteraces na morfologia do parasita. Os parasitas cultivados em meio LIT
apresentaram morfologia tipica de formas promastigotas, corpo e flagelo alongados (Figura 14
A). Os parasitas cultivados em concentracGes de 200 pg/mL e 3,60 pg/mL de riparina I,

apresentaram uma forma arredondada e flagelo curto (Figura 13 B e C).
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Figura 13- Fotomicrografias obtidas por microscopia Optica (1000x) mostrando formas promastigotas de
L.amazonensis cultivadas em meio LIT (A) e nas concentracdes de 200 pug/mL (B) e 3,60 pg/mL (C) de riparina
Il.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE Leishmania amazonensis
CULTIVADA COM RIPARINA 11

A analise da microscopia eletrénica de varredura das formas promastigotas de L.
amazonensis, cultivas por 72 horas com riparina 11, demonstrou alteracbes na superficie do
parasita. Alguns parasitas perderam sua forma alongada, apresentando uma forma arredondada,
encurtamento do flagelo e bolhas distribuidas ao longo da membrana plasmatica. Nenhuma
alteracdo morfologica foi observada nos parasitas cultivados em meio LIT ou meio LIT-
DMSO (Figura 14).
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Figura 14- Micrografia eletronica de varredura (MEV) das formas promastigotas de L. amazonensis nao tratados
e tratados com riparina Il apds o tempo de 72 h. Em (A) parasitas ndo tratados, cultivados em meio LIT e em (B)
parasitas ndo tratados cultivados em meio LIT-DMSO, foram observados parasitas com morfologia tipica; em (C
e D) parasitas tratados com 3,60 pg/mL de riparina I1, apresentaram corpo arredondado (asteriscos), flagelo curto
(seta maior) e bolhas na superficie da membrana plasmaética (seta menor).

5.4 ELETROFORESE EM GEL SDS-PAGE DE PROTEINAS DE Leishmania
amazonensis CULTIVADAS COM RIPARINA I

O perfil proteico das formas promastigotas de L. amazonensis tratadas e ndo tratadas
com riparina Il foi obtido por eletroforese vertical. A analise do perfil proteico mostrou
alteracdes no padrdo de migracdo na amostra de L. amazonensis cultivada com 200 pg/mL de
riparina Il, em compara¢do com as amostras cultivadas com 3,60 pg/mL (ICso) e sem

tratamento, cultivado em meio LIT-DMSO (Figura 15).
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Figura 15- Eletroforese SDS-PAGE. Gel corado com comasse blue. Perfil proteico de L. amazonensis. LMW:
marcador de pesos molecular; coluna 1: controle negativo, parasita cultivado em meio LIT; coluna 2: parasita
cultivado com 200 pg/mL de riparina Il, exibindo diferenca na altura de duas bandas proteicas (setas vermelhas);
coluna 3: parasita cultivado com 3,6 pg/mL riparina 11 (1Cso).

55 ENSAIO CITOTOXICO COM CELULAS VERO

O ensaio de citotoxicidade da riparina Il com células Vero resultou em uma CCso de

14,54 pg/mL (Figura 16).
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Figura 16- Viabilidade das células Vero frente a diferentes concentra¢des de riparina Il, apds 72 h de incubag&o.
Os testes foram realizados em triplicata e os resultados representam a média de trés experimentos independentes.
O nivel de significancia foi de 5% pelos testes de Anova e Tukey.
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6 DISCUSSAO

As drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses sdo substancias com alta
toxicidade, causando nos individuos diversos efeitos colaterais, tornando a conduta terapéutica
dificil de ser adotada pelos pacientes, além do surgimento de cepas resistentes. Em decorréncia
desse quadro atual, a busca por novas drogas é primordial, com o intuito de aumentar a eficacia
do tratamento contra as leishmanioses, como também diminuir a toxicidade e
consequentemente os efeitos colaterais causados aos pacientes (BRASIL, 2017).

O homem tem nas plantas medicinais uma importante fonte de novos compostos, com
potencialidades bioldgicas curativas sobre diversas doengas que atingem o mundo moderno.
(CRAGG E NEWMAN, 2013; ASSIS, 2015). Esses compostos sdo produtos do metabolismo
dos vegetais, principalmente do seu metabolismo secundario. Dentre o0s metabdlitos
secundarios, que se destacam como fonte possiveis medicamentos para tratamento da
leishmaniose, estdo os alcaldides (GIL, 2008; SILVA E OLIVEIRA, 2016).

Neste trabalho, a atividade leishmanicida da riparina Il (ICs 3,60 pug/mL), um alcal6ide
do tipo alcamida, observada contra as formas promastigotas de L. amazonensis em comparagédo
com as riparinas | (ICso 6,65 pg/mL) e 11l (ICso 6,57 pg/mL), apresentou melhor resultado.
Todas as trés riparinas apresentaram atividade leishmanicida, esses resultados corroboram com
0 ensaio realizado com o alcal6ide cefaelina, isolado de Psychotria klugii, que demostrou
atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de L. donovani, com uma ICso de 0,03
pg/mL (MUHAMMAD, 2003). Segundo Araujo et al. (2016), a riparina A, analogo sintético
da riparina Ill, apresentou uma ICsp em 81,8 pug/mL sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis. As ICso das riparinas I, 11, e 111 foram menores do que a descrita para riparina A,
portanto, apresentaram melhor atividade leishmanicida frente a L. amazonensis.

Nos testes de citotoxidade sobre células Vero, as riparinas apresentaram CCso de 14,54
pg/mL. Essa concentracdo é 4 vezes maior do que a que foi obtida como ICso para as formas
promastigotas de L. amazonensis (ICso = 3,60 pug/mL). Estudo realizado por Kagan, et al. (2012)
analizaram a citotoxidade da anfotericina B, obtendo resultados que demostraram uma alta
toxicidade contra linhagem de células Vero (CCso = 4,0 pg/mL). Constata-se entdo que, em
comparagdo com a anfotericina B, a riparina Il apresenta menor atividade citotoxica contra
celulas animais.

O mecanismo de agdo da riparina no relaxamento do musculo liso foi descrito como
inibidor de canais de Ca?* e da liberagio de Ca?* do estoque intracelular, sendo independente

do aumento dos niveis de AMP ciclico (THOMAS et al., 1994). Esse mecanismo de a¢do sugere
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que a atividade leishmanicida da riparina Il sobre as formas promastigotas de L. Amazonensis,
que ocasionou altera¢cdes na morfologia e o surgimento de bolhas na membrana plasmatica,
observado através da microscopia eletronica de varredura, provavelmente foi em consequéncia
da diminuicéo da concentracdo de calcio intracelular, promovendo alteracdes do citoesqueleto
do parasita. As mesmas alteracbes foram observadas com a warifiteina, um alcaldide
bisbenzilisoquinolinico, sobre a Leishmania chagasi (SILVA et al., 2012). Tempone et al.,
2009. descreveram a atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas e amastigotas de
L. chagasi, de um bloqueador de canais de calcio, a nimodipina, com alteragdes semelhantes a
encontrada com a riparina Il, descrita neste trabalho.

Tem sido descrito a existéncia de proteinas importantes que estdo relacionadas com a
viruléncia de parasitas, sendo expressas em fases infectantes desses microrganismos, e
proteinas que tém seus perfis de expressdo modificados quando a célula é exposta a estresse
(SOARES et al., 2003). Provavelmente, a modificacdo no perfil proteico da L. amazonensis,
observada no ensaio de eletroforese de gel de SDS-PAGE deve-se a exposic¢do do parasita ao
estresse quimico da riparina Il. Essas modificacdes no perfil proteico de L. amazonensis, estdo
relacionadas ao surgimento de duas bandas proteicas, observadas nas amostras dos parasitas
cultivados com a riparina Il na concentracdo de 200ug/mL, que ndo foram observadas nas
amostras dos parasitas cultivados com riparina Il na concentragdo 3,60pg/mL (ICs0) e no
controle negativo. Essas bandas estéo localizadas abaixo do peso molecular de 96KDa e o de
66KDa.
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7  CONCLUSAO

Conclui-se que todas as trés riparinas testadas possuem atividade leishmanicida contra
0 parasita Leishmania amazonensis, entretanto, a riparina Il apresentou melhor atividade
leishmanicida, além de apresentar abaixa atividade citotdxica frente a célula Vero, uma
linhagem ndo cancerigena. Dessa forma, a riparina Il pode ser classificada como um alcaléide
promissor no combate ao parasita causador da Leishmaniose Tegumentar Americana,
colocando-se como uma farmaco promissor para estudos mais detalhados sobre seu macanismo

de acdo e potencialidades em estudos in vivo.
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