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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa zoondtica, causada por protozoarios do género
Leishmania, amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais. Constitui um crescente
problema de salde publica e é considerada uma das endemias de interesse prioritario. Tendo em
vista dificuldades de aplicacdo e toxicidade encontradas em tratamentos com as drogas
disponiveis no mercado, um grande nimero de espécies botanicas € investigado como fontes
alternativas de substancias antileishmania. Neste contexto a familia Annonaceae possui destaque,
varias especies apresentam moléculas potencialmente bioativas. Assim, as espécies Annona
mucosa, Annona sericea e Ephedranthus amazonicus foram avaliadas em culturas de
promastigotas de Leishmania spp in vitro. Os extratos organicos de A. mucosa apresentaram
atividade frente a L. amazonensis, com concentracao inibitoria de 50% (Clsg) entre 9,32 - 46,54
pug/mL; frente a L. braziliensis, com Cls entre 27,42 - 170,15 pg/mL e frente a L. guyanensis
com Clsg entre 16,23 - 165,02 pug/mL. Os extratos organicos de A. sericea foram avaliados frente
a L. amazonensis e L. braziliensis sendo observado, Clsy entre 0,40 - 55,86 pug/mL frente a L.
amazonensis e Clsg entre 86,21 - 151,82 pg/mL frente a L. braziliensis. Os extratos organicos de
E. amazonicus foram avaliados frente a L. amazonensis e L. braziliensis sendo observado, Clsg
entre 2,47 - 2,57 pg/mL frente a L. amazonensis e Clso de 265,45 pg/mL frente a L. braziliensis.
A partir do extrato em diclorometano das folhas foram isolados e identificados os alcaldides
liriodenina (1) e atheroespermidina (2). O alcal6ide liriodenina, principal alcal6ide isolado deste

extrato, apresentou atividade frente a L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, sendo



observado respectivamente, Clsy de 1,43; 55,92 e 0,84 pg/mL. Com base nos resultados
apresentados e a perspectiva de maior disponibilidade de cultivo, a espécie A. mucosa foi
selecionada para avaliacdo in vitro frente a formas amastigotas de L. amazonensis. O alcaldide
liriodenina e os extratos organicos de A. mucosa foram ativos frente a formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, sendo observada reducdo de 80% de macrofagos infectados e
eliminacdo de 70% de amastigotas intracelulares. O extrato diclorometano e hexanico das folhas
de A. mucosa foram selecionados para avaliagdo in vivo no tratamento de leishmaniose cutanea
experimental em camundongos BALB/c causada por L. amazonensis. As pomadas formuladas a
base dos extratos foram eficazes no tratamento da lesdo cutdnea tanto na aplicacdo topica quanto
na aplicagdo intraperitoneal. Os resultados sdo promissores e estimulam a continuagdo dos

estudos de A. mucosa visando a elaboracao de um potencial produto leishmanicida.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic infectious disease caused by protozoa of the Leishmania genus,
widely distributed in tropical and subtropical regions. Constitutes a growing public health
problem, and is considered one of the endemic diseases of priority interest. Due to dificults to
application and toxicity found in the treatment with commercial drugs, a great number of botanic
species is investigated as alternative sources of antileishmanial substances. In this context the
Annonaceae family possesses highlighted several species are potentially bioactive molecules.
Then, the species Annona mucosa, Annona sericea and Ephedranthus amazonicus were evaluated
in vitro in cultures of promastigotes of Leishmania spp. The organic extracts of A. mucosa
showed activity against L. amazonensis, with inhibitory concentration of 50% (ICsp) between
9.32 - 46.54 pg.mLY; against L. braziliensis, with ICsq between 27.42 - 170.15 pug.mL™ and
against L. guyanensis with 1Cso of 16.23 - 165.02 ug.mL™. The organic extracts of A. sericea
were tested against L. amazonensis and L. braziliensis showing, 1Csq between 0.40 - 55.86
ng.mL™* against L. amazonensis and 1Cso between 86.21 - 151.82 pug.mL™ against L. braziliensis.
The organic extracts of E. amazonicus were tested against L. amazonensis and L. braziliensis
presenting, 1Cso between 2.47 - 2.57 pg.mL™ against L. amazonensis and ICs; of 265.45 pg.mL™
against L. braziliensis. From do dichlorometane leaves extract was isolated two alkaloids
identified as liriodenine (1) and atherospermidine (2). The alkaloid liriodenine, major alkaloid
isolated from this extract, showed activity against L. amazonensis, L. braziliensis and L.

guyanensis, being observed, respectively, 1Cso of 1.43, 55.92 and 0.84 pg.mL™. On the basis of



the results obtained and due to better perspective to cultivate, the species A. mucosa was selected
for evaluation in vitro against amastigotes of L. amazonensis. The alkaloid liriodenine and
organic extracts of A. mucosa were active against intracellular amastigotes of L. amazonensis
observed reduction of 80% of infected macrophages and elimination of 70% of intracellular
amastigote. Dichloromethane and hexane extract of leaves of A. mucosa were selected for
evaluation in vivo the treatment of experimental cutaneous leishmaniasis in BALB/c mice caused
by L. amazonensis. The bases of ointments formulated extracts were effective in treating skin
injury in both topical application and in intraperitoneally. Results are very promising and
stimulate the continuation of the studies on A. mucosa to aim for the elaboration of a potential

leishmanicidal product.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozoarios do
género Leishmania, que afeta mais de 12 milhdes de pessoas mundialmente e apresenta alta
endemicidade, morbidade e mortalidade em populac@es da Africa, Asia e América Latina (WHO,

2002; DUJARDIN, 2006).

Os agentes causadores dessa doenca sdo parasitas unicelulares heteroxénicos do género
Leishmania que apresentam duas formas morfoldgicas no seu ciclo de vida: promastigota e
amastigota. As formas promastigotas caracterizam-se por serem fusiformes e com longo flagelo,
sdo extracelulares e vivem no trato digestorio do inseto vetor. As formas amastigotas, por sua
vez, sdo arredondadas e com curto flagelo que ndo se exterioriza, sdo intracelulares obrigatorias e

parasitam principalmente macr6fagos do hospedeiro vertebrado (MICHALICK, 2003).

As perspectivas de controle da doenca na regido norte sdo complexas em funcdo da
mesma comportar-se como uma zoonose, sendo o homem apenas hospedeiro acidental. Atinge
individuos que trabalham nas &reas florestais, especialmente envolvidos em atividades de
desmatamento, as vezes se comportando como doenca ocupacional. Por tratar-se de matas densas
de &reas tropicais chuvosas, o conhecimento da biologia e dos hébitos de alimentacdo das varias

espécies de vetores flebotomineos podera contribuir para a prevencdo da infecgdo. Outra
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possibilidade seria o desenvolvimento de vacinas e a utilizacdo dos cuidados individuais, que é de

dificil implementac&o na pratica (ARAUJO FILHO, 1981; FNS, 2002; MS, 2007).

Assim, a medida profilatica considerada ideal seria o desenvolvimento de uma vacina.
Embora haja muitos grupos trabalhando na tentativa de desenvolvé-la (CONVIT et al., 2004;
TEWARY et al., 2004) ainda ha varios fatores que dificultam, tais como 0s mecanismos efetores
da resposta imune no homem, além de obstaculos de ordem politica e econdbmica (HANDMAN,
1997). Devido a essas dificuldades, torna-se importante a busca por novos agentes
quimioterapicos. Nesse contexto, uma alternativa bastante promissora é o uso de espécies
vegetais, 0 que na verdade ja vem sendo utilizado desde o inicio da civilizacdo no processo de
cura de inumeras doencas. A isso tudo, acrescenta-se 0s avancos da medicina que possibilita a
comprovacdo da capacidade de cura de determinadas plantas, o que garante seguranga na

utilizacdo das mesmas como medicamento (CALIXTO, 2000; ROCHA et al., 2005).

No presente estudo foi avaliada a acdo leishmanicida in vitro dos extratos de trés espécies
de Annonaceae em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis; que
sdo as espécies causadoras de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) mais ocorrentes na
Amazonia brasileira. Com base nos resultados obtidos e a perspectiva de maior disponibilidade
para cultivo, a espécie A. mucosa foi selecionada para avaliacdo in vitro em amastigotas de L.
amazonensis. Os extratos promissores foram selecionados para avalia¢@es in vivo no tratamento
de leishmaniose cutanea experimental em camundongos BALB/c infectados com Leishmania

amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8).

Pretende-se, com este trabalho, contribuir com subsidios cientificos para a formulacao de

um fitoterdpico, ou farmaco, potencialmente eficaz no combate a leishmaniose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades biolégicas de Annona mucosa, A. sericea e Ephedranthus
amazonicus encontradas na Amazonia brasileira, frente a formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis; e formas promastigotas de L. braziliensis e L. guyanensis visando
contribuir com subsidios cientificos para a formulagdo de um fitoterapico ou farmaco,

potencialmente eficaz, no combate a leishmaniose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar o efeito leishmanicida in vitro dos extratos brutos, e fracGes
cromatograficas de A. mucosa, A. sericea, E. amazonicus e do alcaldide liriodenina isolado de A.
mucosa e A. impressivenia em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.

guyanensis.

> Determinar o efeito citotéxico dos extratos brutos de A. mucosa e do alcaloide

liriodenina em macrofagos peritoneais de camundongos BALBI/c.
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> Avaliar o efeito dos extratos brutos de A. mucosa e do alcal6ide liriodenina na
infeccdo e desenvolvimento da L. amazonensis em macrofagos peritoneais de camundongos

BALB/c.

> Avaliar o efeito dos extratos mais promissores de A. mucosa no tratamento de

leishmaniose cutanea experimental em camundongos BALB/c causada por L. amazonensis.

> Realizar analises cromatograficas e espectrométricas dos extratos mais
promissores de A. mucosa na atividade leishmanicida in vivo, a fim de idénticar as substancias

ativas, puras ou em misturas.
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3. REVISAO BIBLIOGAFICA

3.1 LEISHMANIOSE

A Leishmaniose € uma doenca causada por pelo menos 17 espécies de protozoarios do
género Leishmania (CROFT E COOMBS, 2003). De acordo com as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas da doenca, as espécies sdo classificadas em dois sub-géneros Leishmania e
Viannia (Figura 1). O género Leishmania compreende protozodrios parasitos digenéticos da
ordem kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (SHAW, 1994). Lainson (1981) demonstrou a
dificuldade que os consultores tiveram de inclui-la entre as seis doengas mais importantes do

mundo pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (LAINSON & SHAW, 1978).

A contribuigdo do parasito no polimorfismo clinico das leishmanioses tem sido sugerida e
sustentada had anos por estudos que demonstram correlacdo entre determinados gendtipos de

espécies e cepas de Leishmania e manifestagdes clinicas da doenca (REITHINGER et al., 2007).

Os aspectos das leishmanioses variam ainda conforme regido geografica, provavelmente
indicando interacdo entre propriedades dos parasitos locais, biologia dos vetores presentes na area
e fatores da populagdo. Com relacdo ao papel do hospedeiro, a idade, estado nutricional, eficacia
do sistema imune e co-infecgdes com HIV alteram significativamente as manifestagdes clinicas

da doenga (MURRAY et al., 2005).
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A evolucdo da disseminacdo desta zoonose ndo se deu de forma similar, dai serem os seus
padrdes epidemioldgicos extremamente diversos a depender da regido geogréfica e de fatores
socio-culturais da populacdo envolvida. Esta diversidade impossibilita o estabelecimento de
padrdes epidemioldgicos e ecoldgicos comuns para as diversas regides, dificultando, assim, a
adocdo de medidas de controle da doenga (ARAUJO FILHO, 1981; BARRETO et al.,1981;

COSTA, 1986; DOURADO, 1989).

TRYPANOSOMATIDAE
Familia ‘
Crithidia Leptomonas Herpetomonas  Blastocnthidia Leishmania Saumfeﬂ'shLan.'a Tqrsznoscma PhyroLcnas Endotrypanum
Leishmania Vr'arrir'a
- !
. | | \ ! : |
L. donovani L tropica L major L. aethiopica L. mexicana i L braziliensis E L. guyanensis
i i |
. ! i |
archibaldi® L killicki L.major L gethiopica L amazonensis |~~~ 7~ "7 TTTTTTTTTTTS g ) ;
L chagasi L tropica / L gamhcfmr’ i N&o -patogénicas ao ho memi L. braziliensis 1 L guyanensis
L donovani L mexicana Velho Mundo:L. arabica L. peruviana | L panamemsis
L. infantun L pifanoci L.ge |

Novo Mundo: L. a
Loer

1
I
I
1
!
L. venezuelensis |
I
! '
H L. deanei

I

1

Figura 1 - Classifica¢do taxondmica de Leishmania spp.
Fonte: SVS/MS, 2007.

3.1.1 CICLO DE VIDA

Durante seu ciclo de vida (Figura 2), os parasitas circulam entre dois hospedeiros
distintos, insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae (flebotomineo) e o hospedeiro

mamifero. A sobrevivéncia em organismos tdo diversos foi possibilitada pela evolucéo de formas
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parasitarias distintas, adaptadas as diferentes condi¢cBes de vida encontradas em ambos
hospedeiros (HANDMAN, 1999). Os parasitas do género Leishmania alternam entre duas formas
parasitarias: promastigotas, encontradas no trato digestivo do vetor flebotomineo e as formas
amastigotas, as quais sdo parasitas intracelulares do sistema fagocitico, em tipos celulares como
macréfagos (MULLER & BAKER, 1990; RODRIGUES et al., 2006), células de Langerhans

(BLANK et al., 1993), neutrofilos e eosinodfilos (GRIMALDI et al., 1984; BEIL et al., 1992).

Fases no Flebotomineo Fases no Homem

n Flehotomineo faz repasto sanguineo e Promastigntas s4n

(regurgita promastigotas na pele)

Dividem no irtesting =
G B migram para a ﬂ
probdscide .

fagocitados por

(_ J macrifagos \

9 s
._'. Promastigotas transrmam-se

X
%/\wfé

—

Amastigotas transformam-se em
promastigotas no intesting

\ |
@“a:?%%% ﬁfi

O A -
a Ingestéo de células §

parasitadas

A: Fase infectiva

A= Fase diagndstica SAEER . HEA TH e
hitp i dpd. cde govidpdx

em amastigotas dentro dos
macrafagos

(1)
)
®

Amastigotas multiplicam em
células de warios tecidos

Flebotomineo faz repasto
sanguineo (ingere macrdfagos
infectados com amastigotas)

Figura 2 - Ciclo biolégico de Leishmania spp.
Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

O crescimento dos parasitas envolve diferentes estagios no ciclo de vida. Os estagios mais
importantes sdo: amastigota, promastigota pré-ciclica e promastigota metaciclica. O crescimento
dos parasitas envolve uma fase log, na qual ocorre uma maior presenga de promastigotas pro-
ciclicas, uma fase estacionaria, com maior concentracdo de promastigotas metaciclicas e uma

fase final de declinio e morte. Promastigotas prociclicos sdo formas mais alongadas, néo
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infectivas para o hospedeiro mamifero e que replicam ativamente, sendo predominantes na fase
exponencial de crescimento in vitro. In vivo, prociclicos sdo encontrados no intestino médio do
vetor flebotominio, onde se multiplicam e se diferenciam para as formas infectivas metaciclicas.
Promastigotas metaciclicos sdo definidos como formas pequenas, delgadas, com flagelo
relativamente longo e que ocorrem em grande numero em uma populacao de fase estacionaria in
vitro. In vivo, metaciclicos sdo encontrados no intestino anterior do flebotomineo e séo infectivos
para o hospedeiro mamifero (KILLICK-KENDRICK et al., 1974; CYSNE-FINKELSTEIN et al.,

1998; GOSSAGE et al., 2003).

A

Figura 3 - Micrografia da forma promastigota (A) e amastigota (B) de Leishmania spp.
Fonte: http://www.vet.upenn.edu.

O ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 h. Apos este periodo, as fémeas
infectadas ao realizarem um novo repasto sangiiineo em um hospedeiro mamifero liberam as
formas promastigotas metaciclicas (Figura 3A), juntamente com a saliva do inseto. Na epiderme
do hospedeiro, estas formas sdo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No
interior dos macrofagos, no vactolo parasitoforo, diferenciam-se em amastigotas (Figura 3B) e
multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberagdo destas formas

que serdo fagocitadas por novos macr6fagos num processo continuo, ocorrendo entdo a
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disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em ceélulas do sistema mononuclear

fagocitario, como linfonodos, figado, bago e medula éssea (MS, 2007).

3.1.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A LTA constitui um problema de satde publica em 88 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos. E
considerada pela OMS, como uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto

coeficiente de deteccéo e capacidade de produzir deformidades (WHO, 2002).

As formas clinicas da LTA dependem de fatores do parasito, do vetor e de suas
caracteristicas epidemioldgicas, além da constituicdo genética e imunoldgica do hospedeiro
(REIS et al., 2006). A infeccdo pode ser assintomatica ou apresentar um espectro que varia desde
lesbes cutdneas localizadas ou disseminadas, forma cutanea - difusa, até graves lesdes
mucocutaneas (GRIMALDI & TESH, 1993). As manifestacfes clinicas estdo geralmente
associadas a uma espécie de Leishmania, embora algumas espécies possam causar diferentes

formas clinicas (GARCIA et al., 2005).

A LTA apresenta-se no Brasil em fase de expansdo geografica onde ja foram identificadas
sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés
principais espécies sao: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais
recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram

identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (MS, 2007).

O diagnostico é feito pela associagdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos e

laboratoriais (MANSON-BAHR, 1987; KAR, 1995). Infecc¢Oes parasitarias podem levar a uma
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resposta imunoldgica especifica por parte do hospedeiro, caracterizada pelo aumento de células T
CD4+ e um perfil | de citocinas Thl ou Th2 (KEMP, 1997; BOGDAN et al., 1990).
Paralelamente a essa resposta, a sobrevivéncia da Leishmania depende da evasdo do sistema
imune do hospedeiro e esse parasito é altamente adaptado ao escape dos efeitos da imunidade

humoral e da imunidade celular (SACKS & SHER, 2002; ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

A partir da década de 1980 o Ministério da Saude (MS) verificou um aumento no nimero
de casos registrados de LTA, periodo em que se solidificaram as a¢des de vigilancia e controle da
doenca no pais, estando distribuida em 19 estados da Federacdo. De acordo com o MS (2007) no
periodo de 1985 a 2005, verificaram-se uma média anual de 28.568 casos autdctones registrados
e coeficiente de deteccdo médio de 18,5 casos/100.000 habitantes (Figura 4). Entretanto no
periodo de 1988 a 2009, verificaram-se uma média anual de 26.021 casos autdctones registrados

e coeficiente de deteccdo médio de 14,1 casos/100.000 habitantes (MS, 2010).
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Figura 4 - Casos notificados de leishmania tegumentar americana, Brasil 2005.
Fonte: SVS/MS, 2007.
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Nas ultimas décadas, estudos epidemioldgicos de LTA tém sugerido mudancas no
comportamento da doenca. Inicialmente considerada uma zoonose de animais silvestres que
acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a LTA comega a ocorrer em zonas
rurais ja praticamente desmatadas e em regifes periurbanas, sendo presente em todos os Estados
do Brasil. O aumento na incidéncia de leishmaniose pode estar associado ao desenvolvimento
urbano, devastagdo das florestas, mudancas ambientais e migracdo de povos para as areas onde a

doenca é endémica (CARVALHO, et al., 2000; PATZ, et al., 2000 e ASHFORD, 2000).

Costa (2005), estudando a epidemiologia das leishmanioses no Brasil, observou que a
regido Norte destaca-se com 34,9% do total de casos de LTA, com risco de doenga de
92,3/100.000 habitantes (cinco vezes a média nacional). A regido Norte vem contribuindo com o
maior nimero de casos da LTA no Brasil, cerca de 37,3% do total de casos registrados no
periodo de 1988 a 2009, e com os coeficientes médios mais elevados de 66,9/100.000 habitantes.
As principais espécies mais diretamente envolvidas na LTA no estado do Amazonas séo L.
amazonenesis, L. braziliensis, L.guyanensis e L. naiffi (Figura 5), verificou-se uma média em
2010 de 1.130 casos autdctones registrados e coeficiente de deteccdo médio de 32,40

casos/100.000 habitantes (MS, 2010).

Nas florestas primarias e secundarias da Amazénia Legal (Amazonas, Para, Rondbnia,
Tocantins e Maranhao), particularmente em areas de “igapo” e de floresta tipo “varzea” estd
presente a Leishmania (Leishmania) amazonensis. Tem como hospedeiros naturais: marsupiais
(Didelphis spp.) e roedores, principalmente “rato soia” (Proechimys spp.), além do Oryzomys,
que apresentam, em geral, somente a infeccdo, com parasitos na pele aparentemente normal. Os
vetores sdo especies do complexo Lutzomyia flaviscutellata, de habitos noturnos e véo baixo,

sendo pouco antropofilico (LAINSON & SHAW, 1978; LAINSON, 1981; MS, 2007).
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Figura 5 - Distribuicéo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissdo da leishmaniose tegumentar
americana, Brasil 2005.
Fonte: SVS/MS, 2007.

A Leishmania (Viannia) braziliensis tem ampla distribuicdo, da Amazonia ao sul do pais.
Na Amazonia, a infeccdo € encontrada em areas de selva, de terra firme. Os hospedeiros naturais
sdo desconhecidos e o Unico vetor conhecido € o Psichodopigus wellcomei (Serra dos Carajas),
altamente antropofilico, picando o homem mesmo durante o dia e com grande atividade na

estacdo Umida, em florestas de terra firme (FNS, 2002; MS, 2007).

Aparentemente limitada ao norte da bacia amazonica (Acre, Amapa, Roraima, Amazonas
e Pard), a Leishmania (Viannia) guyanensis, encontra-se associada a floresta de terra firme, ndo
inundavel. Varios mamiferos selvagens sdo incriminados como hospedeiros naturais,
principalmente a preguica de dois dedos (Choleopus didactilus) e o tamandud (Tamandua
tetradactyla), além de marsupiais (Didelphis marsupialis) que passam a conviver proximo ao
homem apds os desmatamentos. O vetor incriminado, Lutzomyia umbratilis (35% dos flebotomos
capturados), costuma pousar durante o dia em troncos de arvores, ataca 0 homem com grande
intensidade quando perturbado e pode invadir habitages proximas & mata até 80 m (LAINSON

& SHAW, 1978; LAINSON, 1981; WHO, 1990; MS, 2007).
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Um amplo espectro de manifestac@es clinicas envolvendo pele e mucosas pode ser visto
na LTA, variando desde uma lesdo auto-resolutiva a lesdes multiplas ou desfigurantes. De modo
geral, a maioria das infec¢Bes leishmanidticas permanece localizada na pele ou linfonodos
adjacentes. Entretanto, algumas espécies podem escapar para mucosas, multiplos locais na pele
ou para figado, baco e linfonodos distantes. Os pontos de disseminacdo da doenca variam
principalmente, mas ndo exclusivamente, devido a diferentes propriedades do parasito:
sensibilidade a temperatura, tropismo tecidual, capacidade de imunoevasdao e persisténcia

(MURRAY et al., 2005).

O polimorfismo clinico das leishmanioses se deve principalmente ao parasita e isso é
demonstrado em diversos estudos sobre a correlagdo entre determinados genotipos de espécies e
cepas de Leishmania e manifestacdes clinicas da doenca (REITHINGER et al., 2007). A LTA

pode ser agrupada em trés formas clinicas basicas:

e Leishmaniose cutanea (LC), caracterizada por uma infeccdo confinada na derme, com
formacdo de dlceras Gnicas ou multiplas, com a epiderme ulcerada, sendo causadas
normalmente pelas espécies L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. naiffi e L.
laisoni. A infeccdo pode evoluir apds o periodo de incubacdo de 1 a 12 semanas, em uma
papula que aumenta de tamanho e finalmente ulcera. A lesdo tipica € indolor e apresenta

bordas salientes com fundo necrotico granuloso e imido (Figura 6A).

e Leishmaniose mucocutanea (LMC), caracterizada por lesdes na derme com ulceras, podendo
ocorrer lesdes metastaticas com invasdo de mucosas e da cartilagem, sendo causada pelas
espéecies L. braziliensis e L. guyanensis. Entretanto j& foram citados casos na literatura
atribuidos a L. panamensis (SARAVIA et al., 1985). Manifestacdo mais severa da LTA,

nunca cura espontaneamente e é de dificil tratamento. Pode ocasionar destruicdo de
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cartilagens e tecidos moles, com possivel desfiguracdo da face e perda do septo, palato e
pavilhdo auditivo. Nos casos mais graves, 0 paciente pode morrer por complicagOes
respiratdrias, dificuldades de alimentacdo ou infec¢des secundarias (Figura 6B) (HEPBURN,

2000).

Figura 6 - ManifestacGes clinicas (A) leséo cutanea tipica; (B) lesdo mucocuténea e (C) lesBes cutaneas difusas.
Fonte: (A) http://sisbib.unmsm.edu.pe; (B) http://www.latinpharma.net; (C) http://www.tulane.edu.

e Leishmaniose cutanea difusa (LCD), caracterizada por uma infeccdo confinada a derme,
formando nédulos ndo ulcerados, tendo disseminagdo por todo corpo, sendo causada pela
espécie L. amazonensis. Caracteriza-se por nddulos ndo ulcerados, repletos de parasitos que
se disseminam do local original de infeccdo e pode cobrir todo o corpo do paciente. Esta
manifestacdo da doenca é tipica em pacientes com anergia do sistema imune, sendo comum

em casos de co-infecgdo HIV/Leishmania (Figura 6C) (REITHINGER et al., 2007).

O controle da LTA traz perspectivas complexas, envolvendo educacdo, informagéo,
promogdo de salde, conhecimento de casos suspeitos, diagnostico e tratamento precoces,
identificacdo do agente etioldgico, conhecimento das areas de transmissdo, reducdo do contato
homem-vetor, devendo ser especifico conforme a situacdo epidemioldgica de cada regido

(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; GONTIJO & CARVALHO, 2003).


http://sisbib.unmsm.edu/
http://www.latinpharma.net/
http://www.tulane.edu/
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3.1.3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS
A infeccdo por Leishmania sp. causa um espectro de doenca que varia de lesdes
autocicatrizantes a infec¢fes disseminadas e fatais, dependendo da espécie do parasita e da
resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro. A resisténcia depende da geracdo do tipo de
resposta celular Thl ou Th2 estabelecido em reacdo aos antigenos de Leishmania, e de outros
fatores, como variagdo genética e condicdo nutricional, podem influenciar a capacidade do
hospedeiro em controlar a infeccdo. De modo geral, entre os fatores de viruléncia intrinsecos ao
parasito, estd sua capacidade de escapar ao estresse oxidativo no interior de macréfagos ativados

(SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; LIESE et al., 2008).

Em modelos experimentais murinos de leishmaniose tegumentar, pode-se observar que 0s
linfocitos T auxiliares (Th) CD4+ estdo subdivididos em duas subpopula¢es funcionalmente
diferentes no que se refere a secre¢do de citocinas, diretamente correlacionadas com a resisténcia
ou a susceptibilidade a infeccdo por Leishmania: o subtipo Thl conduziria a eliminagcdo do
patégeno e € marcado principalmente pela producdo de IFN-y (interferon gama) e interleucina
(IL)-2. O subtipo Th2 levaria a lesdes que ndo se curam, a disseminacdo do parasito e ao
desenvolvimento da forma visceral e fatal da doenca, e é marcado principalmente pela producéo
de IL-4, IL-5 e IL-10. Varios fatores tém sido implicados na diferenciacdo da célula T CD4+ em
Th1 ou Th2, como tipo de célula apresentadora de antigeno, 0s niveis de citocinas endégenas e a
natureza do antigeno reconhecido. Estas manifestacfes sdo causadas pelo perfil genético do
animal, que ird determinar as citocinas a serem produzidas para direcionar a diferenciacdo dos
linfocitos T auxiliares (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Ainda na resposta imune celular,

tem sido sugerido que o linfécito T CD8 poderia contribuir pela producdo de IFN-y, e ainda
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promoveria citotoxidade destruindo os macrofagos infectados, mas estes mecanismos ainda nao

se encontram totalmente esclarecidos (RUIZ & BECKER, 2007).

O mecanismo da resposta imune encontra-se bem definido no modelo experimental,
estando envolvidas no processo de eliminacdo dos patdgenos macrofagos, células dendriticas,
células natural killer (NK), linfocitos T (CD4 e CD8), citocinas (principalmente IFN-y e IL-12) e
moléculas efetoras (BOGDAN et al., 1993; SOLBACH & LASKAY, 2000). A resposta anti-
leishménia pode ser dividida em fases de acordo com as células ativadas e envolvidas (VON

STEBUT, 2007):

e Primeira fase ocorre a invasdo de forma “silenciosa” dos macréfagos presentes no tecido
subcutaneo devido aos receptores de membrana que permitem a entrada da leishménia na

célula, com o acimulo de parasitos nos macréfagos e sem a ocorréncia de lesao;

e Segunda fase acontece a migracao e ativacdo das células do sistema imune inato, como 0s

mastocitos residentes, os neutrofilos e os mondcitos, e as lesdes se tornam proeminentes;

e Terceira fase ocorre a imigracdo das células dendriticas e linfocitos T e coincide com a

involucéo da lesdo;

e Fase crbnica, os parasitos remanescentes contribuem para a manutencdo da imunidade

pelo resto da vida do individuo.

Das células da imunidade inata referidas acima, os mastocitos estdo envolvidos com o
recrutamento de neutréfilos, macréfagos e células dendriticas para o local da infeccdo e estas
ultimas, por sua vez, irdo migrar para os 6rgdos linféides a fim de ativar os linfdcitos T e gerarem
a resposta protetora ao parasito (MAURER et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008). Os neutrofilos,

por sua vez, possuem um papel controverso dentro da imunidade inata, pois a0 mesmo tempo em
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gue sdo ativos na fagocitose das leishmanias, entram em apoptose e, ao serem fagocitados,
permitem a entrada silenciosa dos parasitos nos macrofagos, seus hospedeiros finais. Outra
possibilidade sugerida é que ao fagocitar neutrofilos que sofreram apoptose, seria gerado nos
macrofagos um ambiente anti-inflamatério, e quando estes fagocitassem parasitos liberados pela
morte dos neutrofilos, seriam incapazes de destrui-los (AFONSO et al., 2008; JOHN &

HUNTER, 2008).

Os macrofagos sdo células do sistema fagocitario mononuclear (SFM), desta forma, sua
funcéo primaria € a fagocitose. Desempenham papéis centrais na imunidade inata, interiorizam e
destroem patdgenos invasores, instruem a resposta adaptativa pela apresentacdo de antigenos,
eliminam restos celulares derivados de células mortas, eliminam células apoptéticas durante o
desenvolvimento e podem mediar a reabsor¢cdo 6ssea, como os osteoclastos (BURKE & LEWIS,
2002). Estdo estrategicamente posicionadas em todos os locais onde microorganismos podem
entrar no hospedeiro, ou seja, no tecido conjuntivo subepitelial, no instersticio dos 6rgédos
parenquimatosos, no revestimento dos sinusoides vasculares do figado e do bago, e nos seios

linfaticos dos linfonodos (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Estas células possuem um papel intrigante na leishmaniose, pois servem ao mesmo tempo
como células hospedeiras para os parasitos e como células regulatérias da resposta imune e

efetoras equipadas para destruir estes microrganismos (RAVETCH & ADEREM, 2007).

Em resposta a fagocitose ocorre a ativacdo do macréfago, que pode ser definida como a
aquisicdo induzida por estimulo de uma nova capacidade funcional (BURKE & LEWIS, 2002).
Estas células produzem, no fagolisossomo, intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio com
0 objetivo de eliminar a particula estranha. Realiza também outras funcdes efetoras, como a

producéo de citocinas da imunidade inata, producéo de fatores de crescimento de fibroblastos, de
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fatores angiogénicos e de metaloproteinases para remodelagem tecidual e fazem também a
degradacdo de proteinas e processamento de antigeno para apresentacdo as moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), para que as células T possam reconhecer as

substancias estranhas ao organismo (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

A producéo de citocinas se d& em resposta a microorganismos invasores, além de outros
estados fisiopatoldgicos como inflamacdo, trauma e malignicidade e seus efeitos ndo estdo
limitados a células do sistema imune (SOUBA, 1994). O IFN-y secretado por linfocitos Thl, tem
papel importante na defesa contra microrganismos intracelulares como a Leishmania, ativando
macréfagos e estimulando a liberagdo de outras citocinas como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a). E uma citocina importante produzida por diversas células do sistema imunoldgico, em
especial por macréfagos ativados, tem um papel central na regulagdo de mediadores, tanto pro
quanto anti-inflamatérios. Macréfagos infectados por Leishmania estéo inibidos para a producao

desta citocina assim como para outras respostas inflamatorias (OLIVIER et al., 2005).

Estudos anteriores em modelos experimentais tém servido como embasamento para a
elucidagdo dos mecanismos imunoldgicos relacionados as leishmanioses. Nestes modelos de
resisténcia e susceptibilidade, camundongos resistentes a infeccdo por este parasita apresentam
uma alta producéo de TNF-o (KEDZIERSKI et al., 2009). Entretanto o camundongo BALBI/c,
referido como susceptivel, produz citocinas do perfil Th2, em particular, 1L-4 e IL-10 em
resposta a infeccdo, conduzindo a progressdo da doenca (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).
Além de citocinas, macrofagos produzem espeécies reativas de oxigénio e nitrogénio em resposta

a estimulos externos (BEUTLER, 2004).

Em resposta a estimulos ou a fagocitose, 0 complexo nicotinamida adenina dinucleotideo

fosfato reduzida (NADPH) oxidase é ativada na membrana do macrofago e prétons do oxigénio
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molecular sdo transferidos, ocorrendo o ‘“burst” respiratorio. O “burst” respiratorio €
caracterizado pela formacdo de uma alta concentracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO),
ou seja, ocorre um aumento rapido no consumo de oxigénio onde ha producdo de &nion
superoxido (O;) e peroxido de hidrogénio (H,0,), que interagem com os fosfolipidios de
membrana do parasita (CUNNINGHAM, 2002). Halliwell (1987) sugeriu que as ERO estdo
relacionadas com patologias humanas, como artrite reumatdide, injdria de reperfusdo, trauma

cerebral e isquemia.

Durante o “burst” respiratorio, ocorre a redugdo do oxigénio (O2) a Oy, que € liberado
para 0 meio extracelular. O NADPH é utilizado como doador de elétrons e a enzima
flavocitocromo oxidase b558 (componente do complexo NADPH oxidase) participa da reacdo. A
flavoproteina b558 foi localizada tanto na membrana quanto no citoplasma de macréfagos. O Oy
gerado é subsequentemente convertido em H,0O,, com a ajuda da enzima superdéxido dismutase
(Figura 7). O H,0, possui uma variedade de papeis no corpo humano. Atua como molécula
sinalizadora, € um agente citotoxico no sistema de defesa e também pode causar doencas (PICK

& KEISARI, 1980; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Processo

Citosol
fagocitico

Cloraminas

Figura 7 - Producédo dos intermediarios reativos do oxigénio.
Fonte: Adaptado de Roitt & Delves, 1997.
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Os produtos do “burst” respiratério e seus derivados incluem O, H,O,, &cidos hipoalicos,
radical hidroxil (-HO), entre outros (NATHAN, 2006). O O, € pouco reativo, quando gerado
intracelularmente, ele exerce sua toxicidade inibindo enzimas bacterianas que contém clusters (Fe
— S). Simultaneamente é liberado o Fe?*, que pode converter o H,O, em -HO pela Reacéo de
Fenton (Fe** + H,0, — Fe (I11) + OH™ + -HO). Por isso, o H,0, é considerado um radical livre

“encoberto” (YUNES & CALIXTO, 2001).

O O, gerado no fagolisossomo parece ndo atravessar a parede celular das bactérias. E
proposto que sua funcdo possa estar relacionada com a criacdo de ambiente favoravel a proteases
e ndo com a toxicidade direta em microorganismos (HALLIWELL, 2006). Porém, o H,O, gerado
no fagolisossomo é capaz de entrar na célula bacteriana e formar o -HO, fatal para o
microorganismo. Entretanto, a presenca de lactoferrina no fagolisossomo, uma proteina capaz de
se ligar ao ferro livre, impede que este radical seja formado em grande quantidade (SEGAL,

2005; HALLIWELL, 2006).

Estes agentes podem potencializar a resposta destas células ao estimulo do qual originou o
“burst” respiratorio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). O forbol miristato acetato (PMA),
o IFN-y e o muramil dipeptidio da parede bacteriana, sdo capazes de induzir a producdo de ERO
in vitro (PICK & KEISARI, 1980). O PMA é um dos agentes capazes de induzir a liberacdo de
H,0, pelos macréfagos. E um estimulante quimico hidrofobico que pode atravessar a membrana
citoplasmatica do fagdcito independente de receptor e é capaz de se ligar e também ativar a
proteina quinase C, causando uma grande variedade de efeitos nas células, podendo promover o

stress oxidativo (BENDER et al., 1983; BLUMBERG, 1980).

Os macrofagos também produzem como resposta a fagocitose o agente oxidante 6xido

nitrico (NO). Atualmente, sabe-se que o NO ¢ efetivo contra varios patdgenos, incluindo T. cruzi,
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T. musculis, M. avium, M. leprae, Toxoplasma gondii, Candida albicans e L. major. E um gas
altamente permeavel a membranas e quando produzido sua principal funcdo é microbicida, pode
ser toxico ao microorganismo fagocitado, quando combinado ao H,O, é convertido a

peroxinitrito dentro dos fagolisossomos (SONG et al., 2002; ABBAS & LICHTMAN, 2005).

A sintese do NO ¢ catalizada pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS), a partir da
oxidacdo do &tomo de nitrogénio guanidinico terminal da L-arginina. Exitem pelo menos trés
isoformas da enzima (Figura 8A), codificadas por trés genes diferentes, a endotelial (eNOS), a
neuronal (NNOS) e a induzivel (iNOS), sendo que a ultima é a forma presente em macréfagos
(KIECHLE & MALINSKI, 1993). A sintese envolve duas etapas (Figura 8B): na primeira, ocorre
a hidroxilagéo de um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar NG-hidroxi-L-arginina
(NHA), esta reagéo utiliza NADPH e O, e, provavelmente, envolve o complexo heme da NOS;
na segunda, ocorre a conversdo da NHA em NO e L-citrulina, flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) sdo utilizados como co-

fatores na reacdo (MARLETTA et al., 1988; MARLETTA, 1994).

L-arginina
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Figura 8 — (A) Isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS). (B) Reagéo bioquimica de sintese do NO em
células de mamiferos.
Fonte: (A) DUSSE et al., 2003; (B) Adaptado de MacMicking et al., 1997.
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As citocinas sdo importantes moduladoras da expressdo da iNOS em macréfagos
infectados, de uma maneira geral, citocinas do perfil Thl com producéo de IL - 12, IFN-y e TNF-
a induzem a INOS, enquanto as do padrdo Th2 inibem a sua inducdo (XIE et al., 1992;

NATHAN & XIE, 1994).

Aspectos da fisiologia dos macréfagos sdo influenciados de alguma forma pelo
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas. A estrutura do LPS é anfipatica, composta
de uma porcao polissacaridica covalentemente ligada a regido hidrofdbica do lipideo A. O LPS
induz um aumento do consumo de glicose e oxigénio e a célula adquire a capacidade de eliminar
microrganismos e células tumorais. Os macréfagos também desenvolveram um mecanismo
refinado para reconhecer LPS no ambiente e, portanto ele é um dos mais potentes estimuladores.
Em muitos casos experimentais, com macrdfagos de camundongos e ratos, apenas 1 pg/mL
produz resposta mensuravel, induzindo a expressdo de iINOS (ZWILLING e EISENSTEIN,

1994).

O LPS também é um potente imunorregulador. No inicio da resposta da fase aguda, o
lipidio A do LPS interage com a proteina CD 14 que esta presente nas células mononucleares e
em outras células, como nos granuldcitos, nas células endoteliais, etc. A ligacdo do LPS ao CD
14 e a subsequente resposta celular sdo facilitadas pela proteina ligante do lipopolissacarideo
(LBP). Contudo existem varias células que ndo expressam CD 14, e também sdo capazes de
responder ao LPS. Esse fato pode, talvez, indicar a existéncia de receptores de LPS

independentes de CD14 (LANGHANS, 1996).
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3.2 FARMACOS EMPREGADOS NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE
A primeira escolha na terapia da leishmaniose sdo medicamentos a base de antiménio,
dentre eles destacam-se o antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®) e o estibogluconato

de sodio (Pentostan®) (Figura 9) (RATH et al., 2003).
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Figura 9 - Férmula estrutural de (a) Antimoniato de N-metil-glucamina e (b) Estibogluconato de sodio.
Fonte: http://www.stanford.edu/class/humbiol03/ParaSites2006/Leishmaniasis/cutaneous.

Acredita-se que o mecanismo de acdo dos antimoniais é baseado na interferéncia do
processo bioenergético das formas amastigotas de leishmania. Os produtos desta interferéncia
bloqueiam e inibem diferentes proteinas do parasita, particularmente enzimas envolvidas na
glicolise e oxidacdo de acidos graxos, resultando numa reducdo na producdo de adenosina

trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

O antimoniato de metilglucamina é especialmente eficaz no tratamento de LC, LMC e
LV, provocando regressao rapida das manifestacGes clinicas e hematoldgicas da doenca, podendo
levar a eliminacdo do parasita. Porém, devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos,
comecam a ocorrerem falhas na terapia e, consequentemente, 0 aumento da resisténcia destes

parasitas. A OMS preconiza que as doses ndao devem ultrapassar 20 mg/kg/dia e 850 mg de
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antiménio, devido sua alta toxicidade. Mialgias, dores abdominais, alteracdes hepéticas e
disturbios cardioldgicos sdo efeitos colaterais frequentemente associados ao uso destas drogas

(RATH et al., 2003).

Além dos antimoniais, outros farmacos tém sido empregados como drogas alternativas no
tratamento da leishmaniose, entre os quais se destacam a anfotericina B (Figura 10) e o isotionato
de pentamidina (Figura 11) utilizadas nas formas resistentes e no tratamento convencional. Vale
enfatizar que, mesmo com o tratamento adequado, a ocorréncia de recidivas é frequente, sendo de
2% nos casos tratados e ao redor de 10% nos casos ndo tratados (BASANO & CAMARGO,

2004).

O antibidtico poliénico anfotericina B é uma droga padrdo usada no tratamento de
infecgBes fungicas e altamente eficaz, no entanto apresenta elevada toxicidade. Seu mecanismo
de acdo esta relacionado com a sua ligacdo aos esterdides da membrana flngica, atuando no
ergosterol da membrana celular. Como a membrana da leishménia contém ergosterol, a droga
altera sua permeabilidade, com a perda de pequenos cations, particularmente K*, causando a
morte célular (ORDONEZ-GUTIERREZ et al., 2007). Porém seu uso € limitado pelos efeitos
adversos como anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada, convulsdes, calafrio, febre, flebite,
anemia, anorexia, diminuicdo da funcéo tubular renal e hipocalcemia em um terco dos pacientes
(MOTTA, 2006). A forma lipossomal age especificamente sobre as células alvo (macréfagos),
sendo incorporada ao meio intracelular e, assim reduzindo os efeitos colaterais com maior indice

de eficacia terapéutica (PAULA et al., 2003).

A pentamidina, além de ser relativamente eficaz na terapia da leishmaniose, é eficaz no
tratamento de casos incipientes de Tripanossomiase gambiense ou T. rodesiana. A substancia é

particularmente util em casos que ndo responderam aos antimoniais ou para pacientes com
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Calazar que sejam hipersensiveis ao antimodnio. A alta toxicidade desta droga também € fator
limitante para o uso, hipoglicemia, hipotensdo, alteracdes cardioldgicas, nefrotoxicidade e, até
mesmo, morte repentina foram descritas (RATH et al., 2003). Quanto ao mecanismo de agéo,
sabe-se que interfere com o transporte de aminoacidos, compete com poliaminas pelos &cidos
nucléicos e pode também preferencialmente ligar-se a0 DNA do cinetoplasto do parasito. Ha dois
sais de pentamidina, o isotionato de pentamidina (Pentamidina®), disponivel nos EUA e Europa,
e 0 mesilato de pentamidina, disponivel apenas na Europa (Lomidine®). Diferem entre si quanto

a dose e efeito diabetogénico (PAULA et al., 2003).

OH

CH3

Figura 10 - Formula estrutural da Anfotericina-B.
Fonte: http://www.gb.fcen.uba.ar/microinmuno/sSeminarioAntibioticos2.htm.
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Figura 11 - Férmula estrutural de Isotionato de Pentamidina.
Fonte: http://www.hfchen.cn/template/Pentamidine-Isethionate.htm.

O tratamento tradicional apresenta varios inconvenientes, tais como as vias de aplicagéo,
que sdo intramuscular ou endovenosa, que podem ser dolorosas e desconfortaveis. Além disso,

estas drogas precisam ser administradas diariamente por longos periodos, 0 que muitas vezes
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requer hospitalizagdo acarretando em desconforto ao paciente e alto custo aos cofres publicos.
Também apresentam alta toxicidade e resisténcia, quando administrados por um longo periodo
acarretam hipoglicemia, hipotensao, alteracBes cardioldgicas, e até mesmo, mortes repentinas

(RATH et al., 2003; TEMPONE et al., 2005; BRAGA et al., 2007).

Atualmente, todos 0os medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose s&o
injetaveis, a miltefosina pode vir a ser o primeiro tratamento oral para a LV, muito embora
apresente também alta toxicidade (RATH et al.,, 2003; SINDERMANN et al., 2004). A
miltefosina (Figura 12) (hexadecilfosfocolina), medicamento originalmente desenvolvido como
antineoplasico, na década de 80, durante a sua avaliacdo para esta finalidade terapéutica,
descobriu-se a sua potente acdo contra leishmanias. Esta droga age interferindo na membrana
celular do parasita, sem interagir com o DNA, depois modula a composicdo lipidica, a
permeabilidade e fluidez da membrana, assim como o metabolismo de fosfolipideos, induzindo

morte celular por apoptose (COSTA FILHO et al., 2008).
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Figura 12 - Férmula estrutal da Miltefosina.
Fonte: COSTA FILHO et al., 2008.

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito de desenvolver uma vacina
antileishmaniose tegumentar americana para fins profilaticos e terapéuticos, porém os resultados
tém sido controversos. Por exemplo, num ensaio clinico randomizado, Hueb e colaboradores

(2007) concluiram que a taxa de cura obtida pela vacina (Leishvacin®) foi inferior a observada
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em outros estudos enquanto que a cura obtida com o antimonial mostrou-se igual ou acima do
esperado. Em outro estudo, Mayrink e colaboradores (2006) concluiram que a associacdo da
vacina com o antiménio apresentou 0 mesmo indice de cura em relacdo ao tratamento padrdo
(100%), e ainda reduziu o volume do sal em 17,9% e o tempo de cura significativamente, de 87

para 62 dias; consequentemente, reduzindo os efeitos colaterais.

Para a utilizacdo de novos quimioterapicos em humanos, faz-se necessario prévia
avaliacdo desses compostos in vitro e in vivo. Diversas substancias estdo sendo testadas como
quimioterapicos antileishmanioses, sendo que as principais estdo direcionadas para a inibicdo de
vias metabdlicas vitais e especificas do parasita. Entre estes incluem: inibidores do metabolismo
de folatos, inibidores da sintese de poliaminas, inibidores da sintese de tubulinas, inibidores da
biossintese de esterdides, inibidores de DNA topoisomerases, complexos organometalicos e

inibidores da via de 6xido nitrico (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

3.3 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DAS PLANTAS

O Brasil é reconhecido pela exuberancia e variedade de plantas tropicais, sendo algumas
amplamente utilizadas na medicina popular (SUFREDINI et al., 2004). Muitas plantas dos
biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazo6nica e a mata atlantica tém sido
utilizadas como farmacos naturais pelas populacdes locais no tratamento de varias doencas
tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, maléria e infecgdes fungicas e bacterianas

(ALVES et al., 2000).

Alguns estudos indicam que, se a selecdo das plantas é feita baseada no uso tradicional, as

posssibilidades de sucesso da pesquisa s@o maiores (TROTTER et al., 1982; ELISABETSKY &
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WANNMACHER, 1993). Cerca de 75% dos compostos puros naturais empregados na industria

farmacéutica foram isolados seguindo recomendacbes da medicina popular (YUNES &

CALIXTO, 2001).

O uso de plantas no tratamento da LTA € uma préatica antiga entre as populacdes das areas
endémicas (FOURNET et al.,, 1992; MOREIRA et al.,, 1998; MOREIRA et al., 2002).
Geralmente, as preparagdes vegetais sdo utilizadas por via oral ou topica sobre as lesdes cuténeas
(NETTO et al., 1985; IWU et al., 1994; AKENDENGUE et al., 1999). Porém, esses tratamentos
sdo empiricos e pouco se sabe sobre sua real eficicia, uma vez que na LTA pode ocorrer a cura
espontanea das lesdbes (MARSDEN et al., 1984; COSTA et al., 1990; ROSSELL et al., 1992;

MARSDEN, 1994).

De acordo com a OMS, as espécies vegetais sdo a melhor e maior fonte de fArmacos para
humanidade. As plantas possuem varias vias metabodlicas secundarias que dao origem a diversos
compostos que, por vezes, sdo especificos de determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas
funcBes, até pouco tempo, eram desconhecidas (SIMOES et al., 2003). S&o apropriadas para o
desenvolvimento de novos agentes medicinais, o que estimula uma busca por tratamentos
alternativos derivados de produtos naturais com potencial na terapia das leishmanioses (ROCHA

et al., 2005).

Com o avanco das pesquisas, foram atribuidas aos metabolitos secundarios, importancias
relevantes nos mecanismos de defesa das plantas contra seus predadores, sejam fungos, bactérias,
virus, parasitas, insetos moluscos ou animais superiores (NIERO et al., 2003). Muitos vegetais
apresentam em sua composi¢do substancias das classes dos alcaloides, terpenos, lignanas,
chalconas, flavonoides e lactonas sesquiterpénicas, compostos descritos na literatura como

eficazes na atividade leishmanicida e/ou anti-leishmania (IWU et al., 1994; QUEIROZ et al.,
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1996; TORRES-SANTOS, 1999; KAM et al., 1999; ROCHA et al., 2005, BEZERRA et al.,

2006).

Em virtude da biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros, existe uma
crescente demanda para produtos naturais por industrias farmacéuticas nacionais e internacionais,
que impulsiona as investigacdes cientificas e a busca por drogas naturais. Um amplo estudo pode
ser mais efetivo se a investigacdo abranger o potencial farmacoldgico de vérias espécies de um

determinado género guiado pelo uso medicinal popular.

3.3.1 ANNONACEAE

A familia Annonaceae é uma ampla familia de arvores aromaéticas, arbustos, ou lianas,
que ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Esta familia compreende cerca de
135 géneros e mais de 2500 espécies, sendo a maior representante da ordem Magnoliales.
Praticamente um terco das espécies pertence a cinco géneros, Guatteria (250), Uvaria (175),
Xylopia (160), Polyalthia (150) e Annona (120) (LOBAO, 2005). A distribuicio da familia
Annonaceae no mundo (Figura 13) consiste de 50 géneros encontrados na Asia e Australia, 34
géneros na Africa, enquanto no continente Americano sdo conhecidos 39 géneros (BRUMMITT,
1992). Segundo Walker, a familia Annonaceae é originaria da Asia e Australia, e mais
recentemente, L& Thomas, descreveu que esta familia teve origem na Africa ou na América do

Sul (LE BOEUF et al., 1982).
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Figura 13 - Distribuicdo mundial das espécies da familia Annonaceae.
Fonte: Heywood, 1978.

No Brasil, a familia Annonaceae compreende 29 géneros e cerca de 260 espécies. Os
géneros mais conhecidos no Brasil sdo Annona, Xylopia e Rollinia (atualmente incorporado em
Annona; RAINER, 2007; MAAS et al., 2010), apresentam consideravel riqueza de espécies
principalmente na regido amazonica e na floresta atlantica (LE BOEUF et al., 1982; LOBAO,
2005). A partir da década de 80, um novo estimulo surgiu para o estudo fitoquimico desta
familia, devido ao isolamento de uma nova classe de substancias naturais bioativas, conhecidas
como “acetogeninas de anonaceas” (RUPRECHT et al., 1990) que apresentaram uma gama de
importantes atividades bioldgicas tais como: citotoxica, antitumoral, pesticida, vermicida,
abortiva, antimicrobiana, antifungica, antiinflamatoria, antiviral, imunossupressora, antiemética,
inibidora do apetite e antiprotozoario (RUPRECHT et al., 1990; CAVE et al., 1997, OSORIO,

2006).

3.3.1.1 Annona mucosa

A espécie A. mucosa (Jacg.), € uma anonacea que se encontra em estado silvestre e

cultivada, na América do Sul, Central e América do Norte (na Fl6rida), nas Antilhas, na regido do
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Caribe e em boa parte do Brasil devido ao clima que favorece o seu desenvolvimento. E
conhecida popularmente como birib4, fruta-da-condessa, condessa ou beriba. Floresce de julho a
setembro, frutificando de novembro a maio, podendo ser encontrado no decorrer do ano nas
feiras populares (MANICA, 2000). A A. mucosa tem como sinonimia Rollinia mucosa (Jacq.)
Baill, pertence ao género Rollinia, o qual atualmente foi incluido no género Annona (RAINER,

2007; MAAS et al., 2010).

E uma arvore de aproximadamente 4 - 15 m de altura; folhas alternas, pecioladas; fruto
sincarpo, carnoso, ovoide, pericarpo cheio de saliéncias piramidais; polpa branca, mole,
suculenta, de sabor adocicado; sementes numerosas, castanho-escuras; casca amarela quando

maduro (FALCAO et al., 1981).

Os frutos (Figura 14) sdo comestiveis e usados em sucos quando frescos e em vinhos
quando fermentados. Sao utilizados para producdo de refrigerantes, analépticos, e considerados
anti-escorbuticos. O seu lenho é usado para mastros de navios (CORREA, 1969). A madeira é
empregada na confeccdo de esteios, canoas, pranchas e caixas. As fibras sdo aproveitadas para
fazer estopas. As sementes reduzidas a pé sdo usadas contra a enterocolite (LE COINTE, 1947;
PRACE & SILVA, 1975). Estudos quimicos e farmacoldgicos revelaram a presenca de
alcalGides, acetogeninas de Annonaceae e lignoides, de comprovadas agdes antiprotozoario,
antimicrobianas e antifungicas (CHEN et al., 1996; ALALI et al., 1999), sugerindo um grande

potencial quimico e farmacoldgico.
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Figura 14 - Fruto de Annona mucosa.
Fonte: www.oiyakaha.org.

3.3.1.2 Annona sericea

A especie A. sericea Dunal, € uma anonacea que se encontra em estado silvestre,
originaria da Amazénia, comum nas florestas tropicais e savanicas das Guianas, é frequente na
capoeira de terra firme, em solos argilosos (ROOSMALEN, 1985; REVILLA, 2002). Conhecida
popularmente como araticum-do-mato, araticum-alvadio, araticum-de-guaratinguetd, araticum-

de-porco, cortica, pinha (MAAS, 2010).

Arvores ou arbustos com até 7m de altura, folhas lanceolada-oblongas ou eliptico-
lanceoladas; inflorescéncia pauciflora; flores com sépalas triangulares arredondadas nos angulos
(BERG, 1978). Fruto sincarpo ovéide, verde a amarelo, rodeado com numerosos espinhos, rigido,
um pouco recurvado; sementes com 0,6 - 0,7 cm de comprimento (ROOSMALEN, 1985). E
perene, floresce no més de setembro e frutifica no més de dezembro (CNIP, 2002). O fruto
(Figura 15) é seguramente comestivel para os seres humanos (ROOSMALEN, 1985). Utilizada
na medicina popular sob a forma de tintura alcodlica, possui propriedades anti-reumaticas em

suas folhas e casca do tronco (BERG, 1978).
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Figura 15 - Fruto de Annona sericea.
Fonte: http://www.beniclub.eu/Piante/A.htm.

Estudos fitoquimicos de suas folhas (CAMPOS et al., 2008) levaram ao isolamento de
dois alcaldides oxoaporfinicos: oxonuceferine (Figura 16-1) e oxonantenina (Figura 16-2); quatro
alcaldides aporfinicos: nornuceferina (Figura 16-3), nornanteninina (Figura 16-4), isoboldina
(Figura  16-5) e  3-hidroxinornuceferina  (Figura  16-6); e dois alcaloides

benziltetrahidroquinolinas: (S)-reticulina (Figura 16-7) e (S)-N-metilcoclaurina (Figura 16-8).
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Figura 16 — Estruturas quimicas de alcaloide isolados de folhas de Annona sericea.
Fonte: Campos et al., 2008.

3.3.1.3 Ephedranthus amazonicus

A espécie E. amazonicus R. E. Fr é uma anonacea que se encontra em estado silvestre na

Amazobnia, Venezuela, Peru, Brasil e Bolivia. Encontrada em florestas de terra firme,
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especificamente em solos argilosos. E conhecida popularmente como envira, envira-dura,
envirapreta, envira-surucucu, envirataia, envireira, envireira-dura. Floresce de margo a maio, a

frutificagdo de maio a setembro (MAAS, 2007).

E uma &rvore de aproximadamente 4 - 15 m de altura, ramos jovens e peciolos
subglabrous, folhas disticas (Figura 17), sem brilho para o verde glauco; inflorescéncias em zona
foliate para ramiflorous; flores creme, macho e bissexuais; frutas apocarpous, verde; 1 semente
por monocarpo, basal, de coloracdo marrom brilhante, elipséide. Os frutos podem ser
confundidos com Guatteria, mas as sementes de ambos 0s géneros sao bem diferentes, os de E.

sdo maiores, com listras horizontais, e com receptaculo lenhoso (MAAS, 2007).

Figura 17 - Folhas de Ephedranthus amazonicus.
Fonte: http://fml.fieldmuseum.org

Estudos anteriores revelaram a presenca dos alcaldides liriodenina (Figura 18-1),
lisicamina (Figura 18-2), O-metilmoschatolina (Figura 18-3), isomoschatolina (Figura 18-4) e 9-

metoxi-isomoschatolina (Figura 18-5) em folhas e galhos finos (ALENCAR et al., 2011).
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Figura 18 - Estruturas quimicas de alcaldides isolados de folhas de Ephedranthus amazonicus.
Fonte: Alencar et al., 2011.

3.3.2 PROPRIEDADES TERAPEUTICAS

Estudos fitoquimicos de espécies vegetais proporcionam avangos nas pesquisas de novos
farmacos, na busca por principios ativos, estas pesquisas sdo guiadas por bioensaios in vivo e in
vitro (YUNES & CALIXTO, 2001). A literatura relata uma variedade de produtos naturais com
atividade antiprotozoario, que incluem moléculas ativas contra os agentes causadores da
leishmanioses. Estudos sobre a medicina tradicional praticada pelas comunidades colombianas
levaram a descoberta de que as plantas da familia Annonaceae sdo utilizadas como agentes
antiparasitarios (BLAIR et al., 1991; WENIGER et al., 2001; SCHWIKKARD & HEERDEN,
2002). Algumas espécies da familia Annonaceae tém sido amplamente estudadas em todo o
mundo, quanto ao seu potencial farmacoldgico, buscando inicialmente isolamento e modificacGes
estruturais para producdo de futuros medicamentos com bioatividade alta e baixa toxicidade

(SERNA & CARDONA, 2006).

Estudos quimicos e farmacologicos de metabdlitos encontrados em varias partes das
plantas da familia Annonaceae tém revelado a presenca de alcaldides, acetogeninas, esterois,
terpenos e lignanas de comprovadas acOes antiprotozoario. Estas atividades constam dos

apéndices a seguir relacionados: 9.1.1 Extratos e fragcGes da familia Annonaceae com atividade
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leishmanicida in vitro em formas promastigotas., 9.1.2 Moléculas definidas da familia
Annonaceae com atividade leishmanicida in vitro em formas promastigotas., 9.1.3 Extratos e
fracbes da familia Annonaceae com atividade leishmanicida in vitro em formas amastigotas
intracelulares., 9.1.4 Moléculas definidas da familia Annonaceae com atividade leishmanicida in
vitro em formas amastigotas intracelulares., 9.1.5 Citotoxicidade de extratos e fra¢cGes da familia
Annonaceae em células. e 9.1.6 Citotoxicidade de moléculas definidas da familia Annonaceae em
células. As anonéceas sdo largamente empregadas na etnofarmacologia devido as suas diferentes
propriedades farmacologicas atribuidas principalmente as acetogeninas e alcal6ides, dois dos

principais constituintes bioativos encontrados em géneros especificos das anonaceas.

Os alcaldides sdo bases organicas nitrogenadas encontradas predominantemente em
angiospermas (BOTSARIS, 2002). S&o substancias organicas ciclicas que contém um nitrogénio
em estado de oxidagdo negativo, sendo distribuidas somente entre 0s organismos vivos. Estéo
presentes em tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas
vasculares e vasos lactiferos (HENRIQUES et al., 1999). Os alcaldides sdo aqueles que
apresentaram nos ultimos anos bioatividade para diferentes espécies de Leishmania (CHEN et al.,
1996; LIAW et al., 1999; SANTOS PIMENTA et al., 2001; FAGUNDES et al., 2005; OSORIO

et al., 2006).

Embora o mecanismo de acdo de alcal6ides em Leishmania spp. ainda ndo esteja
compreendido, é sugerido que alcaloides benzilisoquinolinicos sdo inibidores de enzima
antioxidante de Leishmania, Trypanotiona redutase e estdo aptos a intercalar no DNA
(FOURNET, 2000; BRAGA, 2007). Os alcaloides podem afetar a mitocondria de macrofagos,
aumentando o seu tamanho (DELORENZI et al., 2001). Além disso, foi sugerido que estruturas

oxoaporfinicas totalmente planares sdo potentes inibidores de topoisomerase Il (WOO, 1999).
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Acredita-se que existe uma correlacdo entre a estrutura quimica e do comprimento do grupo de
substituicdo, é provavel que a estrutura destes componentes pode influenciar significativamente a

atividade sobre os parasitas (STAERK et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2008).

As acetogeninas sdo substancias naturais presentes nas cascas, raizes e, principalmente,
em sementes de representantes da familia Annonacea. S&o caracterizadas por apresentarem um
esqueleto constituido de 32 a 34 atomos de carbono, contendo um anel y—lactonico, geralmente
a,B-insaturado e um, dois ou trés aneis tetrahidrofuranicos, que podem ser ou ndo adjacentes
(SANTOS et al.,, 1994). Embora uma relagdo estrutura-atividade n&do esteja totalmente
esclarecida para as acetogeninas, a atividade leishmanicida tem sido atribuida ao nimero de
grupos hidroxi ou a presenca de um anel de tetra-hidrofurano Gnico na sua estrutura (CHAN-
BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001). Apresentam significativas atividades biologicas como
antitumoral, antiparasitaria, pesticida, antiprotozoarios e antimicrobiana (ALALI et al., 1999). A
poténcia citotoxica encontrada para alguns destes compostos podem ser explicados pela inibi¢do
nas mitocondrias da NADH ubiquinona oxidoredutase (DEGLI ESPOSTE et al., 1994, ZAFRA-

POLO et al., 1996; GONZALEZ-COLOMA et al., 2002).

O género Annona é constituido por 250 espécies encontradas no territorio brasileiro
(SOUZA & LORENZI, 2008; MELLO-SILVA & PONTES, 2005). Analises fitoquimicas desse
género revelaram a presenca de diferentes classes de metabdlitos ativos, como alcal6ides
isoquinolininicos e pirimidina-R-carbolinicos (SILVA et al.,, 2007; COSTA et al., 2006),
acetogeninas (YANG et al., 2009), as lectinas (COELHO et al., 2006) e Oleos volateis
(FERREIRA et al., 2009; BOYOM et al., 1996) e relatam seu uso contra 0s protozoarios
responsaveis por doencas tropicais endémicas. Estudos anteriores sobre as espécies do género

Annona apresentam investigacdes biologicas sobre formas promastigotas de leishmania, por
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exemplo, A. coriacea (SIQUEIRA et al.,, 2010; TEMPONE et al.,, 2005); A. crassiflora

(MESQUITA et al., 2005; TEMPONE et al., 2005); A. foetida (COSTA et al., 2006; COSTA et
al., 2009); A. glauca (WAECHTER et al., 1998); A. impressivenia (SANTOS et al., 2006); A.
muricata (BORIES et al., 1991; JARAMILO et al., 2000; OSORIO et al., 2007; VILA NOVA et
al., 2008); A. purpurea (CAMACHO et al., 2003), A. spinescens (QUEIROZ et al., 1996); A.
papilionella (sinonimia R. pittieri) (OSORIO et al., 2007); A. exsucca (sinonimia R. exsucca)

(OSORIO et al., 2007) e A. emarginata (sinonimia R. emarginata) (FEVRIER et al., 1999).

O género Ephedranthus é constituido por cinco espécies: E. amazonicus, E. colombianus,
E. guianensis, E. parviflorus, E. pisocarpus. Ndo sendo observado relatos de investigagdes

bioldgicas sobre atividade leishmanicida.

Apesar do aumento do numero de estudos quimicos e do potencial bioldgico das
diferentes espécies de anonéceas, existem relativamente poucos relatos de investigaces
fitoquimicas e biol6gicas sobre a espécie A. mucosa, nenhum trabalho envolvendo a atividade
leishmanicida sobre formas promastigotas e amastigotas foi descrita na literatura até a presente
data, sendo os resultados obtidos inéditos abrindo perspectivas para aprimoramento dos estudos
sobre extratos e substancia isolada desta planta. A partir dessas anélises, a espécie foi selecionada
para pesquisas experimentais visando verificar o efeito leishmanicida in vitro em formas
amastigotas de L. amazonensis em macrofagos peritoneais de camundongos BALBI/c; o efeito
citotoxico em macrdfagos peritoneais murinos e o efeito no tratamento de leishmaniose cutanea

experimental em camundongos BALB/c causada por L. amazonensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AUTORIZACOES PARA PESQUISA

Autorizagbes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e recursos florestais néo
renovaveis (IBAMA) e do Comité do patriménio Genético (CGEM), para coleta das espécies
vegetais, extracdo dos Oleos e bioprospeccdo (Apéndices 9.5 REGISTRO DE COLETA NO

IBAMA).

O projeto “Avaliagdo da atividade leishmanicida de espécies vegetais amazonicas” foi
aprovado e esta registrado sob o n® 2011/1 na folha 8 do livro 1 da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Pesquisas em Patologias Tropicais (IPEPATRO/FIOCRUZ)
para uso experimental com camundongos BALB/c (Apéndices 9.6 CERTIFICADO DO COMITE

DE ETICA (CEUA/IPEPATRO)).

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

As amostras analisadas de A. mucosa nesse trabalho foram preparadas pelo aluno Antonio
Marcos Guimardes dos Santos (PIB-E/079/2007) sob orientacdo da Dr®. Maria Ldcia Belém
Pinheiro. As folhas e sementes da espécie A. mucosa foram coletadas no dia 26 de setembro de

2007, no Setor Sul do Campus da UFAM - Manaus, sendo identificado pelo Dr. Antonio Carlos
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Weber, do Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFAM. A

exsicata da espécie foi depositada no herbario da UFAM, sob 0s numeros 8148.

O material boténico seco e moido foi submetido a maceracdo com solventes em ordem
crescente de polaridade: hexano, diclorometano e metanol. Os extratos foram concentrados em
evaporador rotatorio a pressdo reduzida e secos em dessecador. Apds a completa secagem 0s
extratos foram pesados para a obtencdo dos rendimentos. Foram preparados 0s seguintes extratos:
extrato hexanico (EHF), diclometanico (EDF) e metandlico (EMF) das folhas, extratos hexanico

(EHS) e metanolico (EMS) das sementes (Figura 19).

Annona mucosa
(Folhas - 900 g)
(Sementes — 300 g)

Maceracgéo
Evaporador rotatdrio
Hexano, diclorometano,

metanol
Extrato hexanico Extrato diclorometéanico Extrato metandlico
(Folhas - 18,4 g) (Folhas - 42,4 g) (Folhas - 19,6 g)
(Sementes — 5,0 ) (Sementes — 11,0 )

Figura 19 - Fluxograma da obtencio dos extratos brutos das folhas e sementes de Annona mucosa.

As amostras analisadas de A. sericea e E. amazonicus nesse trabalho foram preparadas
pela aluna Danielle Cardoso de Alencar sob orientacdo da Dr2. Maria Lucia Belém Pinheiro. O
material botanico, galhos finos (GF) e folhas (F), foram coletados no Campus Universitario da

UFAM - Manaus, entre 0os meses de fevereiro a junho de 2009, sendo identificado pelo Dr.
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Antonio Carlos Weber, do Departamento de Biologia do ICB da UFAM. A exsicata da espécie A.
sericea foi depositada no herbario da UFAM, sob os numeros 8148. De acordo com Maas (2007),
o0 periodo de floracdo de E. amazonicus € de marco a maio e da frutificacdo, de maio a setembro.
Esta espécie foi acompanhada durante o andamento da pesquisa, mas sua fertilizagdo nao pode

ser observada e por isso ndo teve ainda exsicata depositada no herbario.

O material coletado (500 g) foi seco, pulverizado e submetido a extracdo por maceracéo,
sucessivamente, em hexano e metanol, por 3 dias em cada solvente. Apds evaporacdo do solvente
em evaporador rotatorio, a pressdo reduzida, foram obtidos os extratos das folhas (F) e galhos
finos (GF) das duas espécies os respectivos rendimentos, como segue: Extrato hexanico- A.
sericea, F (5,520 g), GF (2,950 g); E. amazonicus, F (1,197 g), GF (0,405 g); Extrato metanélico-
A. sericea, F (20,301 g), GF (4,002 g); E. amazonicus, F (6,096 g), GF (2,251 g). Os extratos
metanolicos foram solubilizados em diclorometano e extraidos trés vezes com solucdo de acido
cloridrico a 3% v/v, obtendo-se duas fracdes de cada extrato, a aquosa acida e a fracdo
diclorometanica neutra. A fracdo aquosa acida foi basificada com hidroxido de aménio
concentrado até pH 10 em seguida, foi extraida com diclorometano, levando a duas novas
fracOes, a fracdo diclorometanica alcaloidica e a fracdo aquosa bésica que foi desprezada. A
evaporacdo do solvente da fracdo diclorometanica alcaloidica levou a obtencdo de 0,150 g e
0,051 g, respectivamente, de fracdo alcaloidica das folhas e galhos finos da espécie A. sericea
(Figura 20). Tratamento similar levou a obtencao de 0,174 g e 0,233 g de fracédo alcaloidica das F

e GF de E. amazonicus (Figura 21).
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Annona sericea

(500 g)
Maceragéo
Evaporador rotatério
Hexano, Metanol
Extrato hexanico Extrato metandlico
(Folhas — 5,520 g) (Folhas — 20,301 g)
(Galhos finos — 2,950 g) (Galhos finos — 4,002 g)

Fracdo alcaloidica
(Folhas — 0,150 g)
(Galhos finos — 0,051 g)

Figura 20 — Fluxograma da obtenc&o dos extratos brutos das folhas e galhos finos de Annona sericea.

Ephedrantus amazonicus

(500 g)
Maceragéo
Evaporador rotatério
Hexano, Metanol
Extrato hexanico Extrato metandlico
(Folhas — 1,197 g) (Folhas — 6,096 g)
(Galhos finos — 0,405 g) (Galhos finos — 2,251 g)

Fracdo alcaloidica
(Folhas — 0,174 g)
(Galhos finos — 0,233 g)

Figura 21 - Fluxograma da obtencéo dos extratos brutos das folhas e galhos finos de Ephedrantus amazonicus.
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4.2.1 ANALISE CROMATOGRAFICA E MARCHA QUIMICA PARA OBTENCAO DE

ALCALOIDES

O extrato diclorometanico das folhas (EDF) (11.2 g) foi submetido a extracdo acido-base
de acordo com a metodologia descrita por Costa e colaboradores (2006). O EDF foi solubilizado
em diclorometano e extraido trés vezes com solucdo de acido cloridrico a 3% v/v, obtendo-se
duas fracdes: a fragdo aquosa acida e a fracdo diclorometanica neutra. A fracdo aquosa acida foi
basificada a pH 9 com hidroxido de amonio concentrado, sendo extraido trés vezes com
diclorometano, levando a duas fragcdes: a fracdo diclorometanica alcaloidica, concentrada a

evaporador rotatdrio a pressdo reduzida, e a fragdo aquosa sendo desprezada, (Figura 22).

A fracdo diclorometano alcaloidica foi submetido a uma coluna cromatografica de gel
silica eluida com os sistemas de gradiente: hexano-diclorometano de 100:0 a 10:90, seguido por
diclorometano-metanol a partir de 100:0 a 50:50, gerando 56 subfracbes. As subfracGes eluidas
foram avaliadas e agrupadas de acordo com a andlise de cromatografia em camada delgada
(CCD), para dar 6 grupos de fragdes (GF1-GF6). GF3 (20,0 mg) foi purificado por CCD
preparativa eluida com hexano-acetona (60:40, trés vezes), originando 1 (2,0 mg) e 2 (8,0 mg),

respectivamente.

Os compostos 1 e 2 foram identificados, através de técnicas espectrométricas (RMN *H e
RMN *3C), respectivamente como os alcaléides atherospermidina e liriodenina (COSTA et al.,
2011), sendo o ultimo, o principal constituinte do extrato em diclororometano das folhas desta

especie.

Tendo em vista pequeno rendimento de liriodenina em A. mucosa, neste trabalho foi

tambem utilizada amostra do alcaldide liriodenina isolada de A. impressivenia (SANTOS, 2007),
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por intermédio de marcha convencional para obtencao de alcaloides (COSTA et al., 2006) para

testes in vitro, do acervo de alcal6ides do nosso grupo de pesquisa.

Extrato diclorometano das folhas
(EDF)

Solubilizagio em diclorometano
Extracdo com HCL a 3% (5X)

E Fracdo aquosa acida j Fracdo diclorometanica neutra

Basificagdo com NH4 concentrado a pH 9

Extracdo com diclorometano

[ Fracdo aquosa basica ] Fracéo diclorometanica alcalofdica

Desprezar

Figura 22 - Fluxograma da analise cromatogréafica e marcha quimica aplicada ao extrato diclorometanico das
folhas de Annona mucosa.



67

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.3.1 OBTENCAO E CULTIVO DE Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis E

Leishmania guyanensis

4.3.1.1 Parasitas

Os parasitas utilizados nesse trabalho foram formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Viannia) braziliensis cepa
M2903 (MHOM/BR/75/M2903) e Leishmania (Viannia) guyanensis cepa M4147
(MHOM/BR/75/M4147) oriundas de culturas mantidas crio-preservadas no Instituto de Pesquisas

em Patologias Tropicais (IPEPATRO), recém incorporado a FIOCRUZ Rondénia.

A cultura original da cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8) foi cedida pelo Dr. Francisco Juarez
Ramalho-Pinto, do Departamento de Bioquimica e Imunologia, da Faculdade de Medicina da
USP de Ribeirdo Preto - Sdo Paulo; cepa M2903 (MHOM/BR/75/M2903) foi cedida pela Dr?
Maria Norma Melo, do Departamento de Parasitologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da
UFMG de Belo Horizonte - Minas Gerais; cepa M4147 (MHOM/BR/75/M4147) foi cedida pela

MsC Maricleide de Farias Naiff, do INPA de Manaus - Amazonas.

4.3.1.2 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a propagacdo in vitro das promastigotas de L.
amazonensis e L. guyanensis foi Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640 - Sigma Chemical
Co St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Foetal Bovine

Serum, Gibco ™, Invitrogen, Brazil) previamente inativado a 56 °C por 30 min e somente
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adicionado ao meio no momento do uso. O RPMI 1640 foi preparado reconstituindo-se o p6 em 1
L de agua destilada, adicionando 20 nM HEPES (N-2-hidroxietilpiperazina-N’-22, acido
etanosulfonico; GIBCOBRL) e 50 pug/mL de gentamicina. Depois de preparado o meio RPMI
1640 procedeu-se a esterilizacdo por filtracdo em membrana de poro 0,22 um (Millipore). Esse

meio também foi utilizado para os ensaios in vitro de macréfagos peritoneais descritos a seguir.

O meio de cultura utilizado para a propagacéo in vitro das promastigotas de L. braziliensis
foi o Schneider para insetos (Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA), suplementado com 10%
de SFB previamente inativado a 56 °C por 30 min e somente adicionado a0 meio no momento do

uso.

4.3.1.3 Cultivo de parasita

Para a propagacdo in vitro das formas promastigotas utilizou-se culturas de 5° dia de
crescimento (final da fase logaritma) lavadas duas vezes por centrifugacdo a 1000 xg por 10 min
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril e ressuspensas em meio de cultura
preparado como descrito no item anterior. Apés contagem em camara de Neubauer, 5x10°

parasitas/mL foram ressuspensos em meio de cultura suplementado com SFB.

A manutencdo das culturas de promastigotas ocorreu pelo repique a cada cinco dias, as
mesmas foram incubadas a 24 °C. O crescimento dos parasitas foi avaliado por contagem como

descrito a seguir.
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4.3.1.4 Curva de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.

guyanensis

A avaliacdo do crescimento dos parasitas foi realizada atraveés de curvas de crescimento
das promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis obtidas a partir de culturas
em fase final de crescimento logaritmico. A cada 24 h, aliquotas das culturas foram diluidas em 1
mL de PBS gelado estéril sendo acrescentados 100 pul. de corante Eritrosina B (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 0,04% (p/v). Ap6s 5 min no gelo foi realizada a contagem diferencial
das promastigotas em camara hemocitométrica de Neubauer em microscépico Optico com
aumento de 400X. A média aritmética de duas contagens foi utilizada para calcular o nimero de
parasitas contidos em 1mL de cultura (SILVA-JARDIM, 2001). Os dados obtidos foram

analisados segundo a formula:
n° de parasitas = n° de parasitas contados x inverso da diluicdo x 10*

Avaliou-se a quantidade de promastigotas em material codificado por dois observadores
independentes. Os parasitas corados em vermelho foram considerados mortos e os birrefringentes
e mdveis considerados vivos. Foram considerados para o célculo apenas o numero de parasitas

VIVOs.

4.3.1.5 Calibracao de controles

Previamente, a pentamidina (PENT) foi testada frente as formas promastigotas de
Leishmania spp., as concentragdes variaram de 6,0 a 100 pg/mL. O solvente Dimetilsulfoxido

(DMSO) utilizado como solvente dos produtos naturais também foi testado em diferentes
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concentracdes variando de 0,1 a 10%, até se encontrar uma concentragcdo que nao se ocasiona

mortalidade das formas promastigotas.

Aa avaliacdes da viabilidade das promastigotas na presenca de PENT e DMSO foram
realizadas segundo o protocolo proposto por Fumarola e colaboradores (2004). Inicialmente,
5x10° promastigotas/mL de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, em inicio de fase
estacionaria de crescimento foram lavadas duas vezes por centrifugacéo a 1000 xg por 10 min em
PBS estéril, distribuidas em eppendorfs e incubadas por cinco dias a 24 °C com as diferentes
concentracdes das amostras. Para verificar o crescimento dos parasitas, diariamente, aliquotas da
cultura foram diluidas em PBS gelado contendo o corante Eritrosina B (Merck, Darmstadt,
Alemanha) a 0,04% (p/v). Realizou-se a contagem dos parasitas em camara hemocitométrica de

Neubauer. Todos os ensaios foram realizados seis vezes em duplicatas.

432 AVALIACAO DA VIABILIDADE DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L.

amazonensis, L. braziliensis E L. guyanensis APOS EXPOSICAO AS AMOSTRAS

A avaliagdo da viabilidade das promastigotas na presenca das amostras foi realizada
segundo 0 protocolo proposto por Fumarola e colaboradores (2004). Inicialmente, 5x10°
promastigotas/mL de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, em inicio de fase
estacionaria de crescimento foram lavadas duas vezes por centrifugagdo a 1000 xg por 10 min em
PBS estéril, distribuidas em eppendorfs e incubadas por cinco dias a 24 °C com diferentes

concentragdes das amostras (Quadro 1).

Culturas ndo tratadas e tratadas com PENT e com solvente DMSO a 0,7% foram

utilizadas como controle. Em todos 0s experimentos, para verificar o crescimento dos parasitas,
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diariamente, aliquotas da cultura foram diluidas em PBS gelado contendo o corante Eritrosina B

(Merck, Darmstadt, Alemanha) a 0,04% (p/v). Realizou-se a contagem dos parasitas em camara

hemocitométrica de Neubauer.

Quadro 1 - Concentracdo das amostras frente a formas

promastigotas.

Nome Boténico Amostra Cadigo Parte da Concentracio (ng/mL)
planta
Liriodenina LIRIO Folhas 100, 50, 25,12¢e6
Annona mucosa Extrato diclorometano EDF Folhas
Extrato hexanico EHF Folhas
Extrato metandlico EMF Folhas
Extrato hexanico EHS Sementes
Extrato metanolico EMS Sementes
Annona sericea Fracdo Alcaloidica FALASF Folhas
FALASGF | Galhos Finos
Extrato hexanico EHGFAS Galhos Finos
Extrato metanolico EMGFAS | Galhos Finos
Ephedranthus amazonicus Fracdo Alcaloidica FALEAF Folhas
FALEAGF | Galhos Finos
Pentamidina® PENT 50
Dimetilsulfoxido® DMSO 50

% Droga referéncia.

® Promotor de solubilidade.

Todos os ensaios foram realizados seis vezes em duplicatas. Os resultados sédo expressos

em 50% de Concentracdo Inibitoria (Clsg), baseado em Schmeda-Hirschman e colaboradores

(1996) e Camacho e colaboradores (2003).

4.3.3 OBTENCAO, TOXICIDADE E INFECCAO DOS MACROFAGOS

4.3.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos BALB/c adultos entre 8 e 10 semanas de idade,

cedidos pelo biotério do Instituto de Patologias Tropicais (IPEPATRO/FIOCRUZ).
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4.3.3.2 Obtencéo dos macrofagos peritoneais de camundongos

Os macrofagos foram selecionados por serem 0s responsaveis pela fase efetora da
imunidade adquirida, alem de serem as principais células ativas na fagocitose das leishmanias
(CUNNINGHAM, 2002). Conforme protocolo proposto para obtencdo de macrofagos,
camundongos BALB/c foram inoculados via intraperitoneal com 2 mL de uma solucéo esteril de
tioglicolato 3%. Apds quatro dias, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e

5mL de meio RPMI 1640 gelado foi inoculado na cavidade peritoneal (GORDON et al., 1974).

O RPMI 1640 foi recolhido da cavidade peritoneal e centrifugado a 800 xg por 10 min a 4
°C. As células obtidas foram contadas em camara hemocitométrica de Neaubauer, plaqueadas e

incubadas a 37 °C em estufa com atmosfera imida contendo 5% de didxido de carbono (CO,).

4.3.3.3 Teste de viabilidade celular

O teste de citotoxicidade permite uma analise comparativa facil em relacdo as reacdes das
células in vitro ao extrato ou composto em teste e os beneficios/maleficios trazidos por eles; isso
permite que se estabeleca a viabilidade e/ou a necessidade de testes com animais, e também
permite que se estabelecam niveis de seguranca para a realizacdo desses testes, caso sejam
considerados convenientes (SEGNER, 1994). Os extratos organicos da espécie A. mucosa e 0
alcaldide liriodenina foram selecionados para avaliacdo da citotoxicidade frente a macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c in vitro, com a finalidade de aprofundar-se nos

conhecimentos sobre os efeitos dos extratos como moduladores da resposta bioldgica.

A avaliacdo da viabilidade das células hospedeiras foi realizada segundo a técnica de

coloragcdo com azul de Tripan. A coloragdo com azul de Tripan avalia a integridade da membrana
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celular e cora de azul o citoplasma das células mortas, permitindo diferencia-las das células vivas
que ndo adquirem a coloracdo (CARVALHO et al., 2004; VALADARES et al., 2008). Dessa
forma séo estabelecidos os parametros de viabilidade celular das substancias sobre a cultura de
células analisadas. As células sdo entdo contadas e sdo determinados os parametros estatisticos
necessarios para gque se estabelecam as diretrizes quantitativas da citotoxicidade do material sobre

a cultura (SILVA et al., 2004).

Os macrofagos foram ressuspensos em meio de cultura RPMI 1640 completo, de modo a
obter 1 x 10° células/mL. As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, tratadas com as

amostras (Quadro 2) e incubadas em estufa a 37 °C, atmosfera imida a 5% de CO,.

A citotoxicidade da PENT e do DMSO foram avaliadas frente a macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c, A Pent e 0 DMSO foram avaliadas em cinco concentracdes diferentes.
O controle para determinar a viabilidade celular foram culturas sem tratamento e tratadas com

PENT e com DMSO a 0,7%.

Quadro 2 - Concentracdo das amostras na avaliacdo da viabilidade celular.

Nome Boténico Amostra Cédigo Parte da Concentraciio (ng/mL)
planta

Liriodenina LIRI Folhas 100, 50, 25,12¢e6
Annona mucosa Extrato diclorometano EDF Folhas

Extrato hexanico EHF Folhas

Extrato metandlico EMF Folhas

Extrato hexanico EHS Sementes

Extrato metanolico EMS Sementes
Pentamidina® PENT 50
Dimetilsulfoxido® DMSO 50

# Droga referéncia.
® promotor de solubilidade.

ApoGs 24, 48 e 96 h de incubacdo, foi adicionado 20 pL de solugdo de azul de Tripan

(0,1%) e realizou-se a contagem das células em camara hemocitométrica de Neubauer. O indice
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de viabilidade foi determinado pela contagem total de 100 células ao microscopio Optico,
aumento de 400X, as células coradas em azul foram consideradas mortas e as birrefringentes
consideradas vivas. Os resultados sao expressos em porcentagem de células viaveis em relagédo ao

ndmero total de células.

Todos os ensaios foram realizados trés vezes em duplicata. Os resultados sdo expressos
em 50% de Concentracdo Letal (CLsp), baseado em Schmeda-Hirschman e colaboradores (1996)

e Camacho e colaboradores (2003).

4.3.4 CLASSIFICACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA E CITOTOXICA

As amostras testadas para a atividade leishmanicida foram desafiadas frente as formas
promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis e formas amastigotas de L.
amazonensis. A atividade leishmanicida de cada amostra € representada por 50% de
Concentracdo Inibitoria (Clsp); classificou-se as amostras como altamente ativa (Clsgp < 10
pg/mL), ativo (10 pg/mL < Clsp < 50 pg/mL), moderadamente ativo (50 pg/mL < Clso < 100

ng/mL) e ndo-ativo (Clsp > 100 pug/mL) (OSORIO et al., 2007).

A atividade citotdxica frente a células de macrofagos peritoneais de camundongos
BALBI/c é representada por 50% de Concentracdo Letal (CLs); classificou-se as amostras como
altamente toxico (CLsp < 10 pg/mL), toxico (10 pg/mL < CLsp < 100 pg/mL), moderadamente
toxico (100 pg/mL < CLsp < 1000 pg/mL) e potencialmente ndo toxico (CLsp > 1000 pg/mL)

(OSORIO et al., 2007).

Os calculos de Clsp foram realizados utilizando modelo de regresséo ndo-linear através da

curva dose-resposta de inibicdo (Log [inibidor] x resposta), descrevendo a relagdo existente entre
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as varias concentracfes das amostras e 0 nuamero de leishmania obtidos nas curvas de
crescimento. Com 0 mesmo principio, os calculos de CLsg descrevem a relacdo existente entre as

varias concentracdes das amostras e o viabilidade celular dos macrofagos.

As amostras foram avaliadas por determinacdo do seu indice de seletividade (IS). O
calculo é realizado utilizando a formula: indice de seletividade = CLso/Clso. Ao avaliar a
seletividade de acdo leishmanicida versus citotoxicidade, pode ser visto que valores menores que
1 indicam que a amostra é mais tdxica para os macrofagos do que para os protozoarios. Em
contrapartida, valores superiores a 1 indicam que a amostra € mais seletiva contra os parasitas do

gue contra os macréfagos (CAMACHO et al., 2003).

4.3.5 INFECCAO in vitro DE MACROFAGOS PERITONEAIS COM PROMASTIGOTAS

DE L. amazonensis

O sucesso da infeccdo e propagacdo do patdgeno depende da interacdo da leishmania com
0 macrofago em condicGes ideais para o estabelecimento da infeccdo; além do impedimento da
resposta imunolédgica e da destruicdo da maquinaria da célula hospedeira (HENRIQUE &
SOUZA, 2000). A infeccdo de macréfagos com L. amazonensis utlilizando uma razdo de dez
parasitos por célula resulta em taxas de infeccdo > 50% mesmo ap6s 48 h, com um grande
nimero de amastigotas intracelulares, possivelmente devido a caracteristicas de infectividade

diferenciada desta espécie de Leishmania (CHANG, 1980).

Para a avaliacdo da atividade das amostras na sobrevivéncia de L. amazonensis na célula
hospedeira, macrofagos peritoneais foram coletados como descrito no item 4.3.3.2 e utilizados

para os ensaios de infeccdo, de modo a obter 5 x 10° células, em 500 pL de meio de cultura
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RPMI completo. As células foram plaqueadas em laminulas de vidro estéreis em placas 24 pocos,
por 24 h a 37 °C, em atmosfera a 5% de CO,. Em seguida, os pogos foram lavados uma vez com
PBS estéril para a remoc¢édo de células ndo aderidas. Os macrdéfagos aderidos foram infectados

com promastigotas de L. amazonensis na taxa de 10 parasitas para 1 macrofago.

As células infectadas foram incubadas por 24 h a 34 °C em atmosfera a 5% de CO,. Apés
esse periodo, os pocos foram novamente lavados com PBS estéril. Em seguida, foi adicionado
nos pocos 500 uL de meio de cultura, contendo as amostras (Quadro 3), a cultura foi mantida por

24, 48 e 96 h a 34 °C na presenca de 5% de CO,.

As laminas com macrofagos infectados de cada amostra foram coradas pela técnica May
Grinwald-Giemsa (GIAIMIS et al., 1992). Resumidamente, as células foram lavadas com meio
de cultura e imobilizadas na laminula com SFB até secar. Depois de secas, 0 corante May-
Griwald foi adicionado sobre as laminulas por 20 segundos e em seguida foi adicionada agua
destilada. Remove-se 0 corante e acrescenta-se 0 corante Giemsa, por 1 min, sendo preparado no
momento do uso pela adi¢do de uma gota do corante para cada mL de agua destilada. Finalmente,
a laminula foi lavada rapidamente com agua destilada e depois de seca foi fixada com balsamo

sobre uma lamina.

Quadro 3 - Concentracdo das amostras na infeccdo dos macréfagos.

Nome Boténico Amostra Cadigo Parte da Concentracio (pg/mL)
planta

Liriodenina LIRIO Folhas 25
Annona mucosa Extrato diclorometano EDF Folhas 25

Extrato hexanico EHF Folhas 12

Extrato metanolico EMF Folhas 25

Extrato hexanico EHS Sementes 25

Extrato metanolico EMS Sementes 25
Pentamidina® PENT 25
Dimetilsulfoxido® DMSO 25

# Droga referéncia.
® promotor de solubilidade.
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Em virtude das caracteristicas intrinsecas das cepas, a proporcdo de parasitos/célula no
momento da infec¢do necessita ser ajustada para que as taxas de infec¢do e o nimero de parasitas
por célula sejam adequados para a analise (CHANG, 1980). A taxa de infeccdo celular devera
estar ao redor de 30 - 60% e o nimero de parasitas por células ndo deve ser excessivamente
grande. O excesso de parasitos torna a avaliacdo laboriosa ao passo que uma taxa de infeccao
muito reduzida torna dificil a observacdo do efeito antiparasitario do composto testado (SILVA,

2008).

O método descrito por Fumorola e colaboradores (2004) para avaliacdo da atividade dos
extratos em formas amastigotas intracelulares de macrofagos infectados por L. amazonensis foi
utilizado, examinando-se 200 macréfagos de cada amostra em microscopio 6ptico no aumento de
1000X. Os macréfagos com membrana celular arrebentada ndo foram considerados na contagem,

sendo realizada apenas com macrofagos intactos.

Todos os ensaios foram realizados trés vezes em duplicata. Os resultados sdo expressos
percentagem de macréfagos infectados (taxa de infeccdo) e percentagem de
amastigotas/macréfago em comparagdo com o controle (TORRES-SANTOS, 1999; MONZOTE,

2010).

4.3.6 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO POR

MACROFAGOS PERITONEAIS

A técnica utilizada para a analise da producdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) pelas
células infectadas foi descrita por Pick & Keisari (1980), e adaptada para microensaio por Pick &

Mizel (1981), com modificagdes propostas por Russo e colaboradores (1989). A producdo do
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H.O, é quantificada no sobrenadante das culturas dos macrofagos peritoneais, apés 1 h de
incubacdo, pela microtécnica de oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de peroxidase. O
principio da técnica fundamenta-se na oxidacdo da fenolsulfoftaleina (vermelho de fenol) pela

peroxidase na presenca de H,O, formando um produto que pode ser lido por colorimetria.

Macréfagos peritoneais coletados como descrito no item 4.3.3.2, de modo a obter 1 x 10°
células, em 200 puL de meio de cultura RPMI incompleto foram adicionados em placas de 96
pocos (Costar 3524, Corning, USA) de fundo chato. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C,
em atmosfera a 5% de CO,. Em seguida, os pocos foram lavados trés vezes com PBS estéril para
a remocdo de células ndo aderidas, apds foram incubadas na presenca ou ndo de 20 nM de acetato
de forbol miristato (PMA) (Sigma) e na presenca de uma solucdo de vermelho de fenol a 1% e
peroxidase tipo 1 RZ 1.3 correspondendo a 19 unidades de purpurogalina/mL (Sigma), por 1 h a
37 °C, em atmosfera a 5% de CO,. Ap0s incubacdo interrompeu-se a reacdo com 10 pL de
hidroxido de s6dio 1N (NaOH) e em seguida procedeu-se a leitura em espectrofotometro de placa
(Biorad) com filtro de 590 nm. Todos os ensaios foram realizados duas vezes em triplicata. Os
dados foram confrontados com uma curva padréo de peroxido de hidrogénio (descrito no item

4.3.6.1). Os resultados séo expressos em uM de H,0..

4.3.6.1 Curva - padréo de peroxido de hidrogénio

A curva-padrdo utilizada para determinacdo de H,O, foi elaborada a partir da dilui¢do
seriada de uma solucédo estoque de H,O, (Sigma) de concentracdo 10 mM nas dilui¢cdes de 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400, respectivamente, 100; 50; 25; 12,5 e 1,56 uM, com

vermelho de fenol acrescido de peroxidase, correspondente a 19 unidades de purpurogalina/mL.
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O padréo 0 uM foi preparado com vermelho de fenol sem peroxidase. A curva foi distribuida em
triplicata em placa de 96 pocos, logo apds 96 horas de tratamento e anteriormente ao acréscimo

de NaOH 1N.

4.3.6.2 Padronizacao da dose 6tima de acetato forbol miristato (PMA)

A dose 6tima de PMA utilizada para determinacdo de H,O, foi identificada através da
curva dose — resposta. Macréofagos peritoneais coletados como descrito no item 4.3.3.2, de modo
a obter 1 x 10° células, em 200 uL de meio de cultura RPMI incompleto foram adicionados em
placas de 96 pogos (Costar 3524, Corning, USA) de fundo chato. As placas foram incubadas por
24 h a 37 °C, em atmosfera a 5% de CO,. Em seguida, os pocos foram lavados trés vezes com
PBS estéril para a remoc¢do de células ndo aderidas, apos foram incubadas na presenca ou
auséncia de PMA nas seguintes concentracdes: 0,2; 10; 20; 40; 80; 200 e 2000 nM, e na presenca
de uma solucdo de vermelho de fenol a 1% e peroxidase tipo 1 RZ 1.3 correspondendo a 19
unidades de purpurogalina/mL (Sigma), por 1 h a 37 °C, em atmosfera a 5% de CO,. Apos
incubacdo interrompeu-se a reacdo com 10 pL de hidréxido de sédio 1IN (NaOH) e em seguida
procedeu-se a leitura em espectrofotometro de placa (Biorad) com filtro de 590 nm. Todos os
ensaios foram realizados duas vezes em triplicata. Os resultados da producdo de H,O, séo
expressos em densidade optica (DO). A solugéo de vermelho de fenol foram preparada utilizando

19 unidades de purpurogalina/mL e a curva padrdo conforme descrito no item 4.3.5.1.

Os sobrenadantes das culturas dos macréfagos peritoneais apds estimulo com PMA na
concentracdo de 20 e 80 nM apresentaram respostas satisfatorias. As concentracfes de 40; 200 e

2000 nM apresentaram médias de estimulo baixas, como o estimulo de 80 nM esta entre essas,
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padronizou-se utilizar 20 nM de PMA por po¢o nos experimentos para determinacdo da producao

de H,O, (Tabela 1).

Tabela 1 — Producao de peréxido de hidrogénio por macrofagos peritoneais apos estimulo com PMA.

Estimulo com PMA (nM) Média + SD* da DO
0,2 0,307 + 0,010
10 0,311 + 0,005
20 0,343 + 0,001
40 0,276 + 0,032
80 0,341 + 0,001
200 0,338 + 0,001
2000 0,335 + 0,009

& Desvio padrio.
® Densidade 6ptica.

4.3.7 PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR MACROFAGOS INFECTADOS

A producdo de NO é medida pela dosagem dos seus produtos de transformacdo mais
estaveis, ou seja, 0 acumulo de nitrito (NO,") no sobrenadante da cultura celular dos macréfagos
tratados e ndo tratados, infectados ou ndo com L. amazonensis. O ensaio foi analisado através do

reagente de Griess que indica a producdo de NO (GREEN et al., 1982).

Neste método, o NO,  primeiramente reage com a sulfanilamida em meio &cido para
formar um composto intermediario, o sal de diaznio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-
etilenodiamina formando um composto azo estavel de coloragdo parpura, podendo assim ser

analisado em espectrofotémetro.

Macrofagos peritoneais foram coletados como descrito no item 4.3.3.2 e 0s sobrenadantes
das culturas tratadas e néo tratadas do item 4.3.3.4, de modo a obter 2 x 10° células, em 200 pL
de meio de cultura RPMI foram adicionados em placas de 96 pocos (Costar 3524, Corning, USA)

de fundo chato. Depois de adicionados incubaram-se as placas por 24, 48 e 96 h com ou sem 10
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ng/mL lipopolissacarideo (LPS) ou com 10 ng/mL de interferon-y (INF-y) ou com ambos, em um

volume final de 200 pL de RPMI completo.

Apos 24, 48 e 96 h de incubacdo, a placa foi centrifugada a 200 xg por 10 min. Em 100
pL do sobrenadante foram adicionados 100 uL do reagente de Griess (1-N naftiletileno diamina
dihidrocloridro a 0,1%, sulfanilamida a 1% e H3PO,4 a 2,5%). Os controles de producéo de NO,
foram células nédo-infectadas e infectadas tratadas apenas com LPS e INF-y. As concentracdes de
NO; nos sobrenadantes das culturas foram calculadas a partir de uma curva padrdo de nitrito de
sodio (NaNOy). Apds 5 min a leitura da reacdo foi realizada por espectrofotdbmetro de placa

(Biorad) em comprimento de onda de 540nm.

Todos os ensaios foram realizados duas vezes em triplicata. Os resultados sdo expressos

em UM de NO;".

4.3.7.1 Curva - padrao de 6xido nitrico

A curva-padrdo utilizada para determinacdo de NO foi elaborada a partir da diluigdo
seriada de uma solugdo estoque de nitrito de sédio (NaNO;) de concentragdo 10 mM nas
concentragdes de 60, 30, 10 e 5 uM, com &gua destilada. O padrdo 0 uM foi preparado com agua

destilada.

4.3.7.2 Padronizacao da dose 6tima de lipopolissacarideo (LPS) e interferon-y (INF-y)

A dose otima de INF-y e do LPS utilizada para determinagdo de NO, foi identificada

através da curva dose — resposta. Macrofagos peritoneais coletados como descrito no item



82

4.3.3.2, de modo a obter 1 x 105 células, em 200 uL de meio de cultura RPMI incompleto e
foram adicionadas em placas de 96 pocos (Costar 3524, Corning, USA) de fundo chato. Estas
foram incubadas por 24 h a 37 °C, em atmosfera a 5% de CO2, na auséncia ou na presenca de
LPS (5, 10 € 20 ug/mL) e/ou INF-y (1, 5, 10 e 20 ng/mL). A producéo do NO foi analisada como
descrito no item 4.3.4. Todos os ensaios foram realizados duas vezes em triplicata. Os resultados

da producédo de NO no sobrenadante das culturas sdo expressos em DO.

Os sobrenadantes das culturas dos macrdéfagos peritoneais apresentaram ap0s estimulo
com as concentragdes de 5 ¢ 10 pug/mL de LPS e 5 ¢ 10 ng/mL de INF-y apresentaram médias de
estimulos altas. Entdo se procederam a analises com estimulos de LPS e INF-y simultaneamente.
Os resultados com estimulos com 10 pg/mL de LPS e 10 ng/mL de INF-y apresentaram respostas
satisfatorias. Sendo assim, padronizou-se utilizar estas concentracGes nos experimentos para

determinacéo da producao de NO (Tabela 2).

Tabela 2 - Producéo de éxido nitrico por macréfagos apés estimulo com LPS e INF-y

Estimulo com LPS (ug/mL) Média + SD* da DO"
5 598 + 13
10 591 +24
20 567 + 6

Estimulo com INF-y (ng/mL)
1 571+ 10
5 594 + 6
10 594 +0
20 585+5

Estimulo com LPS (ug/mL) e INF-y (ng/mL)

5e5 622 +9
10e5 599 + 8
5e10 598 + 6
10e 10 620 +5

& Desvio padrio.
® Densidade 6ptica.



83

4.3.8 AVALIACAO DE LESOES DE CAMUNDONGOS BALB/c CAUSADAS POR L.

amazonensis PRE E APOS TRATAMENTO

A infeccdo experimental em camundongos tem sido utilizada para examinar aspectos da
relacdo parasito-hospedeiro na leishmaniose, como o controle genético de susceptibilidade e
resisténcia, o papel da resposta imune mediada por células e a interacdo parasito-macrofago

(HANDMAN et al., 1979; SCOTT & FARRELL, 1998).

4.3.8.1 Formulagdo da pomada

As propriedades leishmanicida frente a formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis determinadas nos testes in vitro auxiliaram no direcionamento da selecdo dos
extratos, e da concentracdo de incorporacdo a pomada, utilizando como veiculo o creme lanette.
Os extratos vegetais EDF e EHF foram incorporados ao creme lanette, o EDF na proporc¢éo de 25

ug/g de lanette e 0 EHF na proporc¢éo de 12 pg/g de lanette (Figura 23).

V- AV, PRHERO MACHADO, 1440 TELIZHG
tame. JANAINA SALES po
Jso: EXTERNO W
CREME LANETTE

USAR CONFORME ORIENTACAC
CONTEM 100G

b Mg, Creano i - CRIIO S
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.cm
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Figura 23 — Pomadas formuladas a base de extrato diclorometano e hexanico das folhas de Annona mucosa.

O creme lanette € um creme anidnico com composic¢do de alcoois graxos superiores e

alquil sulfato, hidratante e emoliente, de baixa oleosidade, toque suave a alta resisténcia aos




84

principios ativos que requerem veiculos com este carater. E compativel com todos cosméticos e
farmacos que toleram emulsdes anidnicas, sendo utilizado como veiculo de principios ativos
terapéuticos, podendo ser incorporado 6leos e extratos vegetais. Composicdo: ceras auto-
emusionantes, propilenoglicol, triglicérides do acido caprico, metilparabenos, propilparabenos,

imidazolidinil uréia, dimeticone, BHT, EDTA dissédico e 4gua deionizada (FB, 2010).

4.3.8.2 Infeccdo de camundongos BALB/c com promastigotas de L. amazonensis

Foram utilizados 80 Camundongos BALB/c, adultos entre 8 e 10 semanas, com peso
individual variando entre 24 e 26 ¢, provenientes do biotério do IPEPATRO/FIOCRUZ,
mantidos em ambiente controlado com &gua e racdo oferecidos a vontade durante todo o
experimento. Os camundongos BALB/c foram inoculados no coxim plantar traseiro direito com 1
x 10° parasitas/mL de formas promastigotas de L. amazonensis em fase final de crescimento

logaritmo.

4.3.8.3 Tratamento de leishmaniose cutédnea experimental em camundongos BALB/c

causada por L. amazonensis

O acompanhamento dos animais objetivou registrar o aparecimento, bem como o
desenvolvimento das lesdes cutaneas. O tratamento das lesdes foi iniciado cinco semanas apds a
infeccdo. O experimento constou de dois ensaios, utilizando quatro animais por grupo

experimental divididos de forma aleatoria (Figura 24):

1. Grupo 1: Controle sem tratamento.
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2. Grupo 2: Controle com lanette, animais tratados diariamente com aplicacéo tépica de 5
ng/Kg.
3. Grupo 3: Controle pentamidina, animais tratados em dias alternados com inoculacao

intraperitoneal de 4 mg/Kg/dia de pentamidina.

4. Grupo 4: Controle glucantime, animais tratados diariamente com inoculacdo

intraperitoneal de 100 mg/Kg/dia de glucantime.

5. Grupo 5: Pomada formulada a base de EDF, tratados diariamente com aplicacéo topica de
5 ng/Kg.

6. Grupo 6: Pomada formulada a base de EHF, tratados diariamente com aplicacdo topica de
5 ng/Kg.

7. Grupo 7: Solucdo de EDF, animais tratados em dias alternados com inoculacdo

intraperitoneal, 25 pg/mL.

8. Grupo 8: Solucdo de EHF, animais tratados em dias alternados com inoculacao

intraperitoneal, 12 pg/mL.

9. Grupo 9: Controle com solucdo de EDF — animais sadios tratados em dias alternados com

inoculacdo intraperitoneal, 25 ug/mL.

10. Grupo 10: Controle com solugdo de EHF — animais sadios tratados em dias alternados

com inoculagéo intraperitoneal, 12 pg/mL.

Tendo em vista as caracteristicas da infeccdo por L. amazonensis em camundongos
BALB/c foram utilizados como controles glucantime (primeira escolha) e pentamidina (segunda
escolha). O glucantime é indicado para o tratamento de todas as formas clinicas da LTA, nédo

havendo resposta satisfatoria com o tratamento inicia-se o tratamento com droga de segunda
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escolha (MS, 2007). A avaliacdo da toxicicidade in vivo dos extratos ocorreu através do
tratamento com solucdo intraperitoneal em dias alternados de camundongos BALB/c néo

infectados.

Figura 24 — Distribuicdo dos grupos experimentais de camundongos BALB/c.

Os animais foram avaliados por critérios clinicos e parasitoldgicos. O critério clinico
consistiu mensuracdo do peso vivo e da medi¢do da lesdo cutanea pré e pos-tratamento, e 0
critério parasitolégico procedeu-se pela determinacdo da carga parasitéria das lesdes pelo método
de diluigdo limitante duas semanas pds-tratamento. O estado clinico geral dos camundongos foi
monitorado semanalmente a fim de avaliar alteragdes no metabolismo geral do organismo. Os
aspectos analisados foram, portanto, peso dos animais, caracteristicas do desenvolvimento da
lesdo e carga parasitaria, objetivando identificar possivel toxicidade dos extratos sobre esses

parametros.

4.3.8.4 Acompanhamento do peso vivo

A avaliagdo da influéncia dos tratamentos sobre a evolucdo do peso vivo (kg) dos

camundongos BALB/c foi iniciada no primeiro dia da infeccdo até o dia da eutanasia. O peso de
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cada animal foi aferido sempre no mesmo horario, na mesma balanca uma vez por semana. Para
analisar a perda de peso em relacdo ao dia da infeccdo, aplicou-se o célculo da variacéo
percentual de peso expressa pelo peso final (pf) menos peso inicial (pi) dividido pelo peso inicial:

A% = (pf — pi)/pi.

4.3.8.5 Acompanhamento da lesdo cutanea

O desenvolvimento da lesdo foi determinado pela medida do diametro das patas com o
auxilio de um paquimetro digital, com precisdo de décimos de milimetro. O procedimento
consistiu da medicdo do coxim plantar direito e esquerdo uma vez por semana, por até duas
semanas ap0s o término do tratamento (Figura 25). Apo6s as duas semanas, 0s camundongos
foram eutanasiados por deslocamento cervical com remocdo das lesbes em condicGes de

esterilidade.

H/1/2m

Figura 25 — Medig¢éo da lesdo cuténea.

4.3.8.6 Quantificacdo da carga parasitaria

As patas infectadas (coxim plantar direito) de dois camundongos por grupo de tratamento

foram submetidas a técnica de diluicdo limitante (LDA - limiting dilution assay) para
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quantificacdo de parasitas. O método estima o nimero aproximado de formas amastigotas viaveis

nas patas infectadas (LIMA et al., 1997).

A obtencdo de formas amastigotas foi realizada pela maceracdo das patas em meio
Schneider (Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de SFB. A
solucéo resultante (300uL) foi cultivada em placa de 96 pogos (Costar 3524, Corning, USA) com
diluicdo em série de 10 vezes. Estas foram incubadas por 10 dias a 26 °C na presenca de 5% de
CO,. Apos o periodo de incubacdo a leitura para observar a presenca (+) ou auséncia (-) de

parasitas em cada poco foi realizada em microscépio de luz invertida com objetiva de 40X.

4.3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados obtidos foi efetuada no programa Graph Pad Prism 5.0

pelos métodos tradicionais de andlise de variancia (ANOVA) e de comparacdo de médias.

Curva de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.
guyanensis foram efetuadas através da diferenca entre as médias do nimero de promastigotas/dia
nas diferentes concentrac6es de uma mesma droga em relacéo aos controles pela ANOVA de um

fator, utilizando o teste de Student-Newman-Keuls, para cada espécie de Leishmania.

Nas analises de viabilidade celular das espécies de L. amazonensis, L. braziliensis e L.
guyanensis foram efetuadas atraveés da diferenca entre as médias do nimero de macrofagos nas
diferentes concentracGes de uma mesma droga em relacdo aos controles pela ANOVA de um

fator, utilizando o teste de Student-Newman-Keuls, para cada espécie de Leishmania.

As analises das formas amastigotas de L. amazonensis foram efetuadas através da

diferenca entre as médias dos nimeros de amastigotas/célula nas diferentes concentracfes de uma
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mesma droga em relacdo aos controles em diferentes tempos pela ANOVA de dois fatores. O
mesmo teste analisou a diferenca entre as medias da taxa de infeccdo nas diferentes

concentracdes de uma mesma droga em relacéo aos controles em diferentes tempos.

No teste in vivo as analises foram realizadas através da diferenca entre as médias dos
diametros das patas, variacdo de peso e carga parasitaria para cada grupo confrontando as
situacOes de pré e pos-tratamento, pela ANOVA de um fator, utilizando o teste de Student-
Newman-Keuls. O mesmo teste analisou a diferenca entre o diametro das patas, variacdo de peso

e carga parasitaria nos diferentes tratamentos em relacdo aos controles em diferentes tempos.
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5. RESULTADOS

5.1 CURVAS PADRAO DE CRESCIMENTO

A curva de crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis
apresentaram a fase exponencial tardia e a fase estacionaria respectivamente, no sexto e sétimo
dia de cultivo (Gréfico 1). Observou-se que estatisticamente ndo haveria diferenca na escolha do
quinto, sexto ou sétimo dia de crescimento. O sexto dia de crescimento definiu-se como o dia

padréo de uso da cepa para os estudos in vitro e in vivo de L. amazonensis e estudos in vitro de L.

guyanensis.
10°4 —o— L. amazonensis
—O— L. braziliensis
—e— L. guyanensis
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Grafico 1 - Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis; Leishmania (Viannia) braziliensis
e Leishmania (Viannia) guyanensis.

Intervalo de confianga de 95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). As setas indicadas na figura
representam o dia escolhido para a coleta dos parasitas para a realizacdo dos experimentos.



91

As formas promastigotas de L. braziliensis apresentaram a fase exponencial tardia no
quinto dia de cultivo e a fase estacionaria no sexto dia (Grafico 1). Na analise estatistica da curva
observou-se que ndo haveria diferenca na escolha do quinto, sexto ou sétimo dia de crescimento.
Nos testes in vitro definiu-se o quinto dia como o padrao de uso da cepa para os estudos in vitro

de L. braziliensis.

5.2 CALIBRACAO DE CONTROLES

O solvente dimetilsulféxido (DMSO) a 0,7%, concentracdo semelhante a usada para as
drogas na concentracdo de 50 pg/mL, ndo interfere na mortalidade das formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Viannia)
braziliensis cepa M2903 (MHOM/BR/75/M2903) e Leishmania (Viannia) guyanensis cepa
M4147 nos experimentos in vitro. As curvas de crescimento de L. amazonensis (F = 4,902; P <
0,05) e L. guyanensis (F = 3,445; P < 0,05) apresentam diferenca significativa no crescimento
parasitario entre o grupo controle ndo tratado e os grupos tratados com concentracfes de 10, 5 e
2,5%. A curva de crescimento L. braziliensis apresenta diferenca significativa (F = 4,327; P <
0,05) no crescimento parasitario entre o grupo controle ndo tratado e os grupos tratados com

concentracdes de 10; 5; 2,5 e 1% (Grafico 2C).

A utilizacdo de 0,7% de DMSO nos bioensaios ndo interfere na viabilidade celular.
Analisando os tempos de 24 (F = 5,414; P < 0,0001; P < 0,001) e 48 (F = 1,102; P < 0,0001; P <
0,001; P < 0,05) h de incubacdo observam-se diferencas significativas na viabilidade celular
qguando comparados o grupo controle e os grupos tratados com concentragdes de 1; 0,7 e 0,5%.

No tempo de 96 h de incubacdo observam-se diferencas significativas (F = 1,265; P < 0,0001; P <
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0,001) na viabilidade celular quando comparados o grupo controle e os grupos tratados com todas

as concentracdes analisadas de DMSO (Gréfico 2D).
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Grafico 2 - Atividade leishmanicida de dimetilsulféxido (DMSO) frente formas promastigotas de (A)
Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e (C) Leishmania (Viannia)
guyanensis. (D) Efeito do DMSO sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c in
vitro.

Os resultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem-se a resultados estatisticamente
significantes em relacéo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05.

A pentamidina inibiu o crescimento de promastigotas em todas as espécies de Leishmania
analisadas, ndo apresentando diferenca de sensibilidade. A andlise das curvas de crescimento de
L. amazonensis (F = 14,62; P < 0,0001), L. braziliensis (F = 5,676; P < 0,0001) e L. guyanensis
(F =6,272; P <0,0001; P <0,001; P < 0,05) apresentam diferencgas significativas no crescimento

parasitario entre o grupo controle ndo tratados e 0s grupos tratados com todas as concentragdes
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testadas. Todas as concentragcdes analisadas nos tempos de 24 (F = 2,480; P < 0,0001); 48 (F =
2,480; P < 0,0001) e 96 h (F = 3,731; P < 0,0001) apresentaram diferenca significativa na
citotoxicidade frente a macrofagos peritoneais quando comparadas com 0s grupos controle sem

tratamento (Grafico 3).

Promastigotas/mL.

Tempo (Dias)

Promastigotas/mL.

105

Tempo (Dias)

—e— Controle
—o- 100 ug/mL.
—o— 50 ug/mL
= 25 ug/mL
-o- 12 ugimL
-5~ 6ugimL

* e Controle

$ wxx —o- 100 ugmL

—o- 50 ug/mL

= 25 ug/mL.

-o- 12 pgimL
-= 6 ug/mL

Promastigotas/mL.

% Viabilidade de células

—e— Controle

. o 100 ugimL
—o- 50 ug/mL.
- 25 ug/mL.
-0- 12 pgimL
- 6 pg/mL.

1209

100

80

60

404

204

AN

Tempo (Dias)

== Controke
&9 100 pg/mL
3 50 pg/mL
m 25 pg/mL.
12 pg/mL.
6 ug/mL.

N

Tempo (horas)

Gréafico 3 - Atividade leishmanicida da pentamidina frente formas promastigotas de (A) Leishmania
(Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e (C) Leishmania (Viannia) guyanensis. (D)
Efeito da pentamidina sobre a viabilidade de macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c in vitro.

Os resultados representam as médias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estaticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05.
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53 ACAO LEISHMANICIDA NO CRESCIMENTO IN VITRO DE FORMAS

PROMASTIGOTAS DE Leishmania spp. E CITOTOXICIDADE

A atividade leishmanicida dos extratos das espéecies A. mucosa, A. sericea, E. amazonicus
e do alcal6ide liriodenina foram avaliadas pela inibicdo do crescimento de formas promastigotas
de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis in vitro. As formas promastigotas foram
tratadas com as concentracdes de 100, 50, 25, 12 e 6 ug/mL dos extratos por seis dias. Os

resultados expressos em Clsg sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliagdo da atividade leishmanicida em formas promastigotas in vitro dos extratos vegetais e
substancias.

Nome Boténico Cédigo Leishmania spp.?
Cls (ng/mL) + SEMP
PHS8 CA® M2903 CAS M4147 CA®
LIRIO 1,43+058 | AA | 5592+355 | MA 0,84 + 0,07 AA
Annona mucosa EDF 9,32 + 0,56 AA 27,42 + 5,42 A 16,23 + 1,30 A
EHF 24,24 + 1,51 A 65,27 + 1,20 MA | 153,37 + 1,98 NA
EMF 28,32 + 1,15 A 44,74 + 5,89 A 160,87 + 2,52 NA
EHS 44,22 + 5,64 A 170,15+ 1,46 NA | 110,15+ 1,44 | NA
EMS 46,54 + 4,95 A 133,17 + 5,41 NA | 165,02 + 1,87 NA
Annona sericea FALASF 9,45 +0,17 AA ND ND
FALASGF 3,46 + 0,09 AA
EHGFAS 0,40+0,00 | AA | 151,82+0,17 | NA
EMGFAS | 55,86 +2,87 | MA | 86,21+0,09 | MA
Ephedranthus amazonicus FALEAF 2,47 + 0,09 AA ND
FALEAGF 2,57 +0,01 AA | 265,45 + 0,66 NA
PENTA® 0,07+0,00 | AA 5,48 + 0,00 AA 2,99 + 0,00 AA

® PH8, Leishmania (Leishmania) amazonensis; M2903, Leishmania (Viannia) braziliensis; M4147 Leishmania

(Viannia) guyanensis.

® Clso, 50% de Concentragdo Inibitoria. Os valores sdo expressos em média + SEM.
° CA, Classificagdo da atividade. AA, altamente ativo; A, ativo; MA, moderadamente ativo; NA, nio ativo.

9 Droga referéncia.

Para a determinacdo da citotoxicidade dos extratos organicos da espécie A. mucosa e 0

alcaloide liriodenina, os macrofagos foram tratados com as concentragfes de 100, 50, 25, 12 e 6

pug/mL, sendo incubados por 24, 48 ¢ 96 h. A citotoxicidade do alcal6ide liriodenina e dos
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extratos organicos em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, é
dependente da concentracdo e do tempo de exposi¢do. O alcaldide liriodenina, os extratos
diclorometanico e metandlico das folhas de A. mucosa séo toxicos apds 24 h de tratamento. O
extrato hexanico das folhas de A. mucosa € toxico apos 48 h de tratamento. Os extratos hexanico
e metanolico das sementes de A. mucosa sdo moderadamente toxicos apds 48 h de tratamento. Os

resultados expressos em CLsp sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos extratos vegetais e substancias.

Nome Boténico Cadigo Citotoxicidade
CLsy (ng/mL) + SEM?
24 h CcT" 48 h CcT 96 h CcT’
LIRIO 37,27 + 1,49 T 34,40 + 1,32 T 19,11 + 1,06 T
Annona mucosa EDF 41,92 +1,17 T 29,15+ 0,81 T 24,07 + 0,72 T
EHF 150,79 + 2,54 MT 76,02 + 4,43 T 62,63 + 4,10 T
EMF 4591 +1,28 T 38,45+ 1,10 T 29,41 + 0,89 T
EHS 9632,13 + 1,50 PNT 462,62 + 1,50 MT 262,33 + 5,81 MT
EMS 440,23 + 1,43 MT 178,73 + 3,56 MT 139,00 + 3,13 MT
PENTA® 111,52 + 1,40 MT 111,52 + 1,40 MT 51,99 + 0,58 T

# CLso, 50% de Concentracdo Letal em macrdfagos peritoneais de camundongos Balb/c. Os valores sdo expressos em
média + SEM.

®CTx, Classificacdo da toxicidade. T, toxico; MT, moderadamente toxico; PNT, potencialmente ndo toxico.

¢ Droga referéncia.

As promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis foram altamente sensiveis ao
alcaldide liriodenina (LIRIO) nos testes in vitro e as promastigotas de Leishmania braziliensis se
mostraram moderadamente sensiveis a0 mesmo. A curva de crescimento de L. amazonensis
apresenta diferencas significativas (F = 4,390; P < 0,05) no crescimento parasitario entre 0s
grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados com todas as
concentragOes testadas. J& a curva de crescimento de L. braziliensis (F = 3,769; P > 0,05) ndo
apresentou diferencas significativas no crescimento parasitario entre os grupos controle sem

tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados com todas as concentragOes testadas. A
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curva de crescimento de L. guyanensis ndo apresenta diferencas significativas (F = 3,947; P >
0,05) no crescimento parasitario entre os grupos controle néo tratados e tratados com DMSO e 0s
grupos tratados com concentracbes de 25, 12 e 6 pg/mL. Ja os parasitas tratados com
concentracdes de 100 e 50 pg/mL apresentaram diferencas significativas (F = 3,947; P < 0,05) no
crescimento parasitario quando comparados ao controle sem tratamento e tratado com DMSO

(Grafico 4).
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Gréfico 4 - Atividade leishmanicida do alcal6ide liriodenina (LIRIO) frente formas promastigotas de (A)
Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e (C) Leishmania (Viannia)
guyanensis. (D) Efeito do LIRIO sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c in
vitro.

Os reultados representam as médias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relagdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem
resultados estatisticamente significantes em relacio ao tratado com DMSO 0,7%, ***P < 0,0001; *P < 0,001; *P <
0,05.
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Todas as concentragdes analisadas do LIRIO nos tempos de 24 (F = 1,408; P < 0,0001);
48 (F = 8,712; P < 0,0001) e 96 h (F = 7,978; P < 0,0001) apresentaram diferencas significativas
na citotoxicidade frente a macrofagos peritoneais quando comparadas com 0s grupos controle
sem tratamento e tratado com DMSO. Na concentracdo de 100 pg/mL foi observada a lise total

dos macréfagos no tempo de 96 h (Gréfico 4D).

As promastigotas de L. amazonensis foram altamente sensiveis ao extrato diclorometanico
das folhas de A. mucosa (EDF) nos testes in vitro e as promastigotas de L. braziliensis e L.
guyanensis se mostraram sensiveis ao mesmo. A curva de crescimento de L. amazonensis ndo
apresenta diferenca significativa (F = 6,573; P > 0,05) no crescimento parasitario entre 0s grupos
controle ndo tratados e tratados com DMSO e o0s grupos tratados com concentracdes de 12 e 6
pg/mL. Observam-se diferengas significativas (F = 6,573; P < 0,0001; P < 0,001) no crescimento
parasitario quando comparados 0s grupos controle e os grupos tratados com concentracdes de
100, 50 e 25 pg/mL. J& a curva de crescimento de L. braziliensis ndo apresenta diferenca
significativa (F = 2,511; P > 0,05) no crescimento parasitario entre 0s grupos controle nao
tratados e tratados com DMSO e o0s grupos tratados com todas as concentragdes testadas. A curva
de crescimento de L. guyanensis ndo apresenta diferenca significativa (F = 3,710; P > 0,05) no
crescimento parasitario entre os grupos controle ndo tratado e tratado com DMSO e 0s grupos
tratados com concentracdes de 50, 25, 12 e 6 pug/mL. J& os parasitas tratados com 100 pg/mL
apresentam diferenca significativa (F = 3,710; P < 0,05) no crescimento parasitario quando

comparados ao controle sem tratamento e tratado com DMSO (Gréfico 5).

A andlise da viabilidade dos macréfagos tratados com EDF no tempo de 24 h néo
apresentou diferenca significativa (F = 1,830; P > 0,05) na citotoxicidade quando comparadas

com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados nas
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concentragdes 25, 12 e 6 pug/mL, essas concentracdes ndo afetaram a viabilidade celular apos 24
h de incubac&o. Ja as concentracGes de 100 e 50 pg/mL apresentaram diferencas significativas (F
= 1,830; P < 0,0001; P < 0,001) na citotoxicidade quando comparadas com 0s grupos controle
sem tratamento e tratado com DMSO. As concentracdes analisadas nos tempos de 48 (F = 8,406;
P <0,0001; P <0,05) e 96 h (F = 1,766; P < 0,0001) apresentaram diferencas significativas na
citotoxicidade nos grupos tratados com todas as concentragdes testadas quando comparados com
0S grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO. Na concentracdo de 100 pg/mL foi

observado a lise total dos macréfagos no tempo de 96 h (Gréafico 5D).
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Grafico 5 - Atividade leishmanicida do extrato diclorometano das folhas (EDF) de Annona mucosa frente as
formas promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e
(C) Leishmania (Viannia) guyanensis. (D) Efeito do EDF sobre a viabilidade de macro6fagos peritoneais de
camundongos BALB/c in vitro

Os reultados representam as médias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relagdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem
resultados estatisticamente significantes em relacéo ao tratado com DMSO 0,7%, ***P < 0,0001; P < 0,001; *P <
0,05.
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O extrato hexanico das folhas de A. mucosa (EHF) ¢ ativo frente formas promastigotas de
L. amazonensis e moderadamente ativo frente formas promastigotas de L. braziliensis nos testes
in vitro. As promastigotas de L. guyanensis se mostraram ndo sensiveis ao mesmo. A curva de
crescimento de L. amazonensis na presenca do EHF ndo apresenta diferenca significativa (F =
4,053; P > 0,05) no crescimento parasitario entre 0os grupos controle sem tratamento e tratado
com DMSO e os grupos tratados com concentracfes de 50, 25, 12 e 6 pg/mL. Ja os parasitas
tratados com concentracdes de 100 pug/mL apresentaram diferenca significativa (F = 4,053; P <
0,05) quando comparado com o controle sem tratamento e tratado com DMSO. As curvas de
crescimento das espécies L. braziliensis (F = 1,893; P > 0,05) e L. guyanensis (F = 1,756; P >
0,05) nao apresentam diferenca significativa no crescimento parasitario entre os grupos controle
sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados com todas as concentracOes testadas

(Grafico 6).

A analise da viabilidade dos macréfagos tratados com EHF nos tempos de 24 (F = 1,432;
P <0,0001) e 96 h (F = 5,496; P < 0,0001; P < 0,001) apresentaram diferencas significativas na
citotoxicidade nos grupos tratados com todas as concentragdes testadas quando comparados com
0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO, sendo assim as concentra¢des afetaram
a viabilidade celular. A anélise da viabilidade dos macré6fagos no tempo de 48 h ndo apresentou
diferenca significativa (F = 4,329; P > 0,05) na citotoxicidade quando comparadas com 0s grupos
controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados na concentragdo de 6 pg/mL,
essa concentracdo ndo afetou a viabilidade celular apés 48 h de incubacdo. Observam-se
diferencas significativas (F = 4,329; P < 0,0001; P < 0,001) no tempo de 48 h na citotoxicidade
quando comparadas com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e 0s grupos

tratados nas concentragdes de 100, 50, 25 e 12 ug/mL (Grafico 6D).
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Gréfico 6 - Atividade leishmanicida do extrato hexanico das folhas (EHF) de Annona mucosa frente as formas
promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e (C)
Leishmania (Viannia) guyanensis. (D) Efeito do EHF sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c in vitro.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relagdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relacéo ao tratado com DMSO 0,7%, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05.

As promastigotas de L. amazonenesis e L. braziliensis foram sensiveis ao extrato
metanolico das folhas de A. mucosa (EMF) nos testes in vitro e as promastigotas de L. guyanensis
se mostraram nao sensiveis ao mesmo. A curva de crescimento de L. amazonensis ndo apresenta
diferenca significativa (F = 4,218; P > 0,05) no crescimento parasitario entre os grupos controle
néo tratados e tratados com DMSO e os grupos tratados com concentragdes de 50, 25, 12 e 6
pmg/mL. Ja os parasitas tratados com concentracbes de 100 pg/mL apresentam diferenca
significativa (F = 4,218; P < 0,05) no crescimento parasitario quando comparados ao controle
sem tratamento e tratado com DMSO. As curvas de crescimento das espécies L. braziliensis (F =

2,014; P > 0,05) e L. guyanensis (F = 1,355; P > 0,05) ndo apresentam diferenca significativa no
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crescimento parasitario entre 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e 0s

grupos tratados com todas as concentracdes testadas do EMF (Grafico 7).
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Gréfico 7 - Atividade leishmanicida do extrato metandlico das folhas (EMF) de Annona mucosa frente as
formas promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e
(C) Leishmania (Viannia) guyanensis. (D) Efeito do EMF sobre a viabilidade de macroéfagos peritoneais de

camundongos BALB/c in vitro.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relagdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem

resultados estatiscamente significantes em relagéo ao tratado com DMSO 0,7%, ***P < 0,0001; *P < 0,05.

A andlise da viabilidade dos macrofagos tratados com EMF no tempo de 24 h nao

apresentou diferenca significativa (F = 1,498; P > 0,05) na citotoxicidade quando comparadas

com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados nas

concentragdes 25, 12 e 6 pug/mL. Ja as concentracdes de 100 e 50 pg/mL apresentaram diferencas

significativas (F = 1,498; P < 0,0001; P < 0,001; P < 0,05) na citotoxicidade quando comparadas

com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO. Essas concentragdes afetaram a
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viabilidade celular apds 24 h de incubacdo. As concentra¢des analisadas nos tempos de 48 (F =
1,294; P < 0,0001) e 96 h (F = 1,746; P < 0,0001) apresentaram diferenca significativa na
citotoxicidade nos grupos tratados com todas as concentracdes testadas quando comparados com

0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO (Gréafico 7D).

As promastigotas de L. amazonenesis foram sensiveis ao extrato hexanico das sementes
de A. mucosa (EHS) nos testes in vitro e as promastigotas de L. braziliensis e L. guyanensis se
mostraram ndo sensiveis ao mesmo. As curvas de crescimento das espécies L. amazonensis (F =
4,134; P > 0,05); L. braziliensis (F = 1,794; P > 0,05) e L. guyanensis (F = 1,776; P > 0,05) ndo
apresentam diferenca significativa no crescimento parasitario entre 0s grupos controle sem
tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados com todas as concentragdes testadas

(Grafico 8).

A andlise da viabilidade dos macréfagos tratados com EHS no tempo de 24 h néo
apresentou diferenca significativa (F = 7,470; P > 0,05) na citotoxicidade quando comparadas
com os grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados nas
concentragfes 100, 25, 12 e 6 pg/mL. Ja a concentracdo de 50 pg/mL apresentou diferenca
significativa (F = 7,470; P < 0,05) na citotoxicidade quando comparadas com 0s grupos controle
sem tratamento e tratado com DMSO, essa concentragdo afetou a viabilidade celular ap6s 24 h de
incubacdo. No tempo de 48 h nédo apresentou diferenca significativa (F = 2,552; P > 0,05) na
citotoxicidade quando comparadas com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO
e 0s grupos tratados nas concentragdes 12 e 6 pg/mL. Ja as concentragcdes de 100, 50 e 25 pg/mL
apresentaram diferenca significativa (F = 2,552; P < 0,0001) na citotoxicidade quando
comparadas com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO, essa concentragdes

afetaram a viabilidade celular apos 48 h de incubacdo. As concentracGes analisadas no tempo de
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96 h (F = 3,517; P < 0,0001) apresentaram diferenca significativa na citotoxicidade nos grupos
tratados com todas as concentracfes testadas quando comparados com 0s grupos controle sem

tratamento e tratado com DMSO (Gréfico 8D).
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Gréfico 8 - Atividade leishmanicida do extrato hexanico das sementes (EHS) de Annona mucosa frente as
formas promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e
(C) Leishmania (Viannia) guyanensis. (D) Efeito do EHS sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c in vitro.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relagdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem
resultados estatisticamente significantes em relagéo ao tratado com DMSO 0,7%, ***P < 0,0001; *P < 0,001.

O extrato metandlico das sementes de A. mucosa (EMS) € ativo frente formas
promastigotas de L. amazonensis nos testes in vitro. As promastigotas de L. braziliensis e L.
guyanensis se mostraram nao sensiveis ao mesmo. As curvas de crescimento das espécies L.

amazonensis (F = 4,376; P > 0,05); L. braziliensis (F = 1,854; P > 0,05) e L. guyanensis (F =
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1,560; P > 0,05) ndo apresentam diferenca significativa no crescimento parasitario entre 0s
grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados com todas as

concentracgdes testadas (Grafico 9).

Promastigotas/imL.

Promastigotas/mL.

—e— Controke

~o- Controle DMSO 0,7% 50
—o~ Pentamidina 50 pg/mL
-8 EMS 100 ug/mL.

-0- EMS 50 pg/mL

-8~ EMS 25 ug/mL

—+— EMS 12 pg/mL

—#— EMS 6 pg/mL

—e— Controle

—o- DMSO0 0,7%

—o— Pentamidina 50 pg/mL
= EMS 100 pg/mL.
-o- EMS 50 pg/mL

- EMS 25 pg/mL

—— EMS 12 pg/mL

—— EMS 6 pg/mL

Promastigotas/mL

% Viabilidade de células

—e— Controle

-o- DMS00,7%

-0 Pentamidina 50 pg/mL.
- EMS 100 pg/mL
-0- EMS 50 pg/mL.

-8 EMS 25 ug/mL

—— EMS 12 ug/mL

—&— EMS6 pg/mL

Tempo (Dias)

120

== Controle

&3 DMSO 0,7%

E= Pentamidina 50 ug/mL
@ EMS 100 pg/mL
EMS 50 pg/mL

EMS 25 pg/mL

EEH EMS 12 pg/mL
B2 EMS 6 pg/mL.

Tempo (Dias)

Tempo (horas)

Gréfico 9 - Atividade leishmanicida do extrato metandlico das sementes (EMS) de Annona mucosa frente as
formas promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis; (B) Leishmania (Viannia) braziliensis e
(C) Leishmania (Viannia) guyanensis. (D) Efeito do EMS sobre a viabilidade de macroéfagos peritoneais de
camundongos BALB/c in vitro.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relagdo ao controle sem tratamento, ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem
resultados estatisticamente significantes em relacéo ao tratado com DMSO 0,7%,"**P < 0,0001; *P < 0,001.

A andlise da viabilidade dos macrofagos tratados com EMS no tempo de 24 h néo
apresentou diferenca significativa (F = 2,258; P > 0,05) na citotoxicidade quando comparadas
com 0s grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados nas

concentragdes 12 e 6 pg/mL. Ja as concentragdes de 100, 50 e 25 pg/mL apresentaram diferencas



105

significativas (F = 2,258; P < 0,0001; P < 0,05) na citotoxicidade quando comparadas com 0s
grupos controle sem tratamento e tratado com DMSO, essas concentracdes afetaram a viabilidade
celular apds 24 h de incubacdo. As concentracdes analisadas nos tempos de 48 (F = 2,555; P <
0,0001) e 96 h (F = 2,083; P < 0,0001) apresentaram diferenca significativa na citotoxicidade nos
grupos tratados com todas as concentracdes testadas quando comparados com 0s grupos controle

sem tratamento e tratado com DMSO (Gréfico 9D).

As promastigotas de L. amazonensis foram altamente sensiveis a fracdo alcaloidica das
folhas de A. sericea (FALASF). A curva de crescimento ndo apresenta diferenca significativa (F
= 4,854; P > 0,05) no crescimento parasitario entre os grupos controle ndo tratados e tratados com
DMSO e os grupos tratados com concentracdes de 25, 12 e 6 pg/mL. Observam-se diferencas
significativas (F = 4,854; P < 0,001; P < 0,05) no crescimento parasitario quando comparados 0s

grupos controle e os grupos tratados com concentragdes de 100 e 50 pg/mL (Gréfico 10).
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—o— Pentamidina 50 ug/mL
—#— FALASF 100 ug/mL
-0~ FALASF 50 pg/mL
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Grafico 10 - Atividade leishmanicida da fracéo alcaloidica das folhas de Annona sericea (FALASF) frente as
formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relacéo ao tratado com DMSO 0,7%, P < 0,001; *P < 0,05.
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As promastigotas de L. amazonensis foram altamente sensiveis a fracdo alcaloidica dos
galhos finos de A. sericea (FALASGF). A andlise da curva de crescimento apresenta diferencas
significativas (F = 6,427; P < 0,001; P < 0,05) no crescimento parasitario entre 0s grupos controle
ndo tratados e tratados com DMSO e os grupos tratados com todas as concentracOes testadas

(Grafico 11).
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Gréfico 11 - Atividade leishmanicida da fracdo alcaloidica dos galhos finos de Annona sericea (FALASGF)
frente as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relagdo ao tratado com DMSO 0,7%, *P < 0,001; *P < 0,05.

O extrato hexanico dos galhos finos de A. sericea (EHGFAS) foi a amostra com maior
atividade frente as promastigotas de L. amazonensis, 0 mesmo ndo apresentou atividade frente as
promastigotas de L. braziliensis. A curva de crescimento de L. amazonensis apresenta diferengas
significativas (F = 5,515; P < 0,001) no crescimento parasitario entre 0os grupos controle sem
tratamento e tratado com DMSO e os grupos tratados com todas as concentracGes testadas. A
curva de crescimento de L. braziliensis ndo apresenta diferencas significativas (F = 2,368; P >
0,05) no crescimento parasitario entre os grupos controle néo tratados e tratados com DMSO e 0s
grupos tratados com todas as concentracdes testadas (Grafico 12).

As promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis foram moderadamente sensiveis ao
extrato metandlico dos galhos finos de A. sericea (EMGFAS). As curvas de crescimento de L.

amazonensis (F = 4,964; P > 0,05) e L. braziliensis (F = 3,121; P > 0,05) ndo apresentam
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diferencas significativas no crescimento parasitario entre os grupos controle ndo tratados e

tratados com DMSO e os grupos tratados com todas as concentragdes testadas (Grafico 13).
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Gréfico 12 - Atividade leishmanicida do extrato hexanico dos galhos finos de Annona sericea (EHGFAS)
frente as formas promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis e (B) Leishmania (Viannia)
braziliensis.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relacéo ao tratado com DMSO 0,7%, P < 0,001; *P < 0,05.

—e— Controle
—o- DMS00,7%

—o- Pentamidina 50 pg/mL
= EMGFAS 100 ug/mL
-0~ EMGFAS 50 ug/mL.

e~ Controle

o~ Controle DMSO 0,7% 50 ug
~o~ Pentamidina 50 pg/mL

= EMGFAS 100 ug/mL

-0~ EMGFAS 50 ugimL.

= EMGFAS 25 ugimL. o~ EMGFAS 25 ugimL.
— EMGFAS 12 ug/mL 10° — EMGFAS 12 ug/mL
— EMGFAS 6 ugimL —& EMGFAS 6 ug/mL

Promastigotas/mL
Promastigotas/mL
5

Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Grafico 13 - Atividade leishmanicida do extrato metandlico dos galhos finos de Annona sericea (EMGFAS)
frente as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis.
Os reultados representam as meédias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relacéo ao tratado com DMSO 0,7%, P < 0,001; “P < 0,05.

As promastigotas de Leishmania amazonensis foram altamente sensiveis a fracéo
alcaloidica das folhas de E. amazbnicas (FALEAF). A analise da curva de crescimento apresenta

diferengas significativas (F = 6,218; P < 0,001; P < 0,05) no crescimento parasitario entre 0s
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grupos controle ndo tratados e tratados com DMSO e os grupos tratados com todas as

concentracdes testadas (Grafico 14).
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Grafico 14 - Atividade leishmanicida da fracéo alcaloidica das folhas de Ephedranthus amazonicus (FALEAF)
frente as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relagéo ao tratado com DMSO 0,7%, P < 0,001; *P < 0,05.

As promastigotas de Leishmania amazonensis foram altamente sensiveis a fracdo
alcaloidica dos galhos finos de E. amazbnicas (FALEAGF), 0 mesmo ndo apresentou atividade
frente as promastigotas de Leishmania braziliensis. A curva de crescimento de L. amazonensis
apresenta diferencas significativas (F = 5,437; P < 0,001; P < 0,05) no crescimento parasitario
entre os grupos controle ndo tratados e tratados com DMSO e o0s grupos tratados com todas as
concentracdes testadas. A curva de crescimento de L. braziliensiss ndo apresenta diferenca
significativa (F = 2,417; P > 0,05) no crescimento parasitario entre 0os grupos controle nédo
tratados e tratados com DMSO e os grupos tratados com todas as concentracGes testadas (Grafico

15).
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Gréfico 15 - Atividade leishmanicida da fragdo alcaloidica dos galhos finos de Ephedranthus amazonicus
(FALEAGF) frente as formas promastigotas de (A) Leishmania (Leishmania) amazonensis e (B) Leishmania
(Viannia) braziliensis.

Os reultados representam as medias de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados estatisticamente
significantes em relacdo ao controle sem tratamento, **P < 0,001; *P < 0,05. Os (#) referem resultados
estatisticamente significantes em relagdo ao tratado com DMSO 0,7%, *P < 0,001; *P < 0,05.

O critério usado para andlise dos resultados nas pesquisas de compostos ativos com
potencial terapéutico contra leishmania é o indice de seletividade (IS), comparando a
citotoxicidade para macrofagos e a atividade leishmanicida. O IS consiste na razdo CLs, para 0s
macrofagos e Clso para protozoarios (CLse/Clsg). Analisando a seletividade do alcaldide
liriodenina e dos extratos organicos frente a L. amazonensis todas foram seletivas ao parasita até
96 h (Tabela 5). Foram seletivas a L. braziliensis no tempo de 24 h as amostras EDF, EHF, EMF,
EHS e EMS; no tempo de 48 h as amostras EDF, EHF, EHS e EMS e no tempo de 96 h as
amostras EHS e EMS (Tabela 6). Foram seletivas a L. guyanenesis no tempo de 24 e 48 h as
amostras LIRIO, EDF, EHS e EMS e no tempo de 96 h as amostras LIRIO, EDF, EHS (Tabela

7).
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Tabela 5 - Avaliacdo do indice de seletividade dos extratos vegetais e da substancia isolada frente a L.

amazonensis.

Nome Botanico Cédigo 1S%
24 h 48 h 96 h
LIRIO 26,06 SL 24,05 SL 13,36 SL
Annona mucosa EDF 4,49 SL 3,12 SL 2,58 SL
EHF 6,22 SL 3,13 SL 2,58 SL
EMF 1,62 SL 1,35 SL 1,03 SL
EHS 217,82 SL 10,46 SL 5,93 SL
EMS 9,45 SL 3,84 SL 2,98 SL
PENTA® 1.593,14 SL 1.593,14 SL 742,71 SL

*Indice de seletividade (CLso/Clsg). SL, seletivo a leishmania.
® Droga referéncia.

Tabela 6 - Avaliacdo do indice de seletividade dos extratos vegetais e da substancia isolada frente a

L.braziliensis.
Nome Botanico Cadigo Is?
24 h 48 h 96 h
LIRIO 0,66 SM 0,61 SM 0,34 SM
Annona mucosa EDF 1,52 SL 1,06 SL 0,87 SM
EHF 2,31 SL 1,16 SL 0,95 SM
EMF 1,02 SL 0,85 SM 0,65 SM
EHS 56,60 SL 2,71 SL 154 SL
EMS 3,30 SL 1,34 SL 1,04 SL
PENTA’ 20,35 SL 20,35 SL 9,48 SL

% Indice de seletividade (CLsy/Clsg). SL, seletivo a leishmania; SM, seletivo ao macrdfago.

® Droga referéncia.

Tabela 7 - Avaliacdo do indice de seletividade dos extratos vegetais e da substancia isolada frente a

L.guyanensis.

Nome Botanico Codigo IS*
24 h 48 h 96 h
LIRIO 44,36 SL 40,95 SL 22,75 SL
Annona mucosa EDF 2,58 SL 1,79 SL 1,48 SL
EHF 0,98 SM 0,49 SM 0,40 SM
EMF 0,28 SM 0,23 SM 0,18 SM
EHS 87,44 SL 419 SL 2,38 SL
EMS 2,66 SL 1,08 SL 0,84 SM
PENTA” 37,29 SL 37,29 SL 17,38 SL

Indice de seletividade (CLso/Clsg). SL, seletivo a leishmania; SM, seletivo ao macréfago.

® Droga referéncia.
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5.4 EFEITO DO ALCALOIDE LIRIODENINA E DOS EXTRATOS DE Annona mucosa
SOBRE A VIABILIDADE DE FORMAS AMASTIGOTAS DE L. amazonensis

A atividade leishmanicida do alcaldide liriodenina e dos extratos de A. mucosa em
amastigotas foram avaliadas pela inibicdo do desenvolvimento intracelular do parasita em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis in vitro. A
viabilidade celular das formas amastigotas foi avaliada ap6s 24, 48 e 96 h de incubagdo pos-

tratamento.

Em uma infeccdo com a propor¢do de 10 parasita para 1 macréfago, no grupo controle
sem tratamento, a porcentagem de células parasitadas foi respectivamente de 40,66; 39,5 e
43,58% nos tempos de 24, 48 e 96 h apds a infeccdo. Estes resultados e pré-testes realizados
estabeleceram a taxa promastigota:macréfago de 10:1 para infeccdo e avaliacdo da atividade
leishmanicida contra formas intracelulares de L. amazonensis, uma vez que esta razao fornece um

namero adequado de parasitos intracelulares nos tempos de infeccdo analisados.

A atividade leishmanicida do alcal6ide liriodenina e dos extratos frente a formas
amastigotas € confirmada quando comparados aos grupos controle sem tratamento e tratado com
DMSO, pois se detectou diferengas significantes (F = 15,31; P < 0,0001) de taxa de infecgdo dos

macrofagos nos tempos de incubacdo analisados (Tabela 8).

Tabela 8 - Avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro de formas amastigotas intracelulares de Leishmania
(Leishmania) amazonensis (PH8).

Cadigo Taxa de infeccao (%) Amastigotas/Macraéfago indice fagocitico
24 h 48 h 96 h 24 h 48 h 96 h 24 h 48 h 96 h
LIRIO 25,75 19,16 7,08 5,59 4,67 4,40 142,91 89,50 30,75
EDF 23,16 20,91 19,83 5,16 4,00 4,83 118,50 83,41 95,91
EHF 19,41 3,91 9,33 5,26 4,52 6,41 99,91 16,58 57,33
EMF 23,91 13,16 13,41 5,21 4,99 5,12 119,91 65,25 68,66
EHS 24,41 10,66 11,50 5,20 4,86 4,19 125,16 51,25 45,75
EMS 28,08 15,75 18,41 6,48 4,83 5,05 180,41 72,08 92,91
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DMSQ° 42,91 38,33 42,25 4,55 7,63 6,92 195,16 291,66 292,91
PENTA® 5,16 0,00 0,00 3,84 0,00 0,00 19,00 0,00 0,00
Controle 40,66 39,50 43,58 4,86 8,28 7,38 198,91 327,58 321,83

# Os resultados representam a média de trés experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%.

® Promotor de solubilidade.

¢ Droga referéncia.

Na concentracdo de 25 ug/mL o LIRIO, EDF, EMF, EHS e EMS apresentaram
respectivamente reducdo de 92,92; 80,17; 86,59; 88,50 e 81,59% da taxa de infeccdo dos
macrofagos apds 96 h de tratamento; o EHF na concentracdo de 12 pg/mL reduziu em 90,67% a
taxa de infeccdo dos macréfagos ap6s 96 h de tratamento (Figura 16A). Avaliando o efeito dos
tratamentos na carga parasitaria durante os tempos propostos, os macréfagos infectados e tratados
apresentaram valor acima de 70% de reducdo no numero de amastigotas intracelulares em relacédo

ao controle sem tratamento nos tempos analisados (Figura 16B).
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&% DMSO 0,7%

754
&= DMSO0 0,7%

Macrofagos infectados (%)

= Pentamidina 25 pg/mL.
I LIRIO 25 pg/mL
EDF 25 pg/mL
EHF 12 pg/mL
B EMF 25 pg/mL
EHS 25 pg/mL
3 EMS 25 pg/mL

48

Tempo (horas)

Amastogotas/Macréfagos (%)

504
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= Pentamidina 25 pg/mL
I LIRIO 25 pg/mL
EDF 25 pg/mL
EHF 12 ug/mL.
BB EMF 25 pg/mL
@ EHS 25 pgimL
) EMS 25 pg/mL

Gréfico 16 - Efeito do alcal6ide liriodenina e dos extratos de Annona mucosa na (A) percentagem de
macrofagos infectados com Leishmania (Leishmania) amazonenesis e na (B) carga parasitaria (nimero de
amastigotas/macro6fagos) em macro6fagos peritoneais de camundongos BALB/c.

Os resultados representam as médias de trés experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). (B) Média dos controles referendados como 100% de
amastigotas/macréfagos: 24 h - 4,86 amastigotas/macréfagos, 48 h - 8,28 amastigotas/macrofagos e 96 h - 7,38
amastigotas/macréfagos.
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5.4.1 EFEITO DO ALCALOIDE LIRIODENINA E DOS EXTRATOS DE Annona mucosa
NA PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO E OXIDO NITRICO POR

MACROFAGOS PERITONEAIS

A resposta imunoldgica durante a infeccdo experimental foi avaliada pela capacidade do
alcaldide liriodenina, dos extratos e da fracdo de ativar ou inibir os mecanismos microbicidas dos
macrofagos, através da mensuracao da producdo de H,O, e NO de macrofagos infectados e ndo

infectados com L. amazonensis.

Primeiramente, avaliou-se a capacidade do alcaldide liriodenina e dos extratos
interferirem no “burst” respiratorio, através da quantificacdo de seu produto H,O, pelos

macrofagos peritoneais de camundongos.

Em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos BALBI/c, o alcaldide liriodenina e
0s extratos organicos de A. mucosa induziram na presenca de PMA a producdo de H,0,. O
LIRIO e o EHF apresentaram diferenca significativa (F = 14,50; P < 0,001) na produc¢éo de H,0O,
quando comparados ao grupo controle incubado apenas com meio de reacdo. Os macrofagos
tratados produzem em média repectivamente; 2,04 e 2,05 vezes mais H,O, do que o controle.
Apesar de ser observado uma discreta tendéncia de aumento na producdo de H,O,, estas ndo
foram estatisticamente significativa (F = 14,50; P > 0,05) quando comparadas ao grupo

estimulado por PMA (Gréfico 17).



114

1001

804
Em Controle

&% DMSO 0,7%
E3 PMA20nM
000 LIRIO 25 ug/mL
EDF 25 ug/mL
EHF12 ug/mL
EE EMF 25 ug/mL
EHS 25 ug/mL
3 EMS 25 ug/ml

60

404

204
0.'
Gréfico 17 - Efeito do alcaldide liriodenina e dos extratos de Annona mucosa na producdo de perdxido de
hidrogénio por macrdéfagos peritoneais.

Os resultados representam as médias de trés experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM).

Concentragéo de H,0, puM

7%

A analise da producdo de NO, pelo grupo controle sem tratamento no tempo de 24 e 48 h
ndo apresentou diferenca significativa (F = 3,033; F = 2,995; P > 0,05) entre macrofagos
infectados e ndo infectados. A ativacdo esperada do mecanismo de defesa € confirmada no tempo
de 96 h, pois obervamos diferenca significativa (F = 3,201; P < 0,05), os macrofagos infectados
produzem 5,5 vezes mais NO, do que os ndo infectados, sendo as médias de 36,86 e 6,62 UM,

respectivamente.

Em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados pela L.
amazonensis, o0 alcalbide liriodenina e 0s extratos organicos de A. mucosa nao induziram a
producdo de 6xido nitrico. Quando comparado os macrofagos infectados e ndo infectados, nao
foram detectadas diferencas significantes (F = 3,033; F = 2,995; F = 4, 094; P > 0,05) de
producdo de NO, nos grupos tratados com o alcal6ide liriodenina e os extratos respectivamente

nos tempos de 24, 48 e 96 h (Figura 18A).
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Gréfico 18 - Efeito do alcaldide liriodenina e dos extratos de Annona mucosa na producdo de nitrito em
macro6fagos. (A) macrofagos infectados com Leishmania (Leishmania) amazonenesis; (B) macrofagos ndo
infectados.

Os resultados representam as médias de trés experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de
95%. As barras indicam o erro padrao da média (SEM).

Em cultura de macrdfagos peritoneais ndo infectados o EDF e EHF induziram a liberacéo
de 6xido nitrico. Nos tempos de 48 e 96 h ndo apresentaram diferenca significativa (F = 10,34; F
= 6,950; P > 0,05) na producdo de NO, quando comparados os macrofagos estimulados com
INF-y. Sendo as médias de INF-y, EDF e EHF respectivamente de 47,72; 26,20 e 26,18 uM no

tempo de 48 h e de 50,66; 34,56 e 33,34 1M no tempo de 96 h (Figura 18B).

5.5 BIOENSAIOS IN VIVO

Camundongos machos adultos entre 8 e 10 semanas de vida foram distribuidos nos grupos
analisados, a infecgédo foi realizada com a cepa PH8 de Leishmania (Leishmania) amazonensis,
por ser uma espécie de leishmania frequente no Brasil (SHAW, 1994), além de que, 0s
camundongos BALB/c séo reconhecidamente susceptiveis, produzindo infeccdes progressivas e
sem cura (MAIOLI et al., 2004). A comparacéo entre a variacdo percentual de peso corporal e 0
diametro das patas dos grupos dos grupos foi realizada 35 dias pos-infeccdo (pré-tratamento), 49

dias pos-infeccdo (ultimo dia de tratamento), 56 dias pds-infeccdo (7 dias pds-tratamento) e 63
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dias pos-infeccdo (15 dias pos-tratamento). Ndo ocorreram perdas por morte ou fuga nos grupos

durante o experimento.

5.5.1 EVOLUCAO DO PESO VIVO

Os camundongos BALB/c no inicio do experimento apresentavam média de peso corporal
de 25,562 g. Na quinta semana, antes de iniciar o tratamento, a média dos grupos infectados foi
de 29,345 g e dos grupos ndo infectados (sadios) foi de 28,691 g. A andlise da variacéo
percentual de peso ndo apresentou diferenca significativa (F = 3,912; P > 0,05) entre 0s grupos

infectados e os grupos nao infectados (Grafico 19 - 35 dias).

Na sétima semana, Ultimo dia de tratamento, a analise da variacdo percentual de peso
apresentou diferenca significativa entre o grupo controle infectado sem tratamento e o grupo
infectado tratado com EDF (F = 2,595; P < 0,05) e o grupo sadio tratado com EDF (F = 2,751; P
< 0,05). Ndo houve diferenca signifcativa (F = 2,057; P > 0,05) na variacdo percentual de peso

entre os outros grupos testados (Grafico 19 - 49 dias).

Na primeira semana pos-tratamento, ou seja, oitava semana, a andlise da variacdo
percentual de peso apresentou diferenca significativa (F = 2,784; P < 0,05) entre o grupo controle
infectado sem tratamento e o grupo infectado tratado com creme lanette. Ndo houve diferenca
signifcativa (F = 2,345; P > 0,05) na variagdo percentual de peso entre 0s outros grupos testados

(Gréfico 19 - 56 dias).

Na nona semana, dia que foi realizada a eutanasia, a analise da variagdo percentual de
peso apresentou diferenca significativa entre o grupo controle infectado sem tratamento e o grupo

infectado tratado com EDF (F = 3,189; P < 0,001) e o grupo sadio tratado com EDF (F = 3,197; P
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< 0,001). N&o houve diferenca signifcativa (F = 2,930; P > 0,05) na variacdo percentual de peso

entre 0s outros grupos testados (Grafico 19 - 63 dias).

Na vigéncia da infeccdo, 0s grupos experimentais ndo apresentaram diferenca
significativa (F = 18,39; P > 0,05) na variacdo percentual de peso durante as nove semanas, nao
sendo detectado perda de peso. Entretanto, embora sem significancia estatistica, observa-se uma
diminuicdo do peso corporal quando comparado o Ultimo dia de tratamento e a primeira semana
pos-tratamento nos grupos sadios e infectados tratados com EDF e EHF, sendo as médias de

variacdo de peso negativas de 0,02 e 0,04 g respectivamente.

—e— Controle —=— Sadios EDF 25 nug/g
—o— Pentamidina 4 ng/g —— Sadios EHF 12 ng/g
—e— Glucantime 100 ng/y  —*— Controle Lanette
—=— EDF 25 pg/g —— Pomada EDF

—o— EHF 12 ng/g —— Pomada EHF

0.3

©
[N}
1

Variagdo percentual de peso (A%)

o
N
1

0.0

Tempo (Dias)

Grafico 19 — (A) Variacédo de peso vivo (kg) de camundongos BALB/c nos pré-tratamentos e pds-tratamentos.
A variacdo do peso corporal dos animais foi verificada 35 dias pés-infeccdo (pré-tratamento), 49 dias pos-infeccéo
(Gltimo dia de tratamento), 56 dias pos-infeccdo (7 dias pos-tratamento) e 63 dias pos-infeccdo (15 dias pos-
tratamento). Os resultados representam as médias de dois experimentos com quatro animais por grupo experimental
com intervalo de confianca de 95%.
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5.5.2 DESENVOLVIMENTO E TRATAMENTO DA LESAO CUTANEA

No dia da infeccdo dos camundongos BALB/c por L. amazonensis a média do diametro
das patas era de 1,32 mm. Os grupos infectados apresentaram lesdes a partir da quarta semana de
infeccdo. Analisando individualmente o resultado de cada grupo, na quinta semana, antes de
iniciar o tratamento, a média da lesdo na pata dos grupos infectados foi de 1,08 mm. Os grupos
infectados apresentavam diferenca significativa (F = 19,88; P < 0,0001) quando comparados aos

grupos ndo infectados (Grafico 20 - 35 dias).

Na sétima semana, final tratamento, todos os grupos infectados tratados apresentaram
lesGes, observando diferencas significativas (F = 12,77; P < 0,0001; P < 0,001; P < 0,05) quando
comparados ao grupo controle infectado sem tratamento com média de lesdo na pata 2,922 mm
(Grafico 20 - 49 dias). Os grupos infectados tratados com creme lanette, pentamidina e
glucantime apresentaram respectivamente reducdo da lesdo na pata de 25,39; 45,51 e 36,85 %
qguando comparados ao controle sem tratamento. Enquanto que os grupos infectados tratados com
EDF intraperitoneal, EHF intraperitoneal, pomada a base de EDF e pomada a base de EHF
apresentaram reducédo da leséo na pata respectivamente de 50,37; 70,91; 44,04 e 42,40 % quando

comparados ao controle sem tratamento.

Com o objetivo de analisar a eficiéncia das amostras pds-tratamento os animais foram
acompanhados por mais duas semanas. Na primeira semana pos-tratamento a média do grupo
infectado sem tratamento foi de 3,227 mm e dos grupos infectado tratados foi de 2,911 mm, nao
apresentando diferenca significativa na média da lesdo (F = 12,27; P > 0,05), sendo observado
um aumento progressivo das lesdes nos grupos tratados (Gréafico 20 — 56 dias). Entretanto quando

analisamos o0s grupos infectados pds-tratamento estes apresentam média de reducéo da leséo na
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pata de 9,79 %, enquanto que o grupo infectado tratado com EHF apresenta 47,41 % de reducao

qguando comparados ao controle sem tratamento.

—e— Controle —O— EHF 12 pg/g

4l —O— Pentamidina 4 ng/g —&— Controle Lanette
—©— Glucantime 100 ng/g —— Pomada EDF
. —— Pomada EHF

EDF 25 ng/g

Diametro da pata (mm)

Tempo (Dias)

Gréfico 20 - Diametro da lesdo (mm) das patas de camundongos BALB/c nos pré-tratamentos e pos-
tratamentos.

A variacdo do diametro da lesdo das patas dos animais foi verificada 35 dias pds-infecgdo (pré-tratamento), 49 dias
pos-infecgdo (Gltimo dia de tratamento), 56 dias pos-infeccdo (7 dias pds-tratamento) e 63 dias pds-infeccdo (15 dias
pos-tratamento).. Os resultados representam as médias de dois experimentos com quatro animais por grupo
experimental com intervalo de confianga de 95%.

As lesbes permaneceram com crescimento progressivo durante a semana nos grupos
tratados. Na segunda semana pos-tratamento (Figura 26), a média da lesdo do grupo infectado
sem tratamento era de 4,040 mm e dos grupos infectado tratados era de 3,630 mm (Grafico 20 —

63 dias), ndo apresentando diferenca significativa no tamanho da lesao (F = 8,751; P > 0,05).
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G1 - Controle sem tratamento

G3 — Controle pentamidina G4 — Controle glucantime

G5 — Tratamento pomada EDF G6 — Tratamento pomada EHF

G7 — Tratamento solu¢do EDF G8 — Tratamento solucdo EHF

G9 - Sadios c/ tratamento solugdo EDF G10 — Sadios c/ tratamento solucdo EHF

Figura 26 — Lesdo das patas de camundongos BALB/c duas semanas pds-tratamento.
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5.5.3 EXAME PARASITOLOGICO - LDA

O critério clinico de andlise in vivo da infecgéo é realizado pela medicéo da lesdo cutanea,
que auxilia a avaliacdo da cura. Contudo o critério parasitologico (LDA) é o principal método de
avaliacdo quando se pretende comparar a eficacia entre uma droga e outra e ndo avaliar se o

animal esta parasitologicamente curado (COSTA FILHO et al., 2008).

Os grupos infectados tratados com EDF intarperitoneal, EHF intraperitoneal e pomada a
base de EHF quando comparados com o grupo controle infectado sem tratamento apresentaram
diferenca significativa (F = 8,001; P < 0,001), reduzindo a carga parasitaria respectivamente em
27,11; 26,44 e 13,55 %. Os resultados mais eficazes foram observados nos grupos infectados
tratados com pentamidina e glucantime, reduzindo a carga parasitaria respectivamente em 96,04 e
91,97 %. A andlise da média da carga parasitaria ndo apresentou diferenca significativa (F =
8,001; P > 0,05) entre o grupo controle infectado sem tratamento e os grupos infectados tratados
com creme lanette e pomada a base de EDF. O creme lanette e a pomada a base de EDF foram

capazes de reduzir a carga parasitéaria respectivamente em 1,12 e 4,74 % (Gréfico 21).

1.0x10% 4
% ER Controle
% 8.0x10% - * % Pentamidina 4 ng/g
g ok E= Glucantime 100 ng/g
% 6.0x10% - 1 % IO EDF 25 ug/g
é Lo %% EHF 12 nglg
s <1071 ;';; SY Controle Lanette
o 13 ] % EEH Pomada EDF
§ 2.0x10 " % Pomada EHF
= 0.04 el — : N

Gréfico 21 — Namero de promastigotas por pata de camundongos BALB/c infectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis pés-tratamentos.

Os resultados representam as médias de dois experimentos com quatro animais por grupo experimental com intervalo
de confianca de 95%. As barras indicam o erro padrdo da média (SEM). Os asteriscos (*) referem resultados
estatiscamente significantes em relacdo ao controle sem tratamento, ***P<0,0001.
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5.6 PERFIL FITOQUIMICO

Técnicas cromatograficas e reagentes cromogénicos foram utilizadas para avaliar o EDF e
o EHF. O EDF apresentou teste positivo ao reagente Dragendorff, evidenciando misturas
complexas de substancias alcaloidicas. Atraves de marcha quimica convencional para alcaldides
e técnicas cromatograficas forneceu uma mistura alcaloidica, a partir da qual foram isolados e
identificados com base, pricipalmente nos espectros de RMN *H e RMN *C, em comparagio

com a literatura (COSTA et al., 2011) os compostos 1 e 2 (Figura 27).

Liriodenina (1): *H-NMR (CDCI3) & 8.87 (*H, d, J = 5.2 Hz, H-5), 8.61 (*H, ddd, J = 8.1,
1.0 e 0.5 Hz, H-11), 8.57 (*H, ddd, J = 7.9, 1.4 e 0.5 Hz, H-8), 7.75 (*H, d, J = 5.2 Hz, H-4), 7.73
(*H, ddd, J = 8.1, 7.4 e 1.4 Hz, H-10), 7.56 (*H, ddd, J = 7.9, 7.4 e 1.0 Hz, H-9), 7.16 (*H, s, H-3),

6.37 (°H, s, 1-OCH,0-2).

Atherospermidina (2): *H-NMR (CDCI3) & 8.88 (*H, d, J = 5.3 Hz, H-5), 8.50 (*H, dd, J =
8.2 e 1.5 Hz, H-11), 8.52 (*H, dd, J = 8.1 e 1.5 Hz, H-8), 8.11 (*H, d, J = 5.3 Hz, H-4), 7.67 (*H,
ddd, J = 8.2, 7.2 e 1.5 Hz, H-10), 7.47 (*H, ddd, J = 8.0, 7.2 e 1.5 Hz, H-9), 6.30 (*H, s, 1-
OCH,0-2), 4.28 (*H, s, H3CO-3); *C-NMR (CDCI3) & 182.6 (C-7), 149.5 (C-1), 144.9 (C-6a),
144.3 (C-5), 136.3 (C-2), 136.1 (C-3), 134.1 (C-10), 133.1 (C-11a), 130.61 (C-7a), 130.64 (C-
3a), 128.5 (C-8), 127.4 (C-9), 126.7 (C-11), 122.8 (C-3b), 119.5 (C-4), 102.6 (C-1a), 102.3 (1-

OCH,0-2), 60.2 (HsCO-3).
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Figura 27 - Estruturas dos alcal6ides Liriodenina (1) e Atherospermidina (2).

A partir do EHF foram obtidos dois sélidos cristalinos de odor agradavel, identificados,
com base pricipalmente nos espectros de RMN 'H, como uma mistura de hidrocarbonetos,

comumente encontrados em folhas.



124

6. DISCUSSAO

Muitas sociedades tradicionais possuem uma vasta farmacopéia natural, em boa parte
proveniente dos recursos vegetais encontrados nos ambientes naturais ocupados por estas
populagbes, ou cultivados em ambientes antropicamente alterados. O interesse académico a
respeito do conhecimento que estas populacdes detém sobre plantas e seu uso tem crescido, apds
a constatacdo de que a base empirica desenvolvida por elas ao longo de séculos pode, em muitos
casos, ter uma comprovacdo cientifica, que habilitaria a extensdo destes usos a sociedade
industrializada (AMOROZO, 2002). Como parte da pesquisa por novos e melhores
medicamentos com alta viabilidade e baixa toxicidade, o Programa de Doencas Tropicais da
OMS vem considerando essencial e de alta prioridade a investigacdo sobre o uso de plantas no

tratamento de leishmaniose (WHO, 2002).

O efeito leishmanicida dos compostos isolados de espécies vegetais tem sido avaliado in
vitro sobre formas promastigotas e/ou amastigotas de Leishmania (BARATA et al., 2000). A
triagem de agentes leishmanicidas, classicamente utiliza formas promastigotas, devido a sua
simplicidade e baixo custo do cultivo in vitro (FUMAROLA, 2004). Nesta abordagem as formas
promastigotas sdo expostas in vitro a diferentes concentra¢fes dos compostos a serem testados e
a taxa de inibicdo do crescimento dos parasitos é determinada apés incubacdo. No entanto, uma
vez que a forma promastigota ndo é a forma infectante do parasita nos vertebrados, a atividade

leishmanicida observada é um valor indicativo da possivel atividade do metabolito. A avaliacdo
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frente a formas promastigotas entdo é considerada preliminar, e deve ser complementada com
uma avaliacdo frente a formas amastigotas intracelulares, em macréfagos infectados.
Simultaneamente deve-se realizar a avaliacido da possivel citotoxicidade do metabolito. E
recomendado o uso de macréfagos nédo parasitados, a fim de estabelecer se a atividade in vitro do
metabolito esta relacionada com sua atividade citotoxica geral, ou se ele possui uma atividade

seletiva frente a Leihsmania spp (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Inicialmente, foi realizada a curva de crescimento das formas promastigotas de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis. A realizacdo de curvas de crescimento €
fundamental para a manutenc&o e uso das culturas de Leismania spp. E possivel determinar a fase
exponencial e a fase estacionaria de crescimento de microorganismos em cada sistema de cultivo,
a determinacdo desta fase € importante uma vez que autores sugerem uma associagdo entre a fase
de crescimento da cultura e o sucesso da manutencdo da cultura (KILLICK-KENDRICK et al.,
1974; BOGDAN, 1990). Com a obtencdo das curvas de crescimento e a observacdo da
morfologia das formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis,
determinou-se a fase exponencial tardia e a fase estacionaria, sendo assim, possivel definir os

dias que as cepas tinham a maior probabilidade de estarem infectantes.

Baseado-se nos resultados das curvas de crescimento foi definido o sexto dia para
manutencdo e uso das cepas de L. amazonensis e L. guyanensis e o quinto dia para as cepas de L.
braziliensis. Passos (2004) e Silva (2008) apresentaram resultados de crescimento de L.
amazonensis e L. guyanensis semelhantes aos identificados no presente estudo. Os resultados ndo
corroboram com os analisados por Silva (2008) que observou no sétimo dia o crescimento

méaximo de suas cepas de L. braziliensis.
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As cepas de L. braziliensis apresentaram curva crescimento acelerado em relacéo a L.
amazonensis e L. guyanensis, resultando em diferencas no tempo de replicacdo celular. As
variacdes observadas podem ser justificadas pelas diferentes condi¢cdes de cultivo e origem das
cepas. As cepas de L. braziliensis foram cultivadas em meio Scnneider, enquanto que L.

amazonensis e L. guyanensis foram cultivadas em meio RPMI.

No presente estudo, o solvente DMSO foi calibrado a 0,7% indicando que sua utilizacao
ndo estava contribuindo com a mortalidade das formas promastigotas de Leishmania spp e os
resultados encontrados foram somente relacionados as amostras. Na literatura sdo encontrados
trabalhos utilizando concentracGes variadas de DMSO em formas promastigotas de Leishmania
spp. Concentracfes de 0,1; 0,25; 1; 1,6 e 5% de DMSO néo afetaram formas promastigotas de L.
amazonensis (QUEIROZ et al., 1996; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1996; WAECHTER et al.,
1998; BRAGA et al., 2007; OSORIO et al., 2007; NUNES, 2008; COSTA et al., 2009;
SATALAYA, 2009), e L. braziliensis (QUEIROZ et al., 1996; SCHMEDA-HIRSCHMANN,
1996; WAECHTER et al., 1998; COSTA et al., 2006; OSORIO et al., 2007; SATALAYA, 2009;
MONZQOTE et al., 2010). Concentragédo de 1,6% de DMSO ndo afetou formas promastigotas de

L. guyanensis (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2009).

Diante dessas consideracdes, trés espécies da familia Annonaceae foram selecionadas
para avaliacdo preliminar frente a formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.
guyanensis. Plantas da familia Annonaceae produtoras de alcaldides e acetogeninas vém

mostrando resultados promissores contra protozoarios (ROCHA et al., 2005).

O alcaldide liriodenina e os extratos organicos de A. mucosa, A.sericea e E. amazonicus
analisados nesse estudo apresentaram atividade leishmanicida frente as formas promastigotas de

Leishmania spp. A atividade biologica de extratos oriundos de diferentes partes vegetais
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investigadas parece estar relacionada a presenca de metabolitos secundarios, tais como 0s
flavonoides (92%), alcaldides (88%), taninos (83%), triterpendides (67 %), antraquinones (42%),
esterdides (33%), saponinas (25%) e cumarinas (17%) (BRAGA et al., 2007). Estudos anteriores
mostraram atividades de extratos do género Annona (sinonimia Rollinia) contra promastigotas de
Leishmania spp. (FEVRIER et al., 1999; OSORIO et al., 2007). No mesmo experimento a
pentamidina, medicamento padrédo de segunda escolha apresentou atividade leishmanicida sendo

considerada altamente ativa frente as espécies L. amazonensis; L. braziliensis e L. guyanensis.

Em nosso estudo, o alcaloide liriodenina inibiu o crescimento de promastigotas em todas
as espécies de Leishmania estudadas, foi observado diferenca de sensibilidade entre as formas
promastigotas analisadas. Estudos anteriores relataram a avaliacdo da atividade da liriodenina
isolado de diferentes espécies de annonaceas, sendo observada atividade frente a diferentes
espécies de Leishmania com uma grande variacdo na concentracdo de inibicdo do crescimento
parasitario (QUEIROS et al., 1996; FERVRIES et al., 1999; WAECHTER et al., 1999; COSTA
et al., 2006). O extrato diclorometanico das folhas apresentou maior atividade na inibicdo das
formas promastigotas das Leishmanias spp. quando comparado com 0s outros extratos. Os
resultados indicam que os extratos hexanico e metandlico das folhas séo eficazes na inibicdo das
formas promastigotas de L. amazonensi e L. braziliensi. Os extratos hexanico e metandlico das
sementes sdo eficazes na inibicdo das formas promastigotas de L. amazonensis. Diferencas de
sensibilidade de formas promastigotas de Leishmania spp. frente aos extratos foram observadas.
Os resultados da atividade do extrato hexanico das folhas reportam a essa diferenca. Sendo o
mesmo ativo frente a L. amazonensis, moderadamente ativo frente a L. braziliensis e ndo ativo

frente a L. guyanensis. A variagdo observada na atividade biologica pode estar relacionada ao uso
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de meios bifasicos ou liquidos para a avaliacdo da atividade leishmanicida (CHAN-BACAB &

PENA-RODRIGUEZ, 2001).

A avaliacdo da citotoxicidade das drogas frente a macrofagos tem o objetivo de verificar
se as substancias afetam o hospedeiro do parasita (SILVA, 2009), pois as mesmas possuem
centenas de componentes e alguns podem ser muito citotoxicos (CALIXTO, 2000). Neste

trabalho, a citotoxicidade foi dependente da concentracdo e do tempo de exposicao.

A citotoxicidade da pentamidina foi avaliada, uma vez que lhe tém sido atribuidos efeitos
colaterais imediatos e tardios, além de apresentar toxicidade elevada, sendo descritos casos de
morte repentina (RATH et al., 2003). Entre os efeitos colaterais imediatos incluem-se hipotenséo,
nauseas, vomitos e sincope. Atuam sistemicamente no metabolismo da glicose, gerando
hipoglicemia em 8% dos casos e o efeito diabetogénico. Na fase mais tardia, atingem 5% dos
casos, sendo a alteracdo mais frequente, a renal (PAULA et al.,, 2003). Considerando a
disponibilidade e obtencdo das amostras foi proposto avaliar a citotoxicidade do alcaldide
liriodenina e dos extratos organicos A. mucosa em culturas de macrdéfagos peritoneais de
camundongos BALB/c para estabelecer as concentracdes ideais de incubagdo das células, sem

afetar a viabilidade celular.

O alcal6ide liriodenina, os extratos diclorometénico e metandlico das folhas de A. mucosa
sdo toxicos apds 24 h de tratamento. O extrato hexanico das folhas de A. mucosa € toxico apos 48
h de tratamento. Os extratos hexanico e metanolico das sementes de A. mucosa s&o
moderadamente tdxicos ap6s 48 h de tratamento. Estudos anteriores relacionam a atividade
citotoxica das Annonaceas a partir do isolamento e analise de substancias (SAHPAZ et al., 1994;
JARAMILHO et al., 2000; OSORIO et al., 2007). O alcal6ide liriodenina contra diferentes

linhagens de células in vitro, como KB, A-549, HCT-8, P-388 e L-1210 (WU et al., 1988;
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GUINAUDEAU, et al.; 1994); R. membranacea (sinonimia A. rensoniana), sendo atribuida as
acetogeninas isoladas e identificadas como rolliniastatin-1 e rolliniastatin-2 (DEGLI ESPOSTE et
al., 1994); extratos hexanico e metanolico das folhas de R. pitteri (sinonimia A. papilionella)

frente a células de linhagem U-937 (OSORIO et al., 2007).

A atividade observada em estudos anteriores foi atribuida as acetogeninas, compostos que
apresentam diversas atividades biologicas relatadas na literatura, incluindo citotoxicidade, o que
fez deste constituinte bioativo objeto de inUmeras pesquisas. Possui capacidade inibitdria sobre o
complexo-l (NADH ubiquinona oxidorredutase) de cadeia respiratéria mitocondrial em
mamiferos e insetos. A NADH ubiquinona oxidorredutase, forma o complexo | da cadeia
transportadora e sua inibicdo leva a um bloqueio parcial na fosforilacdo oxidativa e producao de
ATP (RUPRECHT et al., 1990; DEGLI ESPOSTE et al., 1994; ZAFRA-POLO et al., 1998).
Estudos in vitro mostraram um efeito citotoxico preferencial sobre células neoplasicas em
comparacdo com as células saudaveis, sugerindo um potencial antitumoral destes agentes,
demonstrando extraordinaria seletividade entre certas linhagens celulares (ALALI et al., 1999;

FAGUNDES et al., 2005; ALVAREZ-GONZALEZ, 2008).

Considerando os resultados da avaliacdo da atividade leishmanicida do alcaldide
liriodenina e dos extratos organicos A. mucosa frente as formas promastigotas de leishmania
amazonensis e de citotoxicidade frente a macrdéfagos peritoneais de camundongos BAL/c, foi
possivel estabelecer concentracGes ideais para a realizacdo da avaliagdo do potencial
leishmanicida in vitro contra a forma amastigota. Esta avaliacdo fornece informacdes sobre a
capacidade do composto de chegar a niveis adequados ao vacuolo parasitéforo, mantendo seu

efeito leishmanicida. Este tipo de estudo avalia ainda potenciais efeitos do farmaco sobre a
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célula, favorecendo ou inibindo o desenvolvimento das leishmanias em seu interior,

classicamente sdo utilizados macréfagos peritoniais murinos (CHANG, 1980).

A quimioterapia em leihsmaniose tem como alvo as formas amastigotas intracelulares do
parasita. A forma amastigota reside no vacuolo parasitoforo, que se assemelha a um lisossoma
secundario com um pH de 4,5 - 5,0. O ambiente acido tem implicagcdes para as estratégias da
amastigota na aquisicdo de nutrientes e homeostase de ions. Estas estratégias envolvem uma
variedade de transportadores que podem mediar a absorcdo de droga ou o efluxo da droga,

desempenhando um papel na susceptibilidade do parasita (CROFT & COOMBS, 2003).

Poucos estudos com produtos botanicos abordam a atividade leishmanicida em formas
amastigotas, em sua maioria apenas a atividade leishmanicida em formas promastigotas sédo
reportadas nos trabalhos mais recentes. A eficacia de um composto contra protozoarios
intracelulares, como a leishmania, reside na capacidade de atravessar bicamadas lipidicas e
destruir o parasito sem afetar a célula hospedeira. A pentamidina, medicamento de referéncia
apresentou alta atividade frente a formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis, foram
observados 100% de eliminacdo de macréfagos infectados a apartir de 48 h pés-tratamento. No
entanto, a toxicidade da pentamidina frente aos macro6fagos a torna uma segunda opcdo, sendo
usada quando o tratamento com compostos de antiménio n&o é eficaz (CHAN-BACAB & PENA-

RODRIGUEZ, 2001).

Os macrofagos infectados tratados com alcaloide liriodenina e com extratos orgénicos A.
mucosa foram ativos frente a forma amastigota de L. amazonensis, sendo observado reducdo no
numero de macrofagos infectados e no nimero de amastigotas intracelulares. A analise da acao
do alcaloide liriodenina e do extrato diclorometanico das folhas na interacdo parasito-célula

hospedeira, através de microscopia optica de campo claro, revelou que ambos mantiveram sua
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atividade até 96 h pds-tratamento, reduzindo a taxa de infeccdo. Contudo analisando a correlacéo
taxa de infeccdo e carga parasitaria, somente o alcaldide liriodenina mantém sua atividade até 96
h pos-tratamento. Avaliando 0s outros extratos a apartir de 48 h pos-tratamento é observado um
aumento tanto na taxa de macrdfagos infectados quanto na carga parasitaria. A observacdo do
desenvolvimento da infec¢do nos macréfagos e da propagacéo do patdégeno busca compreender o
comportamento das amostras, estudos anteriores demonstraram 0s mecanismos de acdo dos
alcaldides. Founet e colaboradores (2000) observaram a inibicdo de uma enzima antioxidante
essencial da Leishmania, trypanotiona redutase, por alcaldides bisbenzylisoquinoline. Braga e
colaboradores (2007) afirmaram que os alcaldides sao capazes de intercalar com DNA. Assim, é
possivel que o alcaldide liriodenina possa ser o responsavel pela atividade leishmanicida

observada.

Os macrofagos atuam na infeccdo como hospedeiras do parasito quando quiescentes, mas
também como células efetoras na eliminacdo do parasito apds a sua ativacdo (HERWALDT,
1999). A principal estratégia de defesa dos macrofagos contra as leishmanias é a fagocitose, na
qual os macrofagos interiorizam o parasito e o destroem pela producdo de ERO e pela
acidificacdo do fagolisossoma (CUNNINGHAM, 2002). Estudos realizados em modelos
experimentais observaram esse processo apos a fagocitose, fazendo parte do arsenal microbicida
utilizado pelos macréfagos para a defesa contra a leishménia (GANTT et al., 2001). Entretanto a
ativacdo destes mecanismos depende da fase de crescimento do parasita utilizado para infecgéo.
As promastigotas sdo mais susceptiveis a morte, devido ao consumo de oxigénio nos macréfagos,

enquanto que as formas metaciclicas e amastigotas, ndo o séo (BOGDAN et al., 1990).

A producdo de NO, e uma via de fundamental importancia para os macrofagos

executarem sua funcdo como celulas efetoras nos processos de defesa do organismo, e € a
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principal molécula de destruicdo intracelular do parasita. Contudo esta atividade leva mais tempo
para se iniciar, em comparacdo a via de producéo de H,0O,, devido a necessidade de expresséo da
enzima iINOS, que ndo é expressa em grande quantidade em macrofagos nao ativados
(KORHONEN et al., 2005). O aumento na producdo de NO ocorre frente a diferentes estimulos,
especificamente em relacdo a Leishmaniose, macrdfagos peritoneais de camundongos
estimulados in vitro com citocinas como IFN-y em presenca de LPS, induzem a expressao de
INOS, liberando grandes quantidades de NO que destroem o parasito eficientemente. A producao
de NO permanece por longos periodos de tempo e os macréfagos utilizam esta via para eliminar
Leishmania spp. fagocitadas (BOGDAN, 2001; KORHONEN et al., 2005; ROMAO et al.,

2006).

A atividade do alcaloide liriodenina e dos extratos organicos A. mucosa frente a formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis ndo € indicativo de ativacdo dos mecanismos de
producdo de H,O, e NO pelos macréfagos. Os sinais que estimulam os mecanismos oxidativos
sdo independentes, através dos resultados analisados presume-se que o alcal6ide liriodenina e 0s
extratos inibem a NO sintase, entretanto sdo capazes de interferir na via de producao de H,O5,
possuindo propriedades imunoestimulantes, aumentando a producdo de H,O, e outros
intermediarios reativos do O,. E possivel que o efeito inibitorio em amastigotas seja devido a
uma acdo direta das amostras no parasito, e ndo a uma ativagdo do metabolismo oxidativo de
nitrogénio da célula hospedeira, uma vez que a producdo de NO por macrofagos, estimulados
com IFN-y e LPS néo foi ativada, 0 que € confirmado pelo indice de seletividade das amostras

contra o parasita.

O NO tem um duplo papel no processo inflamatdrio, secretado em altos niveis por

macrofagos ativados é importante na defesa do organismo. Por outro lado, os efeitos pro-
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inflamatdrios do NO parecem ser mediados pela sua producédo exagerada e estdo relacionados a
varias doengas como o choque séptico, doencas auto-imunes, arteriosclerose (MONCADA,
1991). Por isso, atualmente € um mediador que pode exercer efeitos benéficos e prejudiciais

dependendo do contexto patofisioldgico (CIRINO et al., 2002).

Considerando os resultados das atividades do alcaloide liriodenina e dos extratos
organicos A. mucosa in vitro, os extratos diclorometanico e hexanico das folhas de A. mucosa
foram selecionados para avaliacdo em modelos in vivo. Modelos in vivo de infecgdes
experimentais com diferentes linhagens de camundongos tém sido utilizados, para um melhor
entendimento de infeccdes humanas e mecanismos imunoldgicos e/ou genéticos de resisténcia
frente a parasitas intracelulares como Leishmania. O género dos animais tem influéncia sobre a
resposta imunologica resultante frente a infeccéo, inclusive com diferencas na resposta de acordo
com a espécie de leishmania empregada na infeccdo (MOCK & NACY, 1988; ROBERTS et al.,
2001; TRAVI et al., 2002). Foram entdo utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c
infectados com L. amazonensis, pois esses sdo suscetiveis a infeccdo, quando infectados
apresentam doenca progressiva e visceralizante (SCOTT & SCHARTON, 1994; FONSECA et

al., 2003).

Os camundongos infectados e tratados com os extratos diclorometanico e hexanico das
folhas de A. mucosa apresentaram uma diminuicdo de peso corporal. Esses resultados suscitam a

hipdtese de que o0s extratos provocaram uma diminui¢do do metabolismo geral do organismo.

As lesdes cutaneas causadas por Leishmania spp., nas fases iniciais da infeccdo, envolvem
reacOes inflamatdrias, com participacdo de linfocitos, plasmocitos, macréfagos e, em muitos
casos, reagdes granulomatosas, drogas com potencial anti-inflamatorio podem ajudar na

cicatrizagdo das lesbes (MUNGANTIWAR et al., 1999; MACHADO et al., 2002). Os extratos
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diclorometanico e hexanico das folhas foram eficazes em reduzir a lesdo cutanea na vigéncia do
tratamento tanto na aplicacdo topica quanto intraperitoneal. Os animais tratados com extrato
diclorometanico das folhas aplicacdo intraperitoneal e tratados com as pomadas a base de extrato
diclorometanico e hexanico das folhas foram capazes de conter o desenvolvimento da lesdo
cutanea em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis até a vigéncia do tratamento,
perdendo a sua acdo pOs-tratamento. Esses resultados suscitam a hipotese de que o extrato
diclorometanico das folhas em aplicacdo intraperitoneal pode ser convertido em metabolitos

inativos ou é neutralizado.

Todavia, independentemente do modo de acdo, a aplicacdo intraperitoneal do extrato
hexanico das folhas foi capaz de conter o desenvolvimento da lesdo cutanea em camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis, no pds-tratamento. Esses resultados suscitam a hipdtese
de que a atividade do extrato hexanico das folhas na aplicacdo intraperitoneal pode ndo estar
associado majoritariamente com uma acdo direta sobre o parasito, mas sim com uma atividade
anti-inflamatoria importante, que diminui os danos teciduais causados pelo sistema imune em
resposta a infeccdo. Esta acdo anti-inflamatoria, talvez seja intensificada pelo fato do extrato
hexanico das folhas apresentar potencial de inibicdo da producdo de NO em macréfagos ativados,
pois altos niveis desse metabdlito, que deveria ser toxico apenas para microorganismos, parasitos
ou células tumorais, podem também lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo

responsavel pela maioria dos processos inflamatorios e autoimunes (GANJU et al., 2003).

Uma planta pode conter muitos metabdlitos secundarios, mas apenas 0s compostos que
estdo em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica, mas
analisar os compostos ativos é uma tarefa mais complexa e longa, pois geralmente os compostos

minoritarios estdo entre os que apresentam melhores efeitos biologicos (CECHINEL FILHO &
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YUNES, 1998). Embora os metabolitos secundarios mais comuns da familia Annonaceae sejam
as acetogeninas e alcaldides, alguns apresentando excelente atividade leishmanicida
(FAGUNDES et al., 2005; OSORIO et al., 2006; SERNA & CARDONA, 2006; COSTA et al.,
2006), é indispensavel analisar a potencia das fracGes e das substancias puras em relacédo a sua
concentracdo, a partir desta avaliacdo podemos predizer se o principal componente quimico

responsavel pela atividade bioldgica observada foi realmente determinado.

Através de cromatografia de camada delgada preparativa foram isolados, a partir extrato
diclorometano das folhas de A. mucosa, os alcal6ides liriodenina e atherospermidina identificados
através de analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O alcaloide liriodenina, isolado
anteriormente da espécie A. mucosa (sinonimia Rollinia mucosa) (CAETANO & DADOUN,
1987), é comumente encontrado em espécies da familia Annonaceae. Estudos relatam a atividade
do alcaldide liriodenina frente a formas promastigotas de Leishmania spp sendo isolado de A.
spinescens (QUEIROZ et al., 1996); A. emarginata (sinonimia Rollinia emarginata) (FEVRIER
et al., 1999); Unonopsis buchtienii (WAECHTER et al., 1999) e A. foetida (COSTA et al., 2006).
No presente estudo o alcaldide liriodenina apresentou atividade frente as formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonenses in vitro. O alcaldide atherospermidina foi isolado anteriormente
nas espécies Polyalthia serica (BRASH & SNEDEN 1983); Guatteria foliosa (MAHIOU, et al.,
1994); Artabotrys zeylanicus (WIJERATNE et al., 1996); Oxandra longipetala (ORTIZ et al.,
2007) e Guatteriopsis friesiana (COSTA et al., 2007), sendo este trabalho, o primeiro registro do

seu isolamento em A. mucosa.

O mecanismo de agdo dos alcaldides ndo esta totalmente esclarecido, porém estudos
anteriores demonstraram 0s mecanismos de acédo a partir da relacao estrutura-atividade. A relacéo

estrutura—atividade dos aporfinoides geralmente envolve o padréo de substituicdo e a planaridade
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da molécula com relacdo aos demais alcaldides aporfindides. Fournet e colaboradores (2000)
observaram que alcaldides inibem uma enzima antioxidante essencial na Leishmania, a
tripanotiona redutase. A inibicdo da DNA topoisomerase I, e a interferéncia com as enzimas de
manipulacdo do DNA, é certamente um mecanismo de acdo comum para uma variedade de
aporfindides (STEVIGNY, 2005). Este fato também é confirmado por Braga e colaboradores
(2007) que observaram sobre o mecanismo de acdo de alguns alcalbides, sendo atribuido a sua
capacidade para intercalar com o DNA. Por outro lado, Goeren e colaboradores (2003) ao avaliar
a atividade de alguns aporfinodides frente ao DNA observaram que o alcaloide liriodenina nédo

possuia propriedade seletiva de danificar o DNA.

Os principais tratamentos medicamentosos recomendados para Leishmaniose Tegumentar
Americana foram introduzidos mais de 50 anos atras. Atualmente o tratamento é feito a base de
antimoniais pentavalentes, anfotericina B e pentamidinas, as quais sdo toxicas, de custo elevado,
dificil administracdo e podem causar resisténcia ao parasito (RATH et al., 2003; CROFT &
COOMBS, 2003). A internacdo prolongada e os efeitos adversos como alteracGes cardiacas,
renais, pancreaticas e hepaticas dificultam a conclusdo do tratamento (CARVALHO &

FERREIRA, 2001; PAULA et al., 2003; NAKAMURA et al., 2006).

Considerando as dificuldades de tratamento, a auséncia de vacinas e os resultados obtidos
referentes a atividade leishmanicida da espécie A. mucosa, pode ser uma fonte promissora de
substancias ativas, contribuindo para o avanco na busca de novas drogas terapéuticas para

Leishmaniose Tegumentar Americana.
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7. CONCLUSOES

1. Produtos naturais isolados de Annonaceas podem ser uma fonte de novas drogas
com alta atividade e baixa toxicidade proporcionando alternativas na substituicdo de drogas

sintéticas no tratamento da leishmaniose sem os indesejaveis efeitos colaterais.

2. Houve correlacdo entre os modelos in vitro e in vivo para a avaliagdo do efeito
leishmanicida dos extratos diclorometano e hexanico das folhas de A. mucosa. Esses
apresentaram atividade leishmanicida frente a formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis in vitro, foram capazes de interferir nos mecanismos de atuacdo dos macréfagos e in

vivo foram eficazes no tratamento da lesdo cutanea tanto na analise clinica quanto parasitoldgica.

3. E necessario que, além dos componentes ja isolados e identificados, sejam
isolados outros componentes dos extratos diclorometano e hexanico das folhas de A. mucosa para
que se possa testa-los separadamente a fim de se determinar aquele que apresenta atividade mais

efetiva.
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9. APENDICES

9.1 REVISAO DE ATIVIDADE LEISHMANICIDA DA FAMILIA ANNONACEAE
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9.1.1 Extratos e fracbes da familia Annonaceae com atividade leishmanicida in vitro em formas promastigotas.

Nome Botanico

Preparacéo

Parte da planta

Organismo testado

Atividade®

Referéncia

Annona coriacea

Extrato etanélico

Fracdo alcaloidica

Folhas

L.chagasi

ECs, > 100 pg/mL

ECs, = 41,60 pg/mL

TEMPONE et al., 2005

Annona crassiflora Extrato etanélico Casca do caule L. donovani 1C50 = 12,4 pg/mL MESQUITA et al., 2005
Lenho do caule I1Cs50 = 8,3 pug/mL
Casca da raiz I1Cs50 = 3,7 pg/mL
Lenho da raiz IC5o = 8,7 pg/mL
Folhas L.chagasi ECso > 100 pg/mL TEMPONE et al., 2005
Fracao alcaloidica Folhas L.chagasi ECso = 24,89 pg/mL
Annona foetida Extrato hexano Casca L. braziliensis 1Cs > 160 pg/mL COSTA et al., 2006
L. guyanensis ICsp = 42,7 pg/mL
Extrato diclorometanico L. braziliensis I1Csp = 23,0 pg/mL
L. guyanensis I1Csp = 2,7 pg/mL
Extrato etandlico L. braziliensis 1Cso = 40,4 pg/mL
L. guyanensis 1Cs = 23,6 pg/mL
Fracdo alcaloidica CH,ClI, L. braziliensis 1C5o = 18,3 pg/mL
L. guyanensis 1C50 = 10,9 pg/mL
Frac&o alcaloidica MeOH L. braziliensis I1Csp = 24,3 pg/mL
L. guyanensis 1C50 = 9,1 pug/mL
Annona glauca Extrato hexano Sementes L. amazonensis 1C100 > 100 pg/mL WAECHTER et al,
L. braziliensis 1C190 > 100 pg/mL 1998
L. donovani 1C190 > 100 pg/mL
Extrato diclorometénico L. amazonensis 1Cy00 = 25,0 pg/mL
L. braziliensis 1Cy90 = 25,0 pg/mL
L. donovani 1Cy99 = 25,0 pg/mL
Annona impressivenia | Extrato diclorometanico Casca L. guyanensis 1C5o = 12,1 pg/mL SANTOS et al., 2006
Fracdo diclorometano L. guyanensis 1C5o = 12,9 pg/mL
Annona muricata Extrato hexano Folhas L. amazonensis 1C5o = 100 pg/MI OSORIO et al., 2007
L. braziliensis 1Cs > 100 pg/mL
L. donovani 1Csp > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis I1Csp = 98,6 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 76,3 pg/mL
L. donovani ICsp = 83,1 pg/mL
Pericarpo L. braziliensis MEC > 1,0 pg/mL JARAMILO et al., 2000
L. panamensis MEC = 1,0 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. braziliensis 1Cs50 = 25 pg/mL OSORIO et al., 2007
L. amazonensis 1Cs50 = 25 pg/mL
L. donovani 1Cs = 25 pg/mL
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Caule L. amazonensis ICsp = 63,2 pg/mL
L. braziliensis ICsp = 63,2 pg/mL
L. donovani ICsp = 63,2 pg/mL
Pericarpo L. braziliensis MEC =0,1 pg/mL JARAMILO et al., 2000
L. panamensis MEC = 0,1 pg/mL
Extrato etanélico Folhas L. amazonensis 1Cs50 > 100 pg/mL OSORIO et al., 2007
L. braziliensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. donovani 1C5o > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1C50 = 98,6 pg/mL
L. braziliensis 1C50 = 98,6 pg/mL
L. donovani 1C5o = 98,6 pg/mL
Pericarpo L. braziliensis MEC > 1,0 pg/mL JARAMILO et al., 2000
L. panamensis MEC = 1,0 pg/mL
Sementes L.chagasi ECso = 54,93 pg/mL VILA NOVA et al,
2008
Annona purplrea Extrato etandlico Casca L. donovani IC5o = 113,24 pg/mL CAMACHO et al., 2003
Sementes IC5o = 28,57 pg/mL
Extrato aquoso Casca 1C5o = 289 ug/mL
Sementes I1Csp = 179,90 pg/mL
Annona squamosa Extrato etandlico Folhas L.chagasi ECsy = 26,43 pug/mL VILA NOVA et al,
Fracao alcaloidica ECso = 73,31 pug/mL 2008
Cananga odorata Extrato etandlico Ne L. major MLC =200 pg/mL TAKAHASHI, 2004
MIC =100 pg/mL
Cardiopetalum Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL | FOURNET et al., 1994
calophyllum L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pug/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Fracdo alcaloidica Folhas L. amazonensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cgp = 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cgp = 100 pg/mL
Extrato etanolico Folhas L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
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L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Extrato éter de petréleo Folhas L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Desmopsis Extrato hexano Folhas L. amazonensis 1Cs50 = 100 pg/mL OSORIOQ et al., 2007
panamensis L. braziliensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. donovani 1Cs5o > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cs50 = 58,3 pg/mL
L. braziliensis 1C50 = 58,3 pg/mL
L. donovani 1Cs = 58,3 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis I1Csp = 76,3 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 79,4 pg/mL
L. donovani 1Cs = 83,3 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Csp > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cso > 100 pg/mL
L. donovani 1Csp > 100 pg/mL
Extrato etanolico Folhas L. amazonensis 1Csp > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cso > 100 pg/mL
L. donovani 1C5o > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. donovani 1C5o > 100 pg/mL
Duguetia furfuracea Extrato etanolico Folhas L.chagasi ECs, > 100 pg/mL TEMPONE et al., 2005

Fracdo alcaloidica

Duguetia lanceolata

Extrato etanélico

Fracdo alcaloidica

ECso > 100 pg/mL

ECso > 100 pg/mL

ECso > 100 pg/mL

Duguetia spixiana

Fracdo alcaloidica

Casca do caule

. amazonensis

1Cgp = 100 pg/mL

L
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cgp = 100 pg/mL
Casca da raiz L. amazonensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cgq = 100 pg/mL
Extrato cloroférmio Casca do caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Casca da raiz L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL

FOURNET et al., 1994
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L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Extrato etandlico Frutos L. amazonensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cq = 100 pg/mL

Extrato éter de petréleo Casca do caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL

L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL

L. donovani Inactive at 100 pg/mL

Casca da raiz L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL

L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL

L. donovani Inactive at 100 pg/mL

Guatteria australis Extrato etanolico Folhas L.chagasi ECs, > 100 pg/mL TEMPONE et al., 2005

Fracdo alcaloidica

ECs, = 37,88 pg/mL

Guatteria foliosa

Fracdo alcaloidica

Casca do caule

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

IC 100 = 100 pig/mL
IC100 = 100 pg/mL
|C100 =100 |Jg/mL

Raizes

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

|C100 =100 |.,lg/m|_
|C100 =100 |Jg/mL
|C100 =100 pg/mL

MAHIOU et al., 1994

Guatteria
schomburgkiana

Fracdo alcaloidica

Casca do caule

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

1Cgp = 100 pg/mL
1Cgp = 100 pg/mL
1Cgp = 100 pg/mL

Casca da raiz

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

1Cq = 100 pg/mL
1Cgp = 100 pg/mL
1Cqp = 100 pg/mL

Extrato acetato de etila

Casca do caule

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL

Casca da raiz

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL

Extrato etanélico

Casca do caule

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL

Casca da raiz

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL

Extrato éter de petréleo

Casca do caule

. amazonensis
. braziliensis
. donovani

Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pg/mL
Inactive at 100 pug/mL

Casca da raiz

rrrrmrrjrrjrrjirr|jrr|jrrr|jirrr|\rrr-

. amazonensis

Inactive at 100 pg/mL

FOURNET et al., 1994
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L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Pseudomalmea Extrato hexano Folhas L. amazonensis ICsp = 95,8 pg/mL OSORIO et al., 2007
boyacana L. braziliensis I1Csp > 100 pg/mL
L. donovani 1Cs50 > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cs5o = 58,3 pg/mL
L. braziliensis 1Cs50 = 53,7 pg/mL
L. donovani I1Csy = 65,4 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis 1C50 = 48,9 pg/mL
L. braziliensis 1Cso = 48,6 pg/mL
L. donovani 1C5y = 66,0 pg/mL
Caule L. amazonensis 1C50=70,9 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 73,5 pg/mL
L. donovani ICsp = 85,1 pg/mL
Extrato etanolico Folhas L. amazonensis 1Csp > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cs > 100 pg/mL
L. donovani 1Csp > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Csp > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cso > 100 pg/mL
L. donovani 1Cs0 > 100 pg/mL
Annona emarginata Extrato hexano Casca do caule L. amazonensis 1C1g0 > 100 pg/mL FEVRIER et al., 1999
(sinonimia  Rollinia L. braziliensis 1C190 > 100 pg/mL
emarginata) L. donovani 1C190 > 100 pg/mL
Extrato diclorometanico L. amazonensis 1C100 = 100 pg/mL
L. braziliensis 1C190 = 100 pg/mL
L. donovani 1C190 = 100 pg/mL
Extrato etanolico L. amazonensis 1C190 > 100 pg/mL
L. braziliensis 1C1g0 > 100 pg/mL
L. donovani 1Cyg0 > 100 pg/mL
Annona exsucca Extrato hexano Folhas L. amazonensis 1Cs = 83,1 pg/mL OSORIO et al., 2007
(sinonimia  Rollinia L. braziliensis 1C50 = 79,6 pg/mL
exsucca) L. donovani ICsp = 79,6 pg/mL
Caule L. amazonensis I1Csp = 20,8 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 20,8 pg/mL
L. donovani ICsp = 20,8 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis 1Cs0 = 100 pg/mL
L. braziliensis 1C50 = 100 pg/mL
L. donovani 1C5, = 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cs = 54,4 pg/mL
L. braziliensis 1Cs = 54,4 pg/mL
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L. donovani ICsp = 62,4 pg/mL
Extrato etandlico Folhas L. amazonensis 1Cs > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cs > 100 pg/mL
L. donovani 1Csp > 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Csp > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. donovani 1Cs50 > 100 pg/mL
Annona papilionella Extrato hexano Folhas L. amazonensis 1C50 = 12,6 pg/mL
(sinonimia  Rollinia L. braziliensis 1C5o = 10,7 pg/mL
pittieri) L. donovani 1C5o = 10,7 pg/mL
Caule L. amazonensis 1C50 = 13,3 pg/mL
L. braziliensis 1C50 = 15,1 pg/mL
L. donovani ICsp = 15,1 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis I1Csp = 20,8 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 20,8 pg/mL
L. donovani ICsp = 20,8 pg/mL
Caule L. amazonensis I1Csp = 20,8 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 25,0 pg/mL
L. donovani ICsp = 19,7 pg/mL
Extrato etanolico Folhas L. amazonensis I1Csp = 19,7 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 31,4 pg/mL
L. donovani 1C5o = 43,8 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. donovani 1C5o > 100 pg/mL
Unonopsis buchtienii | Extrato éter de petréleo Casca do caule L. major 1C190 = 50 pg/mL WAECHTER et al,
L. donovani 1C190 = 50 pg/mL 1999
Extrato diclorometéanico L. major 1C100 = 100 pg/mL
L. donovani 1Cyg0 = 100 pg/mL
Unonospsis Extrato etanolico Folhas L. braziliensis 1Cs = 64,3 pg/mL SATALAYA et al., 2009
spectabilis L. donovani I1Cg = 25,5 pg/mL
Extrato diclorometanico L. amazonensis 1Cs = 65,3 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 54,2 pg/mL
L. donovani ICsp = 24,5 pg/mL
Xylopia aromatica Fracdo alcaloidica Casca do caule L. amazonensis 1Cg = 100 pg/mL FOURNET et al., 1994
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cq = 100 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pug/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
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Casca do caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Extrato etanolico Folhas L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Casca do caule L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Extrato éter de petréleo Folhas L. amazonensis Inactive at 100 pg/mL
L. braziliensis Inactive at 100 pg/mL
L. donovani Inactive at 100 pg/mL
Casca do caule L. amazonensis 1Cq = 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cgp = 100 pg/mL
L. donovani 1Cq = 100 pg/mL
Extrato hexano Folhas L. amazonensis 1Cs > 100 pg/mL OSORIOQ et al., 2007
L. braziliensis 1Cs > 100 pg/mL
L. donovani I1Csp = 100 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Csp > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cso > 100 pg/mL
L. donovani 1C5o > 100 pg/mL
Casca L. amazonensis 1C50 = 15,77 pg/mL NUNES, 2008
L. chagasi 1C50 = 29,10 pg/mL
Extrato acetato de etila Folhas L. amazonensis 1C50 = 72,2 pg/mL OSORIOQ et al., 2007
L. braziliensis 1C50 = 74,0 pg/mL
L. donovani 1C5o = 74,0 pg/mL
Caule L. amazonensis 1C50 = 70,8 pg/mL
L. braziliensis 1C5 = 78,8 pg/mL
L. donovani 1C5, = 100 pg/mL
Extrato etanolico Folhas L. amazonensis 1Cs = 20,8 pg/mL
L. braziliensis I1Csp = 20,8 pg/mL
L. donovani ICsp = 20,8 pg/mL
Caule L. amazonensis 1Cs0 > 100 pg/mL
L. braziliensis 1Cs50 > 100 pg/mL
L. donovani 1Cso > 100 pg/mL
Xylopia emarginata Extrato etanolico Folhas L.chagasi ECso > 100 pg/mL TEMPONE et al., 2005
Fracao alcaloidica ECso > 100 pg/mL
Xylopia parviflora Extrato etandlico Folhas L. braziliensis 1C50 = 101 pg/mL SATALAYA et al., 2009
L. donovani 1C50 = 31,2 pg/mL
Extrato diclorometanico L. braziliensis 1C50 = 61,7 pug/mL
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L. donovani ICsp = 103,4 pg/mL
Extrato etanolico fracdo L. donovani 1Cso = 101 pg/mL
diclorometano

Pentamidina® L. amazonensis 1Cgp = 2,5 pg/mL FOURNET et al., 1994
L. braziliensis ICq = 2,5 pg/mL
L. donovani 1Cqo = 2,5 pg/mL
L. amazonensis 1C100 = 5,0 pg/mL WAECHTER et al.,
L. braziliensis 1C190 = 5,0 pg/mL 1998
L. donovani 1C190 = 5,0 pg/mL
L. braziliensis 1C100 =5 pg/mL FEVRIER et al., 1999
L. amazonensis 1C100 =5 pg/mL
L. donovani 1C199 =5 pg/mL
L. major 1Cy00 =5 pg/mL WAECHTER et al,
L. donovani 1C190 = 5 pg/mL 1999
L. donovani DD8 WT 1C50 = 7,34 uM AKENDENGUE et al.,
L. donovani DD8 AmB-R 1C5y = 8,52 uM 2002
L. donovani DD8 WT 1IC5p=7,3 UM GRANDIC et al., 2004
L. donovani DD8 Penta-R 1C50 = 53,6 UM
L. donovani DD8 Paro-R 1C5=9,8 uM
L. donovani DD8 AmB-R 1C5=8,5 UM
L.chagasi ECsy = 1,69 pg/mL TEMPONE et al., 2005
L. donovani IC5 = 3,1 pg/mL MESQUITA et al., 2005
L. braziliensis 1C50=2,9 UM COSTA et al., 2006
L. guyanensis 1IC5=0,9 uM

L. amazonensis

1C50 = 10,0 pg/mL

OSORIO et al., 2007

L. braziliensis 1C50 = 10,0 pg/mL
L. donovani 1C5o = 10,0 pg/mL
L.chagasi ECso = 1,63 pg/mL VILA NOVA et al,

2008

L. amazonensis
L. braziliensis
L. chagasi
L.guyanensis

1Cso = 4,8 pg/mL
1C50 = 1,0 pg/mL
1C50 = 19,0 pg/mL
1C5,=0,3 p.g/mL

COSTA et al., 2009

L. amazonensis
L. braziliensis
L. chagasi
L.major

1C50 = 0,16 pg/mL
1C50 = 0,06 pg/mL
I1Csp = 0,22 pg/mL
1C50 = 0,16 pg/mL

SIQUEIRA et al., 2010

# ECsp, 50% de Concentracéo Efetiva; ICs, 50% de Concentragéo Inibitoria; 1Cq, 90% de Concentragédo Inibitoria; 1C1qy, 100% de Concentragao Inibitdria; MEC,
Concentracdo Efetiva Minima; MLC, Concentracdo Letal Minima; MIC, Concentracdo Inibitdria minima. Ne, Néo especificado.

® Droga referéncia.
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9.1.2 Moléculas definidas da familia Annonaceae com atividade leishmanicida in vitro em formas promastigotas.

Substancia quimica Classe Organismo testado Atividade® Referéncia
Annomontine Alcaléide L. braziliensis ICso = 34,8 uM COSTA et al., 2006
. guyanensis ICs > 613,0 UM
Annomontine, N-hydroxy Alcaldide . braziliensis ICs = 252,7 UM
. guyanensis ICso = 437,5 UM
Anonaine Alcaléide . amazonensis 1C100 = 25 pg/mL QUEIROZ et al., 1996
. braziliensis 1C100 = 50 pg/mL
. donovani IC100 = 100 pg/mL
Annonacin A Acetogenina . amazonensis IC100 = 10,0 pg/mL WAECHTER et al., 1998
. braziliensis IC100 = 10,0 pg/mL
. donovani ICyg0 = 10,0 pg/mL
Annonacin Acetogenina . amazonensis IC100 = 25,0 pg/mL
. braziliensis IC100 = 25,0 pg/mL
. donovani IC90 = 25,0 pg/mL

L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L. donovani DD8 WT ICso = 23,3 uM GRANDIC et al., 2004
L. donovani DD8 Penta-R 1C5=92,1 uM
L. donovani DD8 Paro-R IC5 = 97,5 uM
L. donovani DD8 AmB-R IC5o > 100 uM
Annonacin, iso Acetogenina L. donovani DD8 WT IC50=5,1 uM
L. donovani DD8 Penta-R IC50=5,2 UM
L. donovani DD8 Paro-R IC50=9,8 UM
L. donovani DD8 AmB-R IC5=9,4 UM
Annonacin, 2,33 dihydro Acetogenina L. donovani DD8 WT IC5=4,9 uM
L. donovani DD8 Penta-R IC5=3,5uM
L. donovani DD8 Paro-R IC5=2,8 UM
L. donovani DD8 AmB-R IC5o=11,9 uM
Boldine, iso Alcaldide L. maxicana I1Cs > 916,0 uM CORREA et al., 2006
Cherimolin-1 Acetogenina L. donovani DD8 WT IC5=9,8 UM GRANDIC et al., 2004
L. donovani DD8 Penta-R 1C5o = 48,8 uM
L. donovani DD8 Paro-R I1C5o > 100 uM
L. donovani DD8 AmB-R ICs50 = 29,6 UM
Cryptodorine Alcaldide L. mexicana IC50 =3 uM MONTENEGRO et al., 2003
L. panamensis IC50 =6 UM
Domesticine, iso Alcaléide L. maxicana ICso = 73,3 UM CORREA et al., 2006
Domesticine, noriso Alcaléide L. maxicana ICs = 48,2 uM
Espintanol Monoterpeno L. amazonensis ICy = 25 pg/mL HOCQUEMILLER et al., 1991
L. aristidesi ICy = 25 pg/mL
L. braziliensis ICyp = 10 pg/mL
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rrrrrrrr

. chagasi

. donavani

. guyanensis

. infantum

. mexicana

. peruviana

. pifanoi

. venezuelensis

I1Cqo = 25 pg/mL
1ICq9 =50 |Jg/mL
I1Cqo = 25 pg/mL
1ICq =25 l.lg/ml_
1ICy =25 l.lg/ml_
1ICq =25 l.lg/ml_
1ICq =25 l.lg/ml_
1Cq =50 Hg/ml_

L.garnhami ICyp = 25 pg/mL
Glaucafilin Acetogenina L. amazonensis I1C190 = 25,0 pg/mL WAECHTER et al., 1998
L. braziliensis IC100 = 25,0 pg/mL
L. donovani ICyg0 = 25,0 pg/mL
Glaucanisin Acetogenina L. amazonensis IC100 = 25,0 pg/mL
L. braziliensis IC100 = 25,0 pg/mL
L. donovani ICyg9 = 25,0 pg/mL
Goniothalamicin Acetogenina L. amazonensis I1C100 = 5,0 pg/mL
L. braziliensis I1C100 = 5,0 pg/mL
L. donovani IC190 = 5,0 pg/mL
Guattouregidine, iso Alcaloide L. amazonensis 1C190 = 100 pg/mL MAHIOU et al., 1994
L. donovani I1C190 = 100 pg/mL
Klaivanolide Alcaléide L. donovani DD8 WT IC5= 1,75 uM AKENDENGUE et al., 2002
L. donovani DD8 AmB-R IC50 = 3,12 uM
Laurotetanina, N-methyl Alcaloide L. maxicana IC5o = 395,0 uM CORREA et al., 2006
Liriodenine Alcaloide L. amazonensis I1C190 = 100 pg/mL QUEIROZ et al., 1996
L. braziliensis I1C190 = 100 pg/mL
L. donovani I1C190 = 100 pg/mL
L. amazonensis IC190 =5 pg/mL FEVRIER et al., 1999
L. braziliensis IC100 = 5 pg/mL
L. donovani IC100 = 5 pg/mL
L. major IC100 = 3,12 pg/mL WAECHTER et al., 1999
L. donovani ICyg0 = 3,12 pg/mL
L. braziliensis IC5o = 58,5 uM COSTA et al., 2006
L. guyanensis IC5p =215 uM
Lirioferine Alcaldide L. maxicana IC5o = 210,0 uM CORREA et al., 2006
Lirioferine, nor Alcaldide L. maxicana I1C5, > 916,0 uM
Lysicamine Alcaléide L. major 1C100 = 25 pg/mL WAECHTER et al., 1999
L. donovani I1C190 = 25 pg/mL
Molvizarin Acetogenina L. amazonensis I1C100 > 100 pg/mL WAECHTER et al., 1998
L. braziliensis I1C100 > 100 pg/mL
L. donovani IC1q0 > 100 pg/mL
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. donovani DD8 WT

|C50 =4,7 HM

GRANDIC et al., 2004

Moschatoline, O-methyl Alcaléide L. braziliensis IC5o = 320,8 uM COSTA et al., 2006
L. guyanensis IC5o = 103,7 uM
L. major 1C100 = 50 pg/mL WAECHTER et al., 1999
L. donovani I1C1q0 = 50 pg/mL
Nantenine Alcaléide L. maxicana IC5o=41,0 uM CORREA et al., 2006
Nantenine, nor Alcaléide L. maxicana ICyp0 = 15 uM MONTENEGRO et al., 2003
Narumicin-1 Acetogenina L. donovani DD8 WT IC5=7,3uM GRANDIC et al., 2004
L. donovani DD8 Penta-R IC50=5,1 uM
L. donovani DD8 Paro-R IC5=11,9 uM
L. donovani DD8 AmB-R IC50=2,9 UM
Narumicin-2 Acetogenina L. donovani DD8 WT I1C50 = 10,9 uM
L. donovani DD8 Penta-R IC50=5,2 UM
L. donovani DD8 Paro-R I1C50 = 98,6 uM
L. donovani DD8 AmB-R IC5o = 11,8 uM
Neolitsine Alcaldide L. maxicana IC5o = 15,4 uM CORREA et al., 2006
Obaberine Alcald6ide L. amazonensis IC100 ~ 50 pg/mL FOURNET et al., 1988
L. braziliensis
L. donovani
Panalicin Acetogenina L. donovani DD8 WT I1C5p=12,1 uM GRANDIC et al., 2004
L. donovani DD8 Penta-R I1C5o > 100 pM
L. donovani DD8 Paro-R 1Cgo = 74,7 uM
L. donovani DD8 AmB-R IC5=2,2 UM
Parviflorin Acetogenina L. amazonensis 1C100 > 100 pg/mL WAECHTER et al., 1998
L. braziliensis 1C190 > 100 pg/mL
L. donovani I1C190 > 100 pg/mL
Puertogaline A Alcaloide L. amazonensis 1C190 = 100 pg/mL MAHIOU et al., 2000
L. braziliensis I1C190 = 100 pg/mL
L. donovani IC1q0 = 100 pg/mL
Puertogaline B Alcaldide L. amazonensis I1C100 = 100 pg/mL
L. braziliensis I1C100 = 100 pg/mL
L. donovani ICy00 = 100 pg/mL
Reticuline Alcaldide L. maxicana ICso = 518,0 uM CORREA et al., 2006
Rollidecin B Acetogenina L. amazonensis 1C100 = 50 pg/mL FEVRIER et al., 1999
L. braziliensis 1C100 = 50 pg/mL
L. donovani I1C100 = 50 pg/mL
Rolliniastatin-1 Acetogenina L. amazonensis I1C100 = 5 pg/mL
L. braziliensis IC100 = 5 pg/mL
L. donovani IC10 = 5 pg/mL
L
L

. donovani DD8 Penta-R

|C50 > 100 l.,lM
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. donovani DD8 Paro-R
. donovani DD8 AmB-R

1C50 > 100 U.M
1Cs, > 100 U.M

Rolliniastatin-1, iso

Acetogenina

. donovani DD8 WT

. donovani DD8 Penta-R
. donovani DD8 Paro-R
. donovani DD8 AmB-R

ICqo = 11,2 UM
ICso = 38,5 UM
ICs = 85,3 UM
ICqo = 90,3 UM

Rolliniastatin-1, 2,35 Dihydro

Acetogenina

. donovani DD8 WT

. donovani DD8 Penta-R
. donovani DD8 Paro-R
. donovani DD8 AmB-R

ICs = 47,3 UM
ICso = 12,5 UM
ICso = 11,9 UM
ICso > 100 UM

Rolliniastatin — 2

Acetogenina

. amazonensis

IC100 = 25,0 pg/mL

WAECHTER et al., 1998

L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L. braziliensis IC100 = 25,0 pg/mL
L. donovani ICyg9 = 25,0 pg/mL
L. donovani DD8 WT I1C5 = 10,1 uM GRANDIC et al., 2004
L. donovani DD8 Penta-R I1C5o > 100 uM
L. donovani DD8 Paro-R 1C5o = 97,4 uM
L. donovani DD8 AmB-R I1C5o > 100 uM
Squamocin Acetogenina L. donovani DD8 WT IC50=9,4 UM
L. donovani DD8 Penta-R I1C5o > 100 pM
L. donovani DD8 Paro-R IC50 > 100 uM
L. donovani DD8 AmB-R IC5o > 100 uM
L. amazonensis IC190 = 25,0 pg/mL WAECHTER et al., 1998
L. braziliensis IC190 = 25,0 pg/mL
L. donovani IC90 = 25,0 pg/mL
L. amazonensis IC190 =5 pg/mL FEVRIER et al., 1999
L. braziliensis IC190 =5 pg/mL
L. donovani IC190 =5 pug/mL
Sylvaticin Acetogenina L. amazonensis 1C100 = 10 pg/mL FEVRIER et al., 1999
L. braziliensis 1C100 = 10 pg/mL
L. donovani I1C100 = 10 pg/mL
Unonopsine Alcaléide L. major 1C100 = 25 pg/mL WAECHTER et al., 1999
L. donovani I1C100 = 25 pg/mL
Xylopine Alcaléide L. mexicana IC5o =3 uM MONTENEGRO et al., 2003
L. panamensis IC50 = 6 UM

# 1Cso, 50% de Concentracéo Inibitoria; ICqo, 90% de Concentragio Inibitoria; 1C1q9, 100% de Concentragio Inibitdria.
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9.1.3 Extratos e fracbes da familia Annonaceae com atividade leishmanicida in vitro em formas amastigotas intracelulares.

Nome Botanico

Preparacéo

Parte da planta

Organismo testado

Atividade

Referéncia

Annona coriacea Fracdo alcaloidica Folhas L.chagasi 25 pg/mL = 27.20% TEMPONE et al., 2005
Annona crassiflora Fracdo alcaloidica Folhas L.chagasi 25 pug/mL = 86.1%

Annona muricata Extrato etanolico Sementes L.chagasi 100 pg/mL =11.11% VILA NOVA et al., 2008
Duguetia lanceolata Fracdo alcaloidica Folhas L.chagasi 0% TEMPONE et al., 2005
Xylopia aromatica Extrato hexano Casca L. amazonensis 40 pg/mL = 56.69% NUNES, 2008

8 pg/mL = 51.03%
1,6 pg/mL = 41.86%

Pentamidina®

L. donovani

ICs = 2,5 UM

GRANDIC et al., 2004

® Droga referéncia.

9.1.4 Moléculas definidas da familia Annonaceae com atividade leishmanicida in vitro em formas amastigotas intracelulares.

Substancia quimica Classe Organismo testado Atividade® Referéncia
Annonacin, iso Acetogenina L. donovani IC50= 6.2 UM GRANDIC et al., 2004
Cherimolin-1 1C50 = 13.5 uM

Rolliniastatin-1 IC50= 2.5 UM

Rolliniastatin-1, iso IC50=7.5 UM

Rolliniastatin-1, 2,35 Dihydro IC50=7.5 UM

Rolliniastatin-2 1C50 = 29.7 UM

Squamocin 1C50 = 23.2 UM

#1Cso, 50% de Concentracio Inibitoria.




9.1.5 Citotoxicidade de extratos e fracdes da familia Annonaceae em células.
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Nome Botéanico Preparacdo Parte da | Organismo testado Citotoxicidade? Referéncia
planta
Annona cherimolia Extrato etandlico Folhas Células epiteliais de rim de bovinos CCso = 41,7 x 107 pg/mL | BETANCUR-GALVIS et
al., 1999
Annona coriacea Extrato etanolico Folhas Macréfagos de murinos - células RAW | ECsy = 57,09 pg/mL TEMPONE et al., 2005
Fracdo alcaloidica 264,7 ECs, = 22,88 pug/mL
Annona crassiflora Extrato etanolico Folhas ECs = 98,48 pg/mL
Fracdo alcaloidica ECso = 23,79 pg/mL
Annona glauca Extrato hexano Sementes Células epiteliais de rim de macaco 1C100 =5 pg/mL WAECHTER et al., 1998
Carcinoma da nasofaringe de homem IC100 = 1,5 pg/mL
Extrato IC100 = 5x10™ pg/mL
diclorometano IC100 = 5x10 pg/mL
Annona muricata Extrato hexano Pericarpo Linhagem celular U-937 MEC = 1,0 pg/mL JARAMILO et al., 2000
Extrato acetato de MEC = 0,1 pg/mL
etila Folhas Linhagem celular U-937 LCs = 7,8 pg/mL OSORIO et al., 2007
Extrato etanélico Pericarpo Linhagem celular U-937 MEC > 1,0 ug/mL JARAMILO et al., 2000
Extrato etandlico Folhas Células epiteliais de rim de bovinos CCso = 20 x 10™ pg/mL BETANCUR-GALVIS et
Sementes CCs = 24 x 10™ pg/mL al., 1999
Annona purpurea Extrato etandlico Casca Carcinoma da nasofaringe de homem 1C5, = 0,0098 pg/mL CAMACHO et al., 2003
Sementes I1Csp = 0.0001 pg/mL
Extrato aquoso Casca I1C5o = 79,40 pg/mL
Sementes 1C5o = 59,40 pg/mL
Annona sp. Extrato etandlico Sementes Células epiteliais de rim de bovinos CCs=34,5x 10" pg/mL | BETANCUR-GALVIS et
Células epiteliais do carcinoma de | CCsy =55 pg/mL al., 1999
laringe do homem (HEP-2 / 24 hr) CCso = 4,96 x 102 ug/mL
Células epiteliais do carcinoma de
laringe do homem (HEP-2 / 72 hr)
Desmopsis Extrato hexano Folhas Linhagem celular U-937 LCs=111,0 pg/mL OSORIO et al., 2007
panamensis Extrato acetato de LCso = 38,5 pg/mL
etila
Duguetia furfuracea | Extrato etandlico Folhas Macréfagos de murinos - células RAW | ECs, > 120,0 pg/mL TEMPONE et al., 2005
Fracdo alcaloidica 264,7 ECs, > 58,01 pg/mL
Duguetia lanceolata | Extrato etandlico Folhas Macréfagos de murinos - células RAW | ECs, > 120,0 pg/mL
Fracdo alcaloidica 264,7 ECs, > 120,0 pg/mL
Guatteria australis Extrato etanolico ECs, > 120,0 pg/mL
Fracdo alcaloidica ECsy > 29,86 pug/mL
Pseudomalmea Extrato acetato de | Caule Linhagem celular U-937 LCsy = 196,0 pg/mL OSORIO et al., 2007
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boyacana etila
Annona exsucca Extrato hexano Caule Linhagem celular U-937 LCso = 39,0 pg/mL
(sinonimia Rollinia
exsucca)
Annona rensoniana Extrato hexano Raizes Células epiteliais de rim de bovinos CCsr=45x107 pg/mL BETANCUR-GALVIS et
(sinonimia  Rollinia Células epiteliais do carcinoma de | CCso=4,12 ug/mL al., 1999
membranacea) laringe do homem (HEP-2 / 24 hr) CCs=Nd
Células epiteliais do carcinoma de
laringe do homem (HEP-2 / 72 hr)
Annona papilionella | Extrato hexano Folhas Linhagem celular U-937 LCso =170,5 pg/mL OSORIOQ et al., 2007
(sinonimia Rollinia Extrato acetato de LCso = 56,5 pg/mL
pittieri) etila
Extrato etanolico LCso = 81,5 ug/mL
Extrato hexano Caule LCso = 14,5 pg/mL
Extrato acetato de LCs =115,5 pg/mL
etila
Unonopsis Extrato éter de | Casca do | Células epiteliais de rim de macaco 1Cs = 28 pg/mL WAECHTER et al., 1999
buchtienii petréleo caule
Extrato 1Cso = 35 pg/mL
diclorometano
Extrato etandlico 1C5o = 126 pg/mL
Xylopia aromatica Extrato etanolico Folhas Linhagem celular U-937 LCsy = 100,0 pug/mL OSORIO et al., 2007
Extrato hexano Casca Macré6fagos de murinos - linhagem CCs = 108,31 pg/mL NUNES, 2008
celular J744
X. emarginata Extrato etanolico Folhas Macréfagos de murinos - células RAW | ECsy = 71,91 pg/mL TEMPONE et al., 2005

Fragdo alcaloidica

264,7

ECsy = 89,65 pg/mL

Pentamidina®

Macroéfagos peritoneais de ratos

|C5o =53,2 |J.M

GRANDIC et al., 2004

Macréfagos de murinos - células RAW
264,7

ECs, = 18,83 ug/mL

TEMPONE et al., 2005

Macrdéfagos peritoneais de hamster
Macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c

1Cs50 = 0,00 pg/mL
1Cso = 5,47 pg/mL

COSTA et al., 2009

# CCsp, 50% de Concentragéo Citotoxica; ECsy, 50% de Concentragdo Efetiva; 1Cs, 50% de Concentracdo Inibitoria; ICq, 90% de Concentragio Inibitdria; 1Cq,

100% de Concentracéo Inibitéria; MEC, Concentracdo Efetiva Minima; LCs, 50% de concentracao letal.

® Droga referéncia.




9.1.6 Citotoxicidade de moléculas definidas da familia Annonaceae em células.
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Substancia quimica Classe Organismo testado Atividade® Referéncia
Annonacin Acetogenina Macrofagos peritoneais de ratos ICsp = 53.2 uM GRANDIC et al., 2004
Annonacin, iso ICso = 12.7 uM
Annonacin, 2,33 dihydro ICs0 =11.8 uM
Boldine, iso Alcal6ide Macro6fagos de murinos - linhagem celular J744 ICs > 610 uM CORREA et al., 2006
Células epiteliais de rim de macaco ICso = 538 uM
Cherimolin-1 Acetogenina Macrofagos peritoneais de ratos IC5o=21.2 uM GRANDIC et al., 2004
Domesticine, iso Alcal6ide Macrofagos de murinos - linhagem celular J744 IC5o = 415 uM CORREA et al., 2006
Células epiteliais de rim de macaco IC5o > 611 uM
Domesticine, noriso IC5o > 642 UM
ICsp > 642 UM
Laurotetanina, N-methyl ICso =331 uM
1C5, > 586 |J.M
Liriodenine Alcal6ide Células epiteliais de rim de macaco ICso =1 pg/mL WAECHTER et al., 1999
Lirioferine Alcalo6ide Macro6fagos de murinos - linhagem celular J744 1C5o = 401 pM CORREA et al., 2006
Células epiteliais de rim de macaco ICsq > 586 uM
Lirioferine, nor 1C5o = 406 uM
|C50 =428 lJ.M
Lysicamine Alcalo6ide Células epiteliais de rim de macaco I1Cso = 8 pg/mL WAECHTER et al., 1999
Moschatoline, O-methyl ICso = 7 pg/mL
Nantenine Alcalo6ide Macro6fagos de murinos - linhagem celular J744 ICs = 315 uM CORREA et al., 2006
Células epiteliais de rim de macaco ICsq > 345 uM
Narumicin-1 Acetogenina Macrofagos peritoneais de ratos ICso =12.8 uM GRANDIC et al., 2004
Narumicin-2 ICgp=12.5 uM
Neolitsine Alcalo6ide Macro6fagos de murinos - linhagem celular J744 ICs = 387 uM CORREA et al., 2006
Células epiteliais de rim de macaco ICsq > 619 uM
Panalicin Acetogenina Macrdfagos peritoneais de ratos ICsp =12.4 uM GRANDIC et al., 2004
Reticuline Alcaldide Macrdfagos de murinos - linhagem celular J744 ICso > 668 uM CORREA et al., 2006
Células epiteliais de rim de macaco ICsq > 668 uM
Rolliniastatin-1 Acetogenina Macrdfagos peritoneais de ratos ICsp = 45.2 uM GRANDIC et al., 2004
Rolliniastatin-1, iso ICs5 = 56.2 uM
Rolliniastatin-1, 2,35 Dihydro ICso = 18.4 uM
Rolliniastatin — 2 ICsp =53.1 uM
Squamocin ICsp = 46.7 UM

#1Cso, 50% de Concentracio Inibitoria.
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9.2 ATIVIDADE EM FORMAS PROMASTIGOTAS



9.2.1 Taxa de inibicdo de crescimento de formas promastigotas de leishmania in vitro.

170

Cédigo Concentracdes (ug/mL) NUmero de promastigotas x 10° + SD? Inibicdo de crescimento %
L. amazonensis L. braziliensis L. guyanensis L. amazonensis L. braziliensis L. guyanensis

LIRIO 100 0,96 + 2,25 765,30 + 765,30 14,94 + 25,68 99,18 73,67 89,85
50 2,05+2,34 1283,00 + 698,10 18,93 + 30,03 98,24 55,86 87,14

25 3,44 + 2,87 1860,00 + 1082,00 26,47 + 28,90 97,06 36,01 82,02

12 10,99 + 7,28 2404,00 + 1254,00 30,29 + 31,15 90,06 17,30 79,43

6 22,46 + 17,74 2945,00 + 1001,00 35,30 + 32,40 80,81 1,30 76,03

Controle 117,1 + 73,35 2907,00 + 1186,00 | 147,30 + 60,58 0,00 0,00 0,00

DMSO 0,7% - 50° 123,6 + 78,36 2849,00 + 1209,00 | 150,20 + 58,56 0,00 1,99 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 22,50 + 24,78 0,00 + 0,00 100,00 99,22 100,00
EDF 100 0,00 + 0,00 136,70 + 127,70 0,00 + 0,00 100,00 70,25 100,00
50 0,06 + 0,13 245,20 + 255,10 6,28 + 7,82 99,95 46,63 94,10

25 9,87 + 12,16 296,80 + 295,70 19,13 + 19,44 91,90 35,40 82,05

12 60,83 + 45,04 346,00 + 357,20 41,83 + 33,64 50,09 24,70 60,75

6 90,25 + 50,85 369,80 + 388,30 63,40 + 51,84 25,96 19,52 40,52

Controle 121,90 + 26,91 459,50 + 521,20 106,60 + 71,37 0,00 0,00 0,00

DMSO 0,7% - 50° 95,50 + 43,65 453,20 + 516,30 122,70 + 99,65 21,65 1,37 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 8,50 + 7,50 0,00 + 0,00 100,00 98,15 100,00

EHF 100 0,00 + 0,00 208,20 + 191,00 79,66 + 11,42 100,00 54,68 30,54
50 8,70 + 14,02 259,30 + 261,80 89,33 + 12,09 86,49 43,56 22,14

25 21,67 + 36,79 405,50 + 466,00 102,70 + 12,01 66,36 11,75 10,46

12 49,78 + 44,03 424,50 + 490,50 103,80 + 31,52 22,73 7,61 9,50

6 63,40 + 57,29 433,30 + 494,60 128,10 + 24,34 1,59 5,70 0,00

Controle 64,63 + 56,14 459,50 + 521,20 114,70 + 22,73 0,00 0,00 0,00

DMSO 0,7% - 50° 61,48 + 52,77 453,20 + 516,30 117,90 + 20,72 4,57 1,37 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 8,50 + 7,50 0,00 + 0,00 100,00 98,15 100,00

EMF 100 0,00 + 0,00 175,00 + 159,80 79,82 + 40,11 100,00 61,91 25,12
50 37,17 + 24,07 240,70 + 231,70 89,50 + 47,34 69,50 47,61 16,04

25 76,92 + 35,83 265,20 + 238,80 95,00 + 45,68 36,89 42,28 10,88

12 91,25 + 33,73 269,50 + 242,80 106,80 + 57,17 25,14 41,34 0,00

6 97,83 + 31,81 281,50 + 255,00 116,40 + 62,23 19,74 38,73 0,00

Controle 121,90 + 26,91 459,50 + 521,20 106,60 + 71,37 0,00 0,00 0,00

DMSO 0,7% - 50° 95,50 + 43,65 453,20 + 516,30 122,70 + 99,65 21,65 1,37 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 8,50 + 7,50 0,00 + 0,00 100,00 98,15 100,00

EHS 100 22,83 + 19,95 75,75 + 17,17 71,98 + 25,61 73,24 35,42 48,51
50 32,63 + 21,66 84,75+ 17,11 88,61 + 43,47 61,76 27,74 36,61
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25 41,27 + 29,02 98,50 + 19,22 100,50 + 54,82 51,63 16,02 28,11
12 60,05 + 37,08 102,50 + 19,22 116,20 + 71,88 29,62 12,61 16,88
6 62,68 + 36,94 105,30 + 19,44 125,80 + 80,59 26,54 10,23 10,01
Controle 85,33 + 37,33 117,30 + 30,91 139,80 + 41,01 0,00 0,00 0,00
DMSO 0,7% - 50° 81,29 + 36,45 119,80 + 39,02 142,60 + 39,89 4,73 0,00 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 2,50 + 3,00 0,00 + 0,00 100,0 97,86 100,0
EMS 100 19,17 + 17,82 90,75 + 44,28 110,90 + 83,06 77,53 22,63 22,17
50 29,72 + 18,70 104,50 + 41,06 121,30 + 82,43 65,17 10,91 14,87
25 35,10 + 26,78 113,30 + 48,30 138,40 + 73,46 58,86 3,41 2,87
12 48,55 + 31,79 118,30 + 48,25 150,90 + 76,05 43,10 0,00 0,00
6 54,18 + 33,36 133,00 + 61,24 158,50 + 77,01 36,50 0,00 0,00
Controle 85,33 + 37,36 117,30 + 30,91 142,50 + 22,19 0,00 0,00 0,00
DMSO 0,7% - 50° 81,29 + 36,45 119,80 + 39,02 143,80 + 21,13 4,73 0,00 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 2,50 + 3,00 0,00 + 0,00 100,00 97,86 100,00
FAEARM 100 27,38 + 29,61 993,00 + 1119,00 50,08 + 28,57 77,75 65,84 59,21
50 41,24 + 35,41 1398,00 + 1532,00 57,32 + 32,38 66,49 51,90 53,32
25 58,16 + 29,44 1490,00 + 1583,00 65,46 + 33,33 52,75 48,74 46,69
12 69,06 + 27,72 2606,00 + 1448,00 81,03 + 26,28 43,89 10,35 34,01
6 76,52 + 28,76 2779,00 + 1238,00 90,04 + 28,30 37,83 4,40 26,67
Controle 123,10 + 29,78 2907,00 + 1186,00 122,80 + 33,70 0,00 0,00 0,00
DMSO 0,7% - 50° 128,70 + 29,49 2849,00 + 1209,00 126,80 + 32,81 0,00 1,99 0,00
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 22,50 + 24,78 0,00 + 0,00 100,00 99,22 100,00
FALASF 100 0,00 + 0,00 ND ND 100,00 ND ND
50 14,20 + 1,41 90,89
25 39,90 + 2,12 74,42
12 58,50 + 2,12 62,50
6 74,50 + 0,70 52,24
Controle 156,00 + 2,80 0,00
DMSO 0,7% - 50° 150,00 + 0,00 3,84
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 100,00
FALASGF 100 0,00 + 0,00 ND ND 100,00 ND ND
50 0,00 + 0,00 100,00
25 1,50 + 0,40 99,03
12 45,00 + 1,41 71,15
6 51,25+ 1,76 67,14
Controle 156,00 + 2,80 0,00
DMSO 0,7% - 50° 150,00 + 0,00 3,84
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Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 100,00
EHGFAS 100 0,00 + 0,00 2061,00 + 1664,00 ND 100,00 29,10 ND
50 0,00 + 0,00 2416,00 +1593,00 100,00 16,89
25 0,00 + 0,00 2692,00 + 1364,00 100,00 7,39
12 2,60 + 0,28 2834,00 + 1207,00 97,15 2,51
6 2,70+ 0,14 2889,00 + 1176,00 97,04 0,61
Controle 91,50 + 2,12 2907,00 + 1186,00 0,00 0,00
DMSO 0,7% - 50° 89,50 + 0,70 2849,00 + 1209,00 2,18 1,99
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 22,50 + 24,78 100,00 99,22
EMGFAS 100 11,50+ 2,12 1817,00 + 2070,00 ND 91,15 37,49 ND
50 14,00 + 5,65 1706,00 + 1904,00 89,23 41,31
25 107,50 + 3,53 1962,00 + 2175,00 17,30 32,50
12 100,00 + 2,82 2198,00 + 1931,00 23,07 24,38
6 106,00 + 1,41 2479,00 + 1637,00 18,46 14,72
Controle 130,00 + 2,82 2907,00 + 1186,00 0,00 0,00
DMSO 0,7% - 50° 125,50 + 0,70 2849,00 + 1209,00 3,46 1,99
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 22,50 + 24,78 100,00 99,22
FALEAF 100 0,00 + 0,00 ND ND 100,00 ND ND
50 0,00 + 0,00 100,00
25 32,80+ 1,13 78,97
12 38,50 + 0,70 75,32
6 44,40 + 0,84 71,53
Controle 156,00 + 2,82 0,00
DMSO 0,7% - 50° 150,00 + 0,00 3,84
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 100,00
FALEAGF 100 0,00 + 0,00 2225,00 + 1880,00 ND 100,00 23,46 ND
50 33,00 + 0,84 2263,00 + 1846,00 78,84 22,15
25 40,80+ 1,13 2412,00 + 1697,00 73,84 17,02
12 55,00 + 0,00 2485,00 + 1621,00 64,74 14,51
6 59,00 + 1,41 2505,00 + 1615,00 62,17 13,82
Controle 156,00 + 2,82 2907,00 + 1186,00 0,00 0,00
DMSO 0,7% - 50° 150,00 + 0,00 2849,00 + 1209,00 3,84 1,99
Pentamidina — 50° 0,00 + 0,00 22,50 + 24,78 100,00 99,22

# Os resultados representam a média de seis experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de 95% + SD, Desvio padrao.
® Promotor de solubilidade.

¢ Droga referéncia.
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9.3 ATIVIDADE EM FORMAS AMASTIGOTAS



9.3.1 Teste de infeccAo em macrofagos in vitro.

174

DROGA | PLACA 24 h 48 h 96 h
Infectados Nao Leishmania | Infectados Néo Leishmania | Infectados Nao Leishmania
infectados infectados infectados
Controle N1 76 124 330 71 129 540 89 111 684
74 126 325 77 123 673 83 117 593
N2 91 109 542 79 121 659 90 110 673
80 120 408 83 117 697 87 113 613
N3 89 111 400 79 121 670 85 115 697
78 122 382 85 115 692 89 111 602
DMSO N1 88 112 396 79 121 580 83 117 612
92 108 403 73 127 597 89 111 595
N2 68 132 310 81 119 510 87 113 602
95 105 415 80 120 602 81 119 583
N3 92 108 420 75 125 618 89 111 610
80 120 398 72 128 593 78 122 513
Pentamidina | N1 17 183 56 0 0 0 0 0 0
15 185 51 0 0 0 0 0 0
N2 10 190 37 0 0 0 0 0 0
6 194 23 0 0 0 0 0 0
N3 5 195 23 0 0 0 0 0 0
9 191 38 0 0 0 0 0 0
LIRI N1 50 150 275 32 168 130 11 189 50
56 144 342 48 152 218 17 183 63
N2 48 152 238 29 171 128 12 188 65
53 147 310 47 153 193 13 187 53
N3 55 145 296 39 161 207 18 182 70
47 143 272 35 165 198 14 186 68
EDF N1 56 144 259 47 153 160 37 163 158
50 150 308 42 158 173 35 165 163
N2 48 152 202 46 154 181 46 154 202
34 166 200 35 165 152 42 158 219
N3 52 148 253 39 161 148 41 159 211
38 162 200 42 158 187 37 163 198
EHF N1 42 158 202 6 194 32 19 181 117
33 167 200 4 196 25 20 180 125
N2 30 170 198 9 181 35 16 184 112
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43 157 199 8 182 29 17 183 116
N3 38 162 202 8 182 38 22 178 123
47 153 198 12 188 40 18 182 120
EMF N1 53 148 245 25 175 127 27 173 130
44 156 253 30 170 140 25 175 140
N2 48 152 222 19 181 90 27 173 135
32 168 243 20 180 118 29 171 138
N3 46 154 206 35 165 170 26 174 139
64 136 270 29 171 138 27 173 142
EHS N1 36 164 246 18 182 100 20 180 98
46 154 214 20 180 110 16 184 83
N2 55 145 272 23 177 102 18 182 80
58 142 293 25 175 98 22 178 102
N3 48 152 229 20 180 100 32 168 88
50 150 248 22 178 105 30 170 98
EMS N1 42 158 300 20 180 150 34 166 180
58 142 366 35 165 145 35 165 175
N2 67 133 372 38 162 140 42 158 197
53 147 369 27 172 152 33 167 173
N3 59 141 380 33 167 130 37 162 190
58 142 378 36 164 148 40 160 200
FAEARM N1 39 161 227 18 182 70 20 180 80
48 152 219 16 184 68 23 177 75
N2 41 159 249 20 180 73 18 182 70
42 158 240 19 181 79 19 181 73
N3 40 160 215 22 178 73 25 175 79
39 161 266 17 183 70 19 181 71

9.3.2 Producao de nitrito de macréfagos ndo infectados e infectados com formas amastigotas de L.

amazonensis in vitro.

Cadigo Concentracoes Concentracao de nitrito (M)
Média + SEM?
24 h 48 h 96 h

Nao infectados infectados N&o infectados infectados N&o infectados infectados
Controle 6,22+1,71 6,22 +1,71 13,06 + 4,67 19,06 + 9,62 6,62 + 2,30 36,86 + 3,76
DMSO 0,7% 50 pg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,38 + 0,20 0,00 + 0,00 0,40 + 0,39 0,00 + 0,00
Pentamidina 50 pg/mL 0,00 + 0,00 17,28 + 4,43 0,40 + 0,39 19,62 + 8,65 0,40 + 0,39 61,06 + 1,07
LPS 10 pg/mL 63,30 + 4,49 73,00+ 4,45 81,60 + 21,26 81,78 + 21,20 92,22 + 25,39 111,12 + 5,23
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IFN-y 10 ng/mL 37,60 + 11,38 59,80 + 3,36 45,72 + 10,37 71,82+2.21 50,66 + 20,77 96,44 + 1,39
LIRIO 25 pg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
EDF 25 pg/mL 12,68 + 8,13 8,86 +5,45 26,20 + 9,03 20,06 + 8,31 34,56 + 12,64 27,26 + 11,39
EHF 12 pg/mL 2,86 + 0,95 2,36 +1,44 26,18 + 8,46 2,24 + 0,99 33,34 + 9,39 6,42 + 3,08
EMF 25 pg/mL 3,60 + 2,40 3,76 + 2,94 8,60 + 3,76 8,04 + 5,00 3,14 + 6,59 10,00 + 6,12
EHS 25 pg/mL 0,00 + 0,00 6,62 + 5,29 0,00 + 0,00 6,46 + 5,29 0,00 + 0,00 13,60 + 8,34
EMS 25 pg/mL 0,00 + 0,00 4,08 + 2,50 0,00 + 0,00 2,58 +1,59 0,00 + 0,00 5,88 +2,43
FAEARM 25 pg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

# Os resultados representam a média de trés experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianga de 95% + SEM, Erro padrdo da média.

9.3.3 Producdo de perdxido de hidrogénio em macrofagos.

Cddigo ConcentracGes Concentracéo de H,0, (UM)
Média + SEM
Controle 26,75+ 1,79
DMSO 0,7% 50 pg/mL 38,00 + 2,16
PMA 20 nM 85,00 + 4,01
LIRIO 25 pg/mL 54,75 + 1,25
EDF 25 pg/mL 40,75 + 7,58
EHF 12 pg/mL 55,00 + 5,58
EMF 25 pg/mL 42,25 + 7,86
EHS 25 pg/mL 44,75 + 2,46
EMS 25 pg/mL 34,00 + 2,38
FAEARM 25 pg/mL 32,00 + 2,34

# Os resultados representam a média de trés experimentos realizados em duplicata com intervalo de confianca de 95% + SEM, Erro padrdo da média
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9.4 ATIVIDADE IN VIVO



9.4.1 Peso vivo (Kg) de camundongos BALB/c nos pré-tratamentos e pos-tratamentos.
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Semanas Controle Pentamidina 4 mg/g Glucantime 100 mg/g
0 27,400 26,200, 26,900 28,200 26,150/ 26,300/ 26,080, 28,900 30,030/ 25,910/ 27,500/ 27,050
1° 27,843| 26,952| 27,768 28,683| 27,803 27,156| 26,732 28,457| 28,214| 26,734| 27,914| 27,634
20 29,179| 27,532| 29,861| 29,734, 27,432| 28,078 28,132| 29,207 29,832| 27,078/ 29,106/ 29,135
30 31,415 29,612| 31,050/ 30,028/ 31,907 30,712| 29,765 31,125 31,096 29,131| 31,609| 30,900
40 29,972| 28,561 29,738 29,437| 29,032 28975 29,654 30,173| 30,048/ 27,327| 29,179| 29,673
5o 30,073| 28,347, 30,035 30,079| 28,973 29,539 30,187 30,692 30,834| 28,079 29,235 29,975
2° dia de tratamento 30,972| 28,285 30,678/ 30,983 29,475 29,153 30,228 30,791| 30,287| 28,153| 29,535 30,742
3° dia de tratamento 30,914/ 28,591 29,607 29,583| 28,492 29,078 29,660 30,067| 30,376| 28,452| 29,983 30,570
40 dia de tratamento 31,472| 28,930, 29,708/ 30,279| 28,503 29,691| 29,976 30,466| 30,475 28,652| 30,041 30,322
5° dia de tratamento 31,158| 29,229, 30,016 30,351| 28,512 29,091| 30,222] 29,935 30,384 28,793 30,440/ 30,182
6° dia de tratamento 30,876/ 28,914, 29,627 30,162| 28,330 29,801| 29,630 29,715 30,150/ 28,903| 29,705 29,914
7° dia de tratamento 31,706| 29,896, 30,022 31,094| 28,380 28,938 29,381 29,286 30,862| 29,026/ 30,133| 30,987
6° 31,046| 28,482 29,933 30,908 28,148/ 28,935 29,701 29,323| 31,029| 29,662 30,432 30,953
9° dia de tratamento 31,120/ 28,509, 29,658/ 30,145 28,742| 28,816/ 29,934 30,654 31,493| 29,867 30,468 30,634
10° dia de tratamento 30,907| 28,032 29,646/ 30,019| 28,368 28,741 30,256, 30,133| 31,194| 29,383 30,108/ 30,629
11° dia de tratamento 31,146| 27,805/ 30,929| 30,856| 28,984 29,642| 30,419 30,775 32,581 29,747| 30,652| 31,495
12° dia de tratamento 31,506/ 28,154, 30,460/ 30,681 28,876/ 29,416/ 29,644 30,516 31,870 29,618/ 29,523| 31,217
13° dia de tratamento 30,539| 27,408 30,125 30,549| 29,324| 29,742| 29,770, 30,530 31,809| 29,253| 29,551| 30,306
14° dia de tratamento 32,379| 28,538/ 30,492 30,910 29,268 29,379| 30,416/ 30,721| 31,538 29,614| 29,944| 31,428
7° 32,408| 28,602| 30,498/ 30,899| 29,334 29,572| 30,449 30,893| 31,692| 29,744 29,893 31,799
8° 31,726| 30,249, 30,659| 31,752| 29,705/ 29,824/ 30,570 30,625 31,308/ 30,217| 29,352| 32,504
ge 29,560, 29,527, 30,674 30,443| 33,702 31,247| 33,103 29,942| 30,108/ 31,053 30,694| 29,957
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Semanas EDF 25 mg/g EHF 12 mg/g Sadios EDF 25 mg/g Sadios EHF 12 mg/g
0 23,062| 23,162| 26,860 20,917| 27,405/ 21,036| 24,455| 26,052 24,21| 22,362| 22,512| 20,080  25,097| 24,464 24,09/ 30,026
1° 23,470| 24,117| 28,734| 21,973| 27,335| 23,698| 24,313| 26,037| 24,973| 22,913| 23,117| 21,332| 25,617 24,713| 24,472| 29,473
20 25,132| 25,973| 29,478| 23,092| 27,548| 24,618| 25,134| 26,282| 26,182| 23,738| 24,089| 21,737| 27,482| 26,398| 26,094| 29,432
30 28,366/ 29,960| 32,106 27,312| 30,681 27,032| 27,095| 29,701| 29,186| 27,321| 26,590| 24,075 30,040, 30,703| 30,495| 32,620
40 27,303| 28,472| 30,655| 26,478| 28,673| 25,987| 26,173| 27,642| 27,193| 25,037| 22,973| 23,078| 29,073 28,773| 27,908| 30,173
5o 28,182| 29,037| 29,735| 25,147| 28,804| 26,397| 26,438| 27,543| 30,732| 29,157| 25,882| 27,091| 29,315 29,197| 28,473| 29,681
2° dia de tratamento 28,562| 28,673| 30,486| 26,076| 29,581| 26,932 26,873| 28,224| 28,731| 25,182| 27,503| 24,025| 29,381 29,793| 29,539| 30,384
3° dia de tratamento 29,371 28,793| 31,084| 26,452| 29,604| 27,142| 26,091| 29,327| 29,462| 26,093| 27,581| 24,319| 29,671 29,520| 30,177| 31,652
40 dia de tratamento 27,640| 28,105| 29,237| 25,703| 28,214| 26,652| 26,743| 28,069  28,829| 26,032| 26,945| 26,196| 29,318 29,023| 29,714| 30,150
5° dia de tratamento 28,312| 29,473| 30,290| 26,483| 29,475| 26,691| 27,023| 28,533| 29,952| 26,901| 27,023| 24,068| 30,099 29,879| 29,203| 29,846
6° dia de tratamento 28,236| 29,124| 30,416| 25,409| 29,433| 26,584| 26,632| 28,481| 29,876| 26,310| 25,853| 22,960| 30,858/ 29,650/ 29,618| 30,553
7° dia de tratamento 28,446 29,048| 30,395| 25,086| 29,855| 26,724| 27,080| 28,238| 29,876| 25,602| 25,012| 24,260| 30,190| 29,947| 29,028| 29,932
6° 28,715| 29,325| 30,946| 25,615| 29,776| 26,854| 27,363| 28,352| 29,324| 26,186| 26,447| 26,635| 30,442| 30,035| 29,296/ 30,591
9° dia de tratamento 28,941 29,076| 30,167| 26,155| 29,182| 27,025| 26,874| 28,658| 29,652| 27,322| 27,195| 24,144| 29,758 29,840| 29,753| 30,002
10° dia de tratamento 28,706| 29,577| 31,028| 26,354| 29,853| 27,110| 26,814 28,381| 29,874| 26,133| 25,357| 25,154| 30,145 29,973| 29,977| 30,636
11° dia de tratamento 29,192| 29,581| 31,054| 27,190| 30,103| 27,790| 27,449| 28,793| 29,685 27,640| 27,581| 25,016 30,534, 30,010| 30,387| 30,054
12° dia de tratamento 28,560| 29,867| 30,216| 26,791| 29,995 27,813| 26,914| 28,892| 29,846| 27,205| 27,737| 24,935| 30,110/ 29,860| 29,570| 29,044
13° dia de tratamento 28,980| 29,975| 30,960| 26,496| 29,810| 27,658| 26,773| 29,130| 29,024| 27,213| 28,165| 24,350 30,150/ 30,521| 29,794| 29,571
14° dia de tratamento 28,322| 30,890| 30,022| 27,584| 29,822| 29,547| 28,153| 29,818| 30,927| 28,015| 28,801| 24,879| 30,254, 30,018| 29,258| 30,120
7° 28,909/ 30,853| 31,018| 27,932| 30,018| 29,794| 28,995| 29,925 30,857| 28,954| 28,936| 25,207| 30,594, 30,937| 29,893| 30,334
8° 28,801 30,126| 29,962| 27,393| 30,335| 28,047| 26,816| 28,954| 30,231| 27,443| 29,054| 25,118| 30,488 30,523| 30,042| 32,136
ge 29,504| 30,278| 31,667| 28,504| 30,058| 28,446| 26,502| 28,931| 30,908| 27,896| 29,692| 25,843| 29,975 29,483| 29,874| 31,657
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Semanas Controle Lanette Pomada EDF Pomada EHF
0 26,250/ 25,300/ 21,9000 24,800 24,839| 29,211 27,672 25,030 26,602 25,760 25,194 27,530
1° 29,906| 28,613| 27,743] 26,653| 24,873| 29,714 27,032 25,154| 27,463 26,734 26,914| 28,225
20 30,192| 28,420, 27,092] 24,837 26,113| 30,478 28,732 26,478/ 29,032 27,659 28,358/ 28,063
3° 32,076] 29,014/ 30,590, 29,227| 29,978/ 32,900, 31,300/ 29,715 32,620, 31,050 32,413| 31,570
40 30,972| 28,293 29,578 27,497| 26,734| 30,879 29,532| 27,489| 29,079, 27,352| 28,213| 28,364
50 32,837/ 29,782/ 30,435 28,873 27,853| 30,792| 29,987 28,035/ 30,683 29,087 30,126/ 30,094
2° dia de tratamento 32,093 29,655 30,201 28,057 27,530/ 31,697 30,193 28,602 30,657 29,193 29,226/ 29,730
3° dia de tratamento 31,472| 28,734| 29,912| 28,391| 27,855| 31,602 29,735/ 27,688 29,652| 28,793 29,014| 29,542
4° dia de tratamento 30,875 27,913| 29,148/ 28,036| 27,246| 31,143 29,952 27,831| 30,408 29,973 29,381| 29,497
5° dia de tratamento 31,782| 27,400, 30,092 28,475/ 27,751| 31,482 30,265/ 28,382 30,501 29,164 29,720/ 30,010
6° dia de tratamento 30,879 26,991 30,122 28,327 27,556/ 30,887 29,860 27,951| 30,385 29,154 29,295 29,630
7° dia de tratamento 31,263| 26,675 30,754, 28,321| 27,583| 30,965/ 30,186 28,326/ 30,446, 29,831 29,923| 30,078
6° 31,605 26,714 30,432] 27,667 27,692| 31,038 30,184 28,630/ 30,219 28,593 29,162| 28,415
9° dia de tratamento 31,502| 26,643 30,656, 28,468 27,709| 31,406 30,294 28,503| 30,788 29,051 29,591| 30,126
10° dia de tratamento 31,814 26,799 31,062] 28,709 28,108/ 31,096 30,699 28,533| 30,814 29,253 30,016/ 30,384
11° dia de tratamento 32,779| 28,849| 32,437, 29,914| 28,342| 31,329 30,752 29,732| 31,791 30,015/ 30,443| 30,692
12° dia de tratamento 31,352| 28,174 31,376) 29,136/ 28,493| 31,018/ 30,717 28,926/ 31,619 29,964 30,645/ 31,233
13° dia de tratamento 31,801 28,285 32,134 28,778/ 28,154| 31,167 31,451 29,925/ 31,980 30,174 30,416/ 30,768
14° dia de tratamento 31,628/ 28,226/ 31,590, 28,855 28,325/ 31,618/ 31,794 29,180 32,106/ 30,125 30,265 30,974
7° 31,703 28,119/ 31,600 28,898 28,404| 31,775 31,782 29,189 32,304, 30,216/ 30,304 30,997
8° 33,434| 30,221 33,127, 30,025| 28,624| 31,873 31,835 29,636/ 32,402 30,655/ 30,428/ 31,106
90 31,654/ 30,128/ 29,683 32,307| 28,687| 31,146 31,523 29,468/ 31,917 31,048/ 30,108 29,983
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#.  Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturalis Renovavels - IBAMA
Sistema de Autorizagso e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Moa s

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fiingico e microbiolégico

L Nimero: 17085-1 Datta da Emisséo: 11/08/2008 17:52

Dados do titular
[Registro no lbama: 2731540 Nome: Maria Licia Belém Pinheiro CPF: 005.152.642-53 ]
Ressalvas

1 | As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou Juridica estrangeira, em todo o territério nacionail, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e

materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes dta cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas za autorizacio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

plataforma continental ou na zona econdmica exclusiva; V)da Fundacdo Palmares, quando as atividades de #pesquisa forem executadas em areas de Quilombolas; V1)
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e da Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, quando da entrada e saida de material biolégico do Pais; Vi)
do Departamento Nacional da Produgéo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragio de depositos fossilliferos ou a extracdo de espécimes fésseis; VIil) do 6rgéo
gestor da unidade de conservacéo estadual, distrital ou municipal, entre outras.

3 | O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didéticas no &mbito do ensino superior.
4 | E necessario a obtencdo de anuéncias previstas em outros instrumentos. legais, bem como de consentimentto do responsavel pela area, piblica ou privada, onde sera

realizada a atividade

5 | Este documento ndo abrange a coleta de vegetais hidrobios, tendo em vista que o Decreto-Lei n° 2211/1967 e o Art. 36 da Lei n° 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencéo de autorizacdo para coleta de vegetais hidrobios para fins cientificos..

6 | A autorizacao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio dio endereco eletronico www.ibama.gov.bricites. Em caso de

material consignado, consulte www.ibama.gov.br/sisbio - menu Exportacgo.

7 [ Este documento ndo € valido para: a} coleta ou transporte de espécies que constermn nas listas oficiais de E=spécies ameacadas de extingdo; b) recebimento ou envio
de material biolégico ao exterior; e c) realizagao de pesquisa em unidade de conservacao federal ou em caveerna.

8 | Este dox to néo disp 3 pri da legislaca

que dispGe sobre acesso a componente déo patriménio genético existente no territério nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ac conhecimento tradicional associado am patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégico.

9 | As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas ofiziais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingso, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotaggo.

Taxons registrados
Nivel taxondmico Téxon(s)

FiLO Gimnospermae, Angiospermae

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiologgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa

Ibama n°154/2007. Através do codigo de autenticagio abaixo, qualquer cidadao podera verificarr a autenticidade ou regularidade deste documento,

&"I [ Pagina |

por meio da pégina do Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagio: 47924733
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INSTITUTO DE
EM PATOLOGIAS TROPICAIS

COMISSAQO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE PESQUISAS EM PATOLOGIAS TROPICAIS

&
[‘IPEPATRO

Rua da Beira, 7671 BR364 Km 3,5, CEP 78912-000, Porto Velho, RO, Brazil
Telefone: (55) (69) 3219-6010 - Fax: (55) (69) 3219-6000

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo projeto 2011/1 registrado sob no 2011/1 na folha 8 do livro 1 da
Comissdo de ética no uso de Animais do IPEPATRO (CEUA IPEPATRO), sob a responsabilidade da
Dra. Izaltina Silva Jardim coordenadora do projeto intitulado “Avaliagio da atividade leishmanicida de
epécies vegetais amazdnicas”, esti de acordo com os Principios Eticos de Experimentagio Animal
(COBEA) e foi aprovado pela Comissio de ética no uso de Animais do IPEPATRO (CEUA

IPEPATRO), cm 28 de abril de 2011.

Porto velho, 28 de abril de 2011.
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Relatores: : 1—) o

- Dra. Juliana Pavan Zuliani (Presidente CEUA IPEPATR

-Ms. Luiz Herman Soares Gil %’ﬁf‘;\
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