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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada cujo tratamento disponibilizado
estd associado a uma série de efeitos toxicos, alto custo e diminuicdo da eficacia
terapéutica devido ao aumento da resisténcia pelos parasitas. Assim, a pesquisa de
novas drogas mais eficazes e seguras torna-se de grande importancia. Compostos
derivados de produtos naturais pode ser uma fonte mais eficaz e econdmica para o
tratamento desta parasitose. Este estudo avaliou a atividade leishmanicida da
espécie Spiranthera odoratissima (Rutaceae) testando suas fragdes e isolados in
vitro, in vivo e in silico utilizando formas promastigota e amastigota de diferentes
espécies de Leishmania em macréfagos J774 A.1. Os ensaios in vitro avaliaram
citotoxicidade, producéo de 6xido nitrico (NO), producao de citocinas interleucina 10,
interleucina 12 e IFN-y. A expressdo da proteina quinase p38 ativada por mitdbgeno
(p38 MAPK) e NF-kB (p50 e p65) foi avaliada in vitro por western blotting. Os
resultados observados in vitro da fracdo hexanica do fruto (Fhf) e seu alcaloide
isolado esquimianina (Skm) demostraram uma significante acdo leishmanicida
(P<0-001) contra L. braziliensis. Esta a¢ao foi associada ao aumento da producao de
oxido nitrico e diminuicdo de IL-10 em macrofagos assim como aumento da
producédo de citocinas Thl como IlI-12 e IFNy para as concentracdes estabelecidas
entre 1.6 a 40 yg/ml. Fhf e Skm demostraram induzir a expresséo de p38 e NFkB,
vias estas envolvidas na producédo de citocinas Thl e na inducéo de 6xido nitrico. Os
ensaios in vivo demostraram reduzir lesdo em camundongos Swiss infectados com
L. braziliensis, assim como foi reduzido a carga parasitaria em linfonodos e baco
destes animais. O ensaio in silico demonstrou interacao significativa entre Skm e
residuos de aminoacidos de NOS-II. Estes resultados em conjunto sugerem que 0
alcaloide esquimianina € um candidato promissor contra L. braziliensis devido sua

potente atividade imunomoduladora.

Palavras chaves: Spiranthera odoratissima (Rutaceae), efeito leishmanicida,

esquimianina, Fhf, NOS-II, atividade imunomoduladora.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the neglected diseases. High cost, systemic toxicity,
and diminished efficacy due to development of resistance by the parasites has a
negative impact on the current treatment options. Thus, the search for a new,
effective and safer antileishmanial drug becomes of paramount importance.
Compounds derived from natural products may be a better and cheaper source in
this regard. This study evaluated the in vitro, in vivo and in silico antileishmanial
activity of Spiranthera odoratissima (Rutaceae) fractions and isolated compounds,
using promastigote and amastigote forms of different Leishmania species. J774 A.1
macrophage was used as the parasite host cell for the in vitro assays. Evaluations of
cytoxicity, nitric oxide (NO), interleukin-10, interleukin-12, IFN-y were obtained in vitro
and expression of p38 mitogen activated protein kinase (p38 MAPK), NF-kB (p50
and p65) was studied by western blotting.in vivo and in silico analysis were carried
out. In vitro experiments showed that the fruit hexanic fraction (Fhf) and its alkaloid
skimmianine (Skm) have a significant (P<0-001) effect against L. braziliensis. This
anti-L. braziliensis activity of Fhf and Skm was due to increased production of NO
and attenuation of IL-10 production in the macrophages in contrast of IL-12 and IFN-
y levels increased at concentrations ranging from 1-6 to 40-0 pg/ml. Fhf and Skm
showed expression of p38 and NF-kB, pathways involved in the production of Th1
cytokines and nitric oxide. In vivo testing showed reduction in lesion size in mice
infected with L. braziliensis, as well as reduction in parasite burden in linfonode and
spleen. The in silico assay demonstrated significant interaction between Skm and
amino acid residues of NOS2.Skm is thus a promising drug candidate for L.

braziliensis due to its potent immunomodulatory activity.

Keywords: Spiranthera odoratissima (Rutaceae), leishmanicidal effect, skimmianine,

Fhf, NOS-II, immunomodulatory activity.
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1.0 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodrios do género
Leishmania, transmitidas por meio de vetores flebotomineos infectados. Essas
doencas possuem um espectro grande de manifestacdes clinicas, e essas
diferencas estdo relacionadas a espécie de Leishmania envolvida (WHO 2010). No
Brasil, a média de casos de Leishmaniose Visceral (LV) no periodo de 2005 a 2009,
foi de 3.679 casos/ano, com uma taxa de letalidade de 5,8% em 2009. Quanto a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), no periodo de 2000 a 2009, foi
registrada uma média de 24.684 casos confirmados de LTA no Sistema de

Informacao de Agravos de Notificagéo (Sinan). (WHO, 2010)

O crescimento significativo das leishmanioses na ultima década tem sido
causado por diversos fatores, dentre estes, degradacdo ambiental, urbanizacdo nao
planejada e como recidiva de infeccdo assintomatica em pacientes acometidos pela
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, contudo também nestes ultimos anos foi
observado um melhor entendimento da biologia da leishmania incluindo o
sequenciamento do genoma de muitas espécies, a analise pds-gendmica destes
parasitas e sua relacdo com a resposta do hospedeiro (KAYE, P. M. e BLACKWELL,
J. M., 2008), assim como foi observada também a recombinagédo sexual entre estes
parasitas (AKOPYANTS, N. S. et al., 2009), além de um melhor entendimento da
intrincada vida deste parasita nos insetos vetores (DOBSON, D. E. et al., 2010;
SADLOVA, J. et al., 2010)

Em ordem crescente de envolvimento sistémico e de gravidade clinica, a
leishmaniose humana pode ser classificada em cutédnea, mucocutanea e visceral
(BATES, P. A., 2007; MUSA, A. M. et al., 2010).
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A leishmaniose cutanea é a manifestacéo clinica de maior ocorréncia ao redor
do globo (mais de 90% dos casos), inclusive no Brasil, e pode ser dividida em trés

grupos, de acordo com as apresentacdes clinicas que ocorrem:

1. Leishmaniose cutanea: forma mais frequente da doenca, com lesdes formadas,

geralmente no local da picada do inseto, sem disseminacéo a distancia e com

tendéncia a cura espontanea.

2. Leishmaniose cutaneo-mucosa: com lesfes tanto na pele quanto na mucosa das

vias aéreas superiores, com intensa atividade imunopatoldgica e metastatizacéo

das lesoes.

3. Leishmaniose cutanea difusa: forma mais rara da doenca, com lesées nodulares

disseminadas por todo o tegumento, ricas em parasitas. (MAYRINK, W. et al.,
1979; CUNNINGHAM, A. C., 2002)

Sado conhecidas pelo menos treze espécies de Leishmania spp. causadoras
de alguma variagdo da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), agrupadas em
dois grandes grupos de Subgéneros, denominados '‘Complexos’', conforme as
caracteristicas morfoldgicas do agente causador (LAINSON, R. et al., 1987). Séo

eles:

e Leishmania (Leishmania), que inclui as espécies patogénicas para seres

humanos L. amazonensis, L. mexicana, L. pifanoi, e L. venezuelensis.

e Leishmania (Viannia), que inclui L. brasiliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L.

naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. shawi, L. lindembergi e L. colombiensis.
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A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, € uma zoonose
causada por protozoarios parasitos constituintes do complexo “Leishmania
donovani” que inclui os seguintes parasitos do género Leishmania: Leishmania
(Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum em paises do Velho
Mundo, e Leishmania (Leishmania) chagasi em paises do Novo Mundo.

E uma doenca cronica que ataca os 6rgaos internos, principalmente o figado,
baco, medula 6ssea e linfonodos (KAYE, P. e SCOTT, P., 2011). Causada por
protozoarios intracelulares obrigatorios pertencentes ao complexo donovani do
género Leishmania (BADARO, R. et al., 1986), como L. donovani no velho mundo e
L. chagasi/infantum no novo mundo, que infectam preferencialmente macréfagos
(LUKES, J. et al., 2007).

Pesquisando os aspectos moleculares da relacdo parasita-vetor e as
interacOes vetor-hospedeiro da leishmaniose, Sacks e Kamhawi verificaram que a
doenca pode ser transmitida por mais de 29 vetores diferentes nas Américas, e que
no Brasil o vetor principal da leishmaniose visceral € o Lutzomia longipalpis (SACKS,
D. e KAMHAWI, S., 2001).

A doenca € endémica em 88 paises, com prevaléncia de 12 milhdes de casos
e incidéncia estimada em 500.000 casos/ano, predominantemente pediatrica
(MALLA, N. e MAHAJAN, R. C., 2006), com um amplo espectro de manifestacbes
clinicas que vao desde o acometimento tegumentar leve até o envolvimento visceral

grave.
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Tabela 1- Principais espécies de Leishmania que afetam seres humanos*

Principais manifestacdes clinicas Espécies
Velho mundo
Leishmaniose visceral Leishmania donovani e Leishmania
infantum
Leishmaniose cutanea Leishmania major, Leishmania tropica e

Leishmania aethiopica

Leishmaniose cutaneo difusa L. aethiopica

Novo mundo, Subgénero Leishmania

Leishmaniose visceral L. infantum L. chagasi

L. infantum, Leishmania mexicana,
Leishmania pifanol e Leishmania
amazonensis

Leishmaniose cutanea

Leishmaniose cutaneo difusa L. mexicana e L. amazonensis

Novo mundo subgénero Viania

Leishmaniose cutanea Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania panamensis e
Leishmania peruviana

Leishmaniose mucocutanea L. braziliensis e L. panamensis

(*Adaptado de KAYE, 2011)

Todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas aos hospedeiros
mamiferos por insetos do género Phlebotomus Lutzomyia. As fémeas destes vetores
albergam na regido média e posterior do intestino formas prociclicas, ditas imaturas,
e formas promastigota metaciclicas infectivas. Estas Ultimas estdo presentes no
in6culo quando os vetores fazem a hematofagia em diversos vertebrados, que
podem ser alguns roedores, cdes ou 0 préprio homem. Apo6s a entrada de formas
promastigota metaciclicas no hospedeiro vertebrado, estas mudam de ambiente
enfrentando assim seu primeiro obstaculo: escapar de mecanismos de resposta do
sistema imune (HANDMAN, E., 1999; ANDRADE, B. B. et al., 2007). Moléculas

presentes na membrana do parasita tais como o Lipofosfoglicano (LPG) e a gp63

23
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Sa0 responsaveis, em parte, por estes mecanismos que permitem ao parasita

sobreviver neste novo microambiente (WINBERG, M. E. et al., 2009)

O LPG é o principal antigeno de membrana da forma metaciclica e tem
estrutura glicolipidica complexa, estando presente na superficie da Leishmania,
inclusive no flagelo (SPATH, G. F. et al., 2003). O LPG impede que moléculas do
complexo de ataque a membrana do sistema complemento tenha acesso a
superficie do parasita, reduzindo a sua lise. Além disso, a associacdo do LPG a
moléculas séricas, C3b e C3bi, permite a entrada de formas infectivas do parasita
em macrofagos humanos, através de seus receptores, CR1 e CR3, respectivamente
(SPATH, G. F. et al., 2003).

A gp63 também pode contribuir para a resisténcia das formas promastigota
metaciclicas pela sua atividade proteolitica sobre as moléculas do sistema
complemento. A protedlise do C3 e C5 do complemento pela gp63 gera peptideos
guimiotaticos, C3a e Cba, respectivamente, 0s quais atraem macréfagos imaturos
que, por ndo estarem ativados, expressam poucas moléculas do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) da classe Il, importantes para a apresentagcao
de antigenos para os linfécitos T (GOMEZ, M. A. et al.,, 2009). Esta expressao
deficitaria do MHC da classe Il reduz a apresentacdo de antigenos para os linfécitos

T, o que propicia a multiplicacéo do parasita durante a fase inicial da infecgéo.

Apesar das espécies de Leishmania serem consideradas como parasitas
intracelulares obrigatérios de macréfagos, estudos recentes in vitro e in vivo
demonstraram um grau maior de interacdo destes parasitas com outras células
hospedeiras, inclusive células hematopoiéticas, que surgem a partir de um precursor

mieloide comum e para células n&o hematopoiéticas como fibroblastos.

Em 2003, Laskay e colaboradores sugeriram que neutréfilos poderiam atuar
na hipétese “cavalo de Tréia” ajudando formas promastigota a atingirem seus
objetivos (LASKAY, T. et al., 2003). Neste modelo, formas promastigota infectam
neutrofilos que, por sua vez, entram em apoptose e sao fagocitados por macrofagos.

A internalizagdo através do reconhecimento do neutréfilo apoptotico evita o contato
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direto do parasita com receptores macrofagicos e induz a producdo de fator de
necrose tumoral beta- 1 (TGF-B1). Desta forma, a entrada do parasita no macréfago
é facilitada e a ativacdo desta célula inibida, resultando no estabelecimento da

infeccéo

Na infeccdo por L. major, as consequéncias da fagocitose de neutrofilos
apoptoéticos por macréfagos apresentam dois comportamentos que dependem do
gendtipo do hospedeiro (RIBEIRO-GOMES, F. L. et al., 2004). Em camundongos
BALB/c, a fagocitose de neutrofilos apoptéticos leva a um aumento de sua carga
parasitaria em um mecanismo dependente da secrecdo de TGF-B1 e prostaglandina
E2 (PGE2). JA em camundongos C57BL/6, a carga parasitaria diminui de maneira
dependente de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e elastase neutrofilica
(RIBEIRO-GOMES, F. L. et al., 2004). Resultados recentes sugerem que a
fagocitose de neutréfilos humanos apoptoticos favorece a replicacéo
intramacrofagica de L. amazonensis via inducdo de TGF-1 e PGE2 (AFONSO, L. et
al., 2008). Nestes modelos, os parasitas intracelulares aproveitam o ambiente
gerado pela interacdo entre as células apoptéticas e os macrofagos como
mecanismo de escape devido a inibicdo da resposta inflamatoéria e evasdo da morte

no momento da infeccdo da célula hospedeira.

Além da capacidade que patdégenos intracelulares tém de se beneficiarem dos
processos anti-inflamatérios induzidos pelo reconhecimento de células apoptéticas
por macrofagos, tem sido demonstrado que parasitas do género Leishmania sao
capazes de atuar de maneira ativa no programa de morte celular, seja pelo suicidio
de uma subpopulacdo para garantir o sucesso do restante da populacdo, seja por
mimetizar o fenotipo apoptético, ajudando o parasita a evadir 0s mecanismos

microbicidas do sistema imune do hospedeiro.

by

O reconhecimento de células apoptéticas ocorre devido a expressao ou
exposicao de ligantes de superficie que interagem com as células fagociticas do
sistema imune inato, como macrofagos e células dendriticas, sendo a fosfatidilserina

(PS) um dos principais ligantes estudados nesse contexto (MOREIRA, M. E. e
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BARCINSKI, M. A., 2004). O PS e um fosfolipidio estrutural presente no folheto
citoplasmatico da membrana da bicamada lipidica que € externalizado em resposta
a um estimulo apoptoético, caracterizando um dos eventos iniciais desse tipo de
morte celular programada (MOREIRA, M. E. e BARCINSKI, M. A., 2004). Até este
momento ndo esta claro se existe um receptor especifico para o PS e qual seria
esse receptor, mas existe um consenso atual que o sistema de reconhecimento de
ligantes na superficie de células apoptéticas compreende Vvarios receptores na
membrana de fagdcitos que atuam de modo redundante, otimizando a capacidade
do organismo de eliminar rapidamente essas células (BRATTON, D. L. e HENSON,
P. M., 2008).

Em modelos murinos de infec¢do por L. amazonensis, a exposicdo de PS foi
dependente do perfil genético de susceptibilidade (BALB/c) ou resisténcia
(C57BL/6), induzindo respectivamente alta ou baixa expressdo da molécula, com
consequéncias diferenciais para a resposta imune na eliminacdo do parasita
(WANDERLEY, J. L. et al.,, 2006). O TGF-B1 é uma das principais citocinas
envolvidas na resposta macrofagica deflagrada em reconhecimento ao PS, é capaz
de potencializar a via da arginase levando a producao de poliaminas, importantes
moléculas envolvidas em eventos de proliferacéo celular e apoptose (WANDERLEY,
J. L. et al.,, 2005). A capacidade indutora da producdo de TGF-B1 tem sido
considerada como um mecanismo de viruléncia potencial responsavel pela infeccao
de humanos com L. amazonensis, bem como um mecanismo de escape para esse
parasita (BARRAL-NETTO, M. et al., 1992; BARRAL, A. et al., 1995). Altos niveis de
TGF-B1 foram observados em lesdes de pacientes com leishmaniose cutanea
difusa, quando comparado a lesdes de cutanea localizada (DIAZ, N. L. et al., 2006).
Por outro lado, Giudice e cols. demonstraram que a resisténcia ao oxido nitrico de
isolados de L. amazonensis obtidos de pacientes com diferentes formas clinicas se
correlaciona com a severidade da doenca (GIUDICE, A. et al., 2007). Entretanto, a
modulacdo negativa da producéo de 6xido nitrico na célula hospedeira induzida pela

exposicao de PS na superficie de L. amazonensis ainda nao foi demonstrada.
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A habilidade em induzir uma resposta anti-inflamatéria utilizando
caracteristicas de células apoptéticas parece ser um mecanismo comum entre
patégenos intracelulares que precisam lidar com mecanismos microbicidas das
células hospedeiras. Situacdo semelhante parece ocorrer em outras infeccdes
parasitarias, como tem sido mostrado na infecgdo por Toxoplasma gondii (SEABRA,
S. H. et al.,, 2004) e formas tripomastigotas de T. cruzi (DAMATTA, R. A. et al.,
2007), onde em ambos, a exposi¢cdo de PS pelo parasita inibe a producdo de 6xido
nitrico durante a infeccdo de macrofagos. Além disso, alguns virus utilizam um
mecanismo semelhante para serem internalizados por células hospedeiras, como o
virus Vaccinia (MERCER, J. e HELENIUS, A., 2008) e Citomegalovirus (SOARES,
M. M. et al., 2008).

1.1 APRESENTACAO ANTIGENICA E O DESENVOLVIMENTO DAS RESPOSTAS

IMUNE CELULAR E HUMORAL.

A apresentacdo antigénica € um fator determinante para que ocorra uma
resposta imune efetora contra o patégeno. A resposta imune € mediada inicialmente
pelas células dendriticas (DCs, dendritic cells), as quais ativadas fagocitam o
parasita no local do in6culo e expressam o0s peptideos antigénicos derivados do
patdgeno associados a moléculas do MHC de classe Il. Nos linfonodos drenantes,
esses peptideos sdo apresentados a células T auxiliar naive (virgem). A
apresentacdo antigénica, a expressdo de moléculas coestimuladoras, além de
fatores relacionados a natureza do parasita e do microambiente celular levam os
linfécitos T auxiliares a desenvolverem padrdes de citocinas que definem as
respostas Thl e Th2, associadas a resisténcia e susceptibilidade a infeccéo por
Leishmania, respectivamente (KAYE, P. e SCOTT, P., 2011).
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As citocinas sdo mediadores soluveis produzidos pelas células envolvidas na
resposta imune. A presenca dos parasitas esta frequentemente associada com a
producdo de determinadas citocinas e a importancia dessas moléculas na infecgédo
parasitaria € hoje bem conhecida, a partir de modelos murinos experimentais,
principalmente na infecgao por parasitas do género Leishmania. Nestes modelos, os
mais conhecidos se referem a camundongos de linhagens isogénicas infectados
pela espécie Leishmania major tais como C57BI/6, CBA/J, C3H/He ou B10D2 que
resistem de forma eficaz a infec¢éo, curando-se em poucos meses (MOUGNEAU, E.
et al., 2011). Por outro lado, os camundongos BALB/c apresentam deficiéncia na
resposta imune mediada por células T e falham no controle da multiplicacédo
parasitaria propiciando a visceralizacdo do parasita e a morte dos animais (SACKS,
D. e NOBEN-TRAUTH, N., 2002).

A resisténcia ou a susceptibilidade a leishmaniose em murinos esta associada
a duas populacBes de células T CD4", funcionalmente diferentes e definidas pelo
padrdo de citocinas que produzem uma observacado que tem sido estendida também
a situacdo humana (ALEXANDER, J. e BRYSON, K., 2005).

Em camundongos isogénicos infectados com Leishmania major as células T
CD4" auxiliares 1 (Th1l) produzem maiores concentracdes de Interleucina 2 (IL-2),
Interferon-y (IFN-y) e Linfotoxina (LT), enquanto que células T CD4" auxiliares 2
(Th2) produzem IL-4, IL-5 e IL-13 (Launois et al., 1998). Em termos gerais, esta
dicotomia Thl1/Th2 relaciona-se com diferentes fungbBes efetoras: células Thl
produzem citocinas responsaveis por reacbes imunes mediadas por células,

enguanto que células Th2 estdo envolvidas na imunidade humoral.

A resposta Thl, desenvolvida por camundongos de linhagens isogénicas, tais
como, a C57BI/6 e a C3He, esta associada a resisténcia contra a infec¢cdo por L.
major demonstrada em experimentos nos quais, atraves de transferéncia adotiva
comprovou-se a participagcdo crucial das células T nesta resposta (Launois et al.,
1998). A relacéo entre a susceptibilidade a infeccao por Leishmania e a presenca de

resposta Th2 foi confirmada a partir de observacoes feitas em camundongos BALB/c
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susceptiveis, quando tratados no inicio da infeccdo com anticorpos contra moléculas
de IL-4, revertendo a resposta Th2 predominante e conferindo a estes resisténcia
acompanhada pelo desenvolvimento de resposta Thl CD4" (LAUNOIS, P. et al,,
1998).

Dentre os fatores solUveis que propiciam a resposta Thl e consequente
resisténcia contra a leishmaniose, a IL-12 desempenha um papel importante na
diferenciacao deste tipo de resposta e induz citotoxicidade e secre¢ao de IFN-y por
linfécitos T e células NK (D'ANDREA, A. et al., 1992). Neste contexto, o IFN-y
proveniente de células NK e linfocitos T, ativa macréfagos induzindo a producéo de
moléculas toxicas tais como o peroxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO)
(ESCALONA-MONTANO, A. R. et al., 2010).

Enquanto que células Thl produzem IFN-y que confere protecdo eficaz
mediada por células contra a leishmaniose, a resposta Th2 propicia em contrapartida
o desenvolvimento destes parasitas intracelulares, pois suplanta de forma
satisfatoria a resposta Thl. Em camundongos BALB/c, susceptiveis a leishmaniose,
alguns tipos celulares tais como células T CD4", mastdcitos, eosintfilos e a
subpopulacao de células NKT 1.1 produzem niveis elevados de IL-4, logo no inicio
da infecgdo por Leishmania major. Esta producdo inicial de IL-4, no inicio da
infeccdo, induz a diferenciacdo de células ThO em Th2, que produzem IL-4, IL-5 e IL-13
(LAUNOIS, P. et al., 1995).

Trabalhos tém demonstrado a participacdo da IL-13, uma citocina similar a IL-
4, nos eventos que levam a diferenciacdo das células ThO em Th2 (revisto por
MCKENZIE, A. N., 2000). Estas duas citocinas inibem a sintese de IL-12, importante
na inducao da resposta Thl e interferem de forma direta na produgéo de NO. Tanto
a IL-4 quanto a IL-13 atuam reduzindo a expressdo do mRNA da iNOS, responsavel
pela producdo do NO (BOGDAN, C. et al., 1994; BOGDAN, C. et al., 1997).

No caso da IL-4, quando macréfagos peritoneais murinos, ativados in vitro
com IFN-y e LPS, sado preincubados com esta citocina, ocorre inibicdo da INOS e da

producdo de NO. Este mecanismo supressivo ocorre em duas etapas: inicialmente,



SANTOS, R. A. N. (2012) | 30
INTRODUCAO
reduzindo a expressdo do mMRNA desta enzima e posteriormente diminuindo a
concentracdo daiNOS (BOGDAN, C. et al., 1994).

Além dos efeitos sobre os macréfagos, as citocinas de linfécitos Th2 induzem
outros padrbes efetores de respostas ineficientes na resposta a parasitas
intracelulares. A IL-4 induz a producédo de IgE por linfocitos B de camundongos e
humanos, imunoglobulina importante no mecanismo de Citotoxicidade Celular
Dependente de Anticorpos (ADCC) contra helmintos (Handman et al., 2000). A IL-4
€ ainda importante na maturacdo de basdfilos na medula Ossea, células que
ativadas pela IgE associada ao antigeno, liberam histamina e outras aminas
vasoativas levando a migracdo de células para o foco inflamatério (MCKENZIE, A.
N., 2000).

Outra citocina importante na resposta Th2 € a IL-5 que aumenta a producao e
a ativacdo de eosinodfilos contribuindo para a exacerbacdo de mecanismos da
resposta humoral, desencadeada pela producdo da IL-4 (BOGDAN, C. e
ROLLINGHOFF, M., 1999).

Moléculas tais como o TGF-B e a IL-10 também inibem uma série de
atividades dos macroéfagos, dentre elas a producdo de IL-12 (revisto por MA, X.,
2001). A producédo de TGF-p também esta associada a susceptibilidade a infeccao
por Leishmania porque aumenta a degradacdo do mRNA da iNOS, diminuindo a
traducao da enzima iINOS (VODOVOTZ, Y. e BOGDAN, C., 1994).

A IL-10, assim como o TGF-B, inibe a producédo de NO bloqueando a sintese
de mRNA de TNF-qa, importante na indugdo da iINOS em associagdao ao IFN-y
(OSWALD, I. P. et al., 1992). Altas concentragdes de IL-10 sao produzidas durante a
infeccdo por Leishmania, quando moléculas de IgG, ligadas a formas amastigota,
associam-se a receptores para Fac. desta IgG (KANE, M. M. e MOSSER, D. M., 2001).

Recentemente, um novo padrdo imune denominado Th1l7 tem sido descrito
(IWAKURA, Y. e ISHIGAME, H., 2006; WEAVER, C. T. et al., 2007), esta resposta é

modulada pela citocina pro-inflamatoria IL-17, secretadas principalmente por
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linfocitos ativados (CD4+ e CD8+) (MIOSSEC, P., 2003) e que tem sido implicada
em varias doencas inflamatérias humanas, por exemplo, artrite reumatoide,
psoriase, esclerose multipla, doenca inflamatoria intestinal e asma (IWAKURA, Y. e
ISHIGAME, H., 2006; WEAVER, C. T. et al., 2007). A IL-17 estimula uma variedade
de células, por exemplo, fibroblastos, macréfagos e células endoteliais a produzirem
mediadores inflamatdrios incluindo IL-1, TNF-a e quimiocinas. Estes eventos levam
ao recrutamento de neutrofilos e outros leucdcitos, células que caracterizam
doencas inflamatérias. As células Thl7 parecem desempenhar papéis
complementares a respostas Thl na leishmaniose visceral humana, sendo ambos
requisitados para completa protecdo do hospedeiro. A IL-17 também aumenta a
producdo de IL-6, que possui efeitos pro-inflamatérios e regulatdrios da resposta
imune (KORN, T. et al., 2009) e a IL-22 aumenta a producdo de moléculas pro-
inflamatérias (BONIFACE, K. et al., 2005). Sinergicamente IL-17 e IL-22
aumentaram a producdo de peptideos antimicrobianos, como as B defensinas, por
células epiteliais (LIANG, S. C. et al., 2006). Ambos os aumentos da barreira
protetora epitelial e o recrutamento de células inflamatérias, incluindo neutrdfilos,
para a epiderme e figado, podem contribuir para a protecdo contra a Leishmania
(BONIFACE, K. et al., 2005; ZENEWICZ, L. A. et al., 2007).
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Figura 1 Ciclo de vida da Leishmania.
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Durante o repasto sanguineo, 0 mosquito regurgita formas promastigota metaciclicas
em conjunto com imunomoduladores derivados do parasita (proteofosfoglicanos) e
varios componentes salivares. As formas metaciclicas séo depois fagocitadas por um
dos vérios tipos de células possiveis que sdo encontradas no local da infeccdo. Depois
de se estabelecer intracelularmente as promastigota metaciclicas transforman-se em
amastigota aflageladas, as quais replicam-se no interior das células hospedeiras,
rompemdo-as gquando muitas amastigota estdo presentes, permitindo a reinfeccédo dos
fagécitos locais. O ciclo de transmissdo € completo em umnovo repasto sanguineo
quando amastigota convertem-se em promastigota no intestino médio dos
flebotomineos. (Adaptado de KAYE, 2011)
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1.2 OXIDO NITRICO MOLECULA CHAVE NA RESPOSTA INTRACELULAR

EFETIVA CONTRA LEISHMANIA

O oxido nitrico é uma das menores moléculas bioativas que pode ser
produzido por diversos tipos celulares. Nos mamiferos trés isoformas distintas séo
conhecidas: 6xido nitrico neuronal (N)NOS ou NOS-I, 6xido nitrico induzivel ()NOS
ou NOS-II e oxido nitrico endotelial (€)NOS ou NOS-III. Estas enzimas sdo produtos
da ativacdo de diferentes genes, com diferentes localizagbes, regulacéo,

propriedades cataliticas e sensibilidade inibitoria.

As isoformas NOS-IIl e NOS-I sdo ambas constitutivas e dependentes de
Ca?*-calmodulina (CaM). (BARRETO, R. D. L. et al., 2005). A expressdo de NOS- ||
€ independente de calcio e sua expressdo pode ser induzida em grande variedade
de células e tecidos através de citocinas e lipopolissacarideo (LPS) bacteriano
(ASSREUY, J. et al., 1993), ap6s inducdo a NOS-Il produz continuamente Oxido

nitrico durante a degradacao enzimatica.

O NO é uma molécula extremamente reativa, produzida por um processo
oxidativo a partir da L-arginina (NATHAN, C., 1992), dependendo das concentragdes
nos tecidos o 6xido nitrico pode apresentar uma variedade de fun¢des biologicas tais
como o relaxamento vascular, a modulacdo da agregacdo plaquetaria, algumas
formas de neurotransmissédo central e periférica, além de acao citotoxica e citostatica
de macréfagos (HIBBS, J. B., JR. et al., 1988).

A producdo de anion superoxido (O2) e do Oxido nitrico (NO) s&o os dois
maiores mecanismos efetores na eliminagao de parasitas intracelulares (BOGDAN,
C. et al., 1997). Apesar dos neutrofilos e macrofagos produzirem anion superoxido,
apenas a producéo do oxido nitrico é verdadeiramente eficaz no combate a infecgéo
por Leishmania (revisto em BOGDAN, C., 2001). Isto ocorre porque o parasita

desenvolve mecanismos de escape a morte pelo O,: o0 LPG e a gp63 inibem
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respectivamente, a ativacao da proteina quinase C (PKC) e a exploséao oxidativa em
monaocitos e neutréfilos humanos (SORENSEN, A. L. et al., 1994).

Numerosos estudos demonstraram a importancia da NOSII e NO no controle
de parasitos do género Leishmania. Camundongos knockout para iNOS infectados
com L. major desenvolveram formas disseminadas da doenca (EVANS, T. et al.,
1993) e observou-se aumento de INOS em infeccédo in vitro de macrofagos humanos
com L. chagasi (GANTT, K. R. et al., 2001). Esses estudos indicam que o NO é uma

molécula envolvida na viabilidade dos parasitos no interior de macréfagos.

O mecanismo de acdo do NO parece estar correlacionado a sua capacidade
de se associar a proteinas heme e proteinas ndo heme contendo Ferro e DNA, em
geral. Estas interagfes tém muitas consequéncias sobre as células alvo: inibe a
enzima ribonucleotideo redutase e as consequentes sinteses de DNA e proteina;
nitrosila o DNA levando a deaminacdo e quebras de cadeia; associa-se a aconitase
e a complexos | e Il suprimindo a respiracdo da mitocdndria; modula a regulacao
pés-transcricional em LB, além de suprimir a sintese de anticorpos e a proliferacéo
de linfocitos T (revisto por STEFANOVIC-RACIC, M. et al., 1993; NATHAN, C. e XIE,
Q. W, 1994).

Um dos mecanismos de escape de formas promastigota de Leishmania em
macréfagos consiste em impedir fosforilagdo e degradagédo do IkB citoplasmatico,
resultando em posterior proliferacdo macrofagica de formas amastigota, pela
consequente ndo formagdo de Oxido nitrico, via translocagcdo do NF-kB para o
nacleo. (PRIVE, C. e DESCOTEAUX, A., 2000). A ativacdo do NF-kB demostra ser
um fator chave na regulacdo e inducéo de IL-12 e NOS-II (GRISCAVAGE, J. M. et
al., 1996).
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1.3 NF-KB E SUA PARTICIPACAO NA PRODUCAO DO OXIDO NITRICO

O mecanismo molecular envolvido na producgao ou inibicdo de NO pela NOS-
Il est& correlacionado com a ativacdo e desativacdo do NF-kB. O NF-kB é um fator
nuclear (NF) heterodimérico, constituido de duas subunidades: p65 (também
chamada RelA) e p50 que uma vez ativado, possui a capacidade de ligar-se a uma
sequéncia de 10 pares de bases na regiao promotora do gene que codifica a cadeia
leve k das moléculas de anticorpo das células B (kB) (SEN, R. e BALTIMORE, D.,
1986; BAEUERLE, P. A. e BALTIMORE, D., 1996; SIEBENLIST, U., 1997).

Na literatura, o termo NF-kB auténtico designa a combinacdo p50/RelA, além
dessas, outras subunidades foram descritas, tais como a c-Rel, RelB e p52, sendo
provavel que diferentes tipos de combinacbes sejam capazes de ativar diferentes
genes ou ainda bloguear a transcricdo do p50/RelA. (GLEZER, I. et al., 2000)

As subunidades p50 e p52, sintetizadas como moléculas precursoras inativas,
pl05 e pl00, respectivamente, formam homodimeros inibitérios da transcri¢cao, pois
se ligam a regibes promotoras sem exercer atividade, bloqueando a interagao
desses genes com o dimero ativo p50/RelA. (GHOSH, S. et al., 1998)

O fator de transcricdo NF-kB é conservado na evolucdo e com acao descrita
em diversas células que compdem o0s organismos complexos, apresentando uma
gama de acdo superior a todos os fatores de transcricdo até entdo caracterizados.
Essa superioridade deve-se aos variados estimulos que o ativam, bem como aos
inumeros genes e fendbmenos que o NF-kB regula. Entre esses estimulos estdo os
neurotransmissores (tais como o glutamato), proteinas neurotéxicas (como a b-
amiloide), citocinas (interleucina-1 e fator de necrose tumoral), peptideo natriurético
atrial, ceramidas, produtos provenientes de virus e bactérias por irradiacéo
ultravioleta e ciclooxigenase tipo 2. Independente do estimulo, parece haver
participacdo de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) e o aumento de

calcio intracelular para a ativacao do NF-kB.
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Quando nado estimulado, o fator NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a

uma proteina inibitéria: o IkB. Esse complexo impede a translocacédo do NF-kB para
0 nucleo. Assim, a fosforilagcdo e a degradacdo do IkB sdo necessérias para que
ocorra a translocacado (BAEUERLE, P. A. e BALTIMORE, D., 1996; BALDWIN, A. S.,
JR., 1996). O IkB, assim como as subunidades que compde o NF-kB, pertence a
familia de proteinas Rel. Estudos de biologia molecular clonaram genes que
codificam oito proteinas da familia NF-kB e sete da familia IkB até o momento. Os
subtipos mais estudados de proteinas inibitorias séo o IkBa e o IkBb, sendo o papel
do IkBa melhor caracterizado. Outras proteinas inibitérias dessa familia incluem o
IkBe, IkBge o Bcl-3. A regulacdo da ativacdo do IkBa e do IkBb é diferente, o que

aumenta a complexidade da ativacéo desse fator nuclear.

Varios estimulos levam a fosforilacdo do kB, que é fundamental para sua
degradacédo. A proteina IkB fosforilada recebe a adicdo de ubiquitina, pela acdo da
ubiquitina ligase, sendo em seguida degradada pelo complexo proteossoma 26S.
Isso resulta na liberacdo do NF-kB. Tanto o IkBa como o IkBb ligam-se ao p50,
tornando a sequéncia localizadora de nucleo inacessivel, impedindo sua

translocacao.

O desmembramento do complexo IkB/NF-kB permite o transporte do NF-kB
para o nucleo, com consequente ligacdo deste nos genes que apresentam a
sequéncia regulatéria GGGACTTTCC junto a regido promotora, levando a um
aumento na expressédo do gene alvo. A fosforilagdo do IkB ocorre pela agcéo de
proteinas quinase especificas, como o complexo IkB quinase (IKK), que contém
duas subunidades com propriedades de quinase: IKKa e IKKb. O complexo IKK &
capaz de discernir entre o IkB complexado e o IkB livre, explicando o fato do kB

poder acumular-se nas células onde o IKK permanece ativado.

Muitas proteinas quinase estdo envolvidas nesse processo de fosforilagédo e
gue esse mecanismo nao esta totalmente elucidado. A implicacdo desse fator de
transcricdo como alvo terapéutico decorre da enorme quantidade de genes que

sofrem regulagdo pelo fator NF-kB, implicados em varios processos celulares, tais
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como desenvolvimento, plasticidade, morte e defesa celular. Entre tais genes pode-
se enfatizar os envolvidos na expressdo da NOS-II em macréfagos quando
estimulados com LPS, IL-18, TNF-a ou citocinas de padrao Th1 efetivos na morte de
parasitas intracelulares como as espécies de Leishmania (OZER, L. et al., 2010). A
nao expressao da NOS-II também tem sido comprovadamente atribuida a inibicao
da ativagdo do NF-kB por agentes como glicocorticoide e antioxidantes, reforcando o
envolvimento do NF-kB na producdo de fatores efetivos nas respostas celulares

mediadas pelo 6xido nitrico (PAUTZ, A. et al., 2010).

1.4 A TERAPIA CLASSICA

As drogas de escolha atualmente na terapéutica contra a Leishmania séo
derivadas de antimoniais. O primeiro agente antimonial contra esta parasitose foi 0
tartaro emético descoberto no inicio do século e rapidamente substituido por
derivados antimoniais pentavalentes, menos toxicos, estibogluconato de sédio e
antimoniato de N-metilglucamina. Estes compostos sdo dez vezes menos toxicos e
podem ser tolerados em altas doses, sendo excretados lentamente (ROBERTS, W.
L. et al, 1995). Os antimoniais pentavalentes sdo o0s medicamentos
preferencialmente indicados contra a leishmaniose por apresentarem Otima excre¢ao
renal e ndo serem acumulados nos tecidos; entretanto, causam sérios efeitos
colaterais como nauseas, diarreia, convulsdes e cardiotoxicidade, além de algumas
linhagens do parasita serem resistentes a estas drogas (LOISEAU, P. M. e BORIES,
C., 1999).

Acredita-se que as drogas que utilizam estes compostos, atuem sobre o ciclo
de vida da Leishmania, envolvendo vias bioquimicas especificas relacionadas ao
metabolismo da glicose, purina, lipideos e poliaminas (BERMAN, J. D. e
FLECKENSTEIN, L., 1991).
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1.5 ANTIMONIATO DE METILGLUCAMINA

No Brasil, o medicamento a base de antiménio, utilizado como primeira
escolha na terapéutica da leishmaniose, € o antimoniato de metilglucamina. O
composto é obtido sinteticamente a partir do acido antiménico e da N-metil-
glucamina, sendo a ultima obtida previamente a partir da aminacdo redutora da
glicose em presencga de metilamina. O composto, de formula estrutural ndo definida,
€ solavel em agua e pouco soluvel em solventes organicos. O antimoniato de
metilglucamina € especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose cutanea,
mucocutanea e visceral. O medicamento provoca regressao rapida das
manifestacdes clinicas e hematolégicas da doenca. Devido as baixas dosagens e
tratamentos descontinuos, comecaram a ocorrer falhas na terapia e consequente
aumento das formas resistentes de parasitas (BERMAN, J. D. e WYLER, D. J,,

1980; SERENO, D. e LEMESRE, J. L., 1997; BALANA-FOUCE, R. et al., 1998).

A Organizacdo Mundial de Saude preconiza que as doses de antimoniais nao
devem ultrapassar 20 mg/kg/dia, ndo se ultrapassando o limite de 850 mg de
antiménio (BALANA-FOUCE, R. et al.,, 1998), devido a sua elevada toxicidade.
Mialgias, dores abdominais, alteracdes hepaticas e distarbios cardiol6gicos séo
efeitos colaterais frequentemente associados ao uso destas drogas (HANDMAN, E.,
1999). Apos administragdo endovenosa ou intramuscular, o antimoniato de
metilglucamina é rapidamente absorvido e, praticamente, 90% do antimbnio é
excretado nas primeiras 48 h pelos rins (LIMONGI, J. P., 1973). Em consequéncia,
faz-se necessaria a administracdo de doses elevadas do farmaco, em regime
continuo, para garantir um elevado teor de antimonio nos tecidos e, assim, obter a
eficacia do tratamento. Efeitos colaterais como nefrites, disturbios gastrintestinais,

cardiovasculares e respiratérios tém sido observados.

Antimoniais pentavalentes sdo geralmente 10 vezes menos toxicos em

células de mamiferos, quando comparados aos antimoniais trivalentes (tartaro
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emético), utilizados primeiramente por Vianna em 1912 (ROBERTS, W. L. et al,,
1998). Em determinados casos, além de destruir o parasita, 0 medicamento acaba
por levar o paciente ao 6bito (MARSDEN, P. D., 1985). O antim6nio ainda pode ser
detectado no cabelo do paciente tratado com antimoniais pentavalentes ap6s um
ano do término do tratamento (DOREA, J. G. et al., 1987).

Apesar do emprego do antimoniato de metilglucamina no tratamento da
leishmaniose por mais de 50 anos, a estrutura e composicdo do composto,
igualmente ao gluconato de antiménio (V) sodico, ainda permanecem
indeterminadas. Os dados mais recentes sobre a tentativa de caracterizacdo do
antimoniato de metilglucamina foram reportados por Roberts e colaboradores em
1988. Segundo os autores, a razdo molar antiménio: N-metil-D-glucamina € de
1:1,37 e vérias espécies complexas entre o antiménio e N-metil-D-glucamina
coexistem em solucdo. Oligbmeros foram observados, sendo a maior massa molar
encontrada de 507. Espécies de forma geral (NMG-SB) n-NMG, onde NMG: N-metil-
D-glucamina, foram identificadas. Demicheli e colaboradores em 1999, sintetizaram
0 antimoniato de metilglucamina e sugeriram que o antimbnio se liga na
metilglucamina através do oxigénio do carbono C-3. No entanto, a eficacia
terapéutica destas formas poliméricas ou mesmo do antiménio pentavalente ainda
nao foi esclarecida (DEMICHELI, C. et al., 1999). H& indicios que o Sb (lll) é
substancialmente mais potente do que o Sb(V) contra promastigota e amastigota de,
pelo menos, trés espécies de Leishmania. Esses resultados reforcam a hipotese de
uma conversao metabdlica intramacrofagica do Sb(V) em Sb (Ill) sendo, neste caso,
o Sb (Ill) o elemento toxico as Leishmanias no estado intracelular (SERENO, D. e
LEMESRE, J. L., 1997). Pouco se compreende ainda sobre o mecanismo de acéo
desta droga e, sugere-se que o0 antimbénio pentavalente possa ser uma pro-droga,
sendo convertido a antimonio trivalente apos sua administragdo (ROBERTS, W. L. et
al., 1998), e que assim possa interferir no processo de (3-oxidagéo de acidos graxos
e glicdlise do parasita, levando a uma deple¢do dos niveis de ATP intracelular
(BALANA-FOUCE, R. et al., 1998). Além disso, existe na forma amastigota uma

metaloprotease zinco-dependente, que poderia ser inativada se o antiménio
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substituisse o zinco nesta enzima, essencial para o desenvolvimento do parasita
(BANGS, J. D. et al., 2001). Recentemente, Miekeley e colaboradores verificaram
que, apOs administracdo intramuscular de antimoniato de N-metilglucamina em
pacientes com leishmaniose, ocorre conversao in vivo do composto organico
estibiado para as formas idnicas Sbh3+ e Sb5+. Ainda, foi observado que ocorre a
bio-reducédo do Sb5+ para a sua forma trivalente, corroborando outros estudos que
evidenciam que a formacao in vivo do Sb3+ seja responsavel tanto pela toxicidade

da droga como pela atividade terapéutica da mesma (MIEKELEY, N. et al., 2002).

1.6 OUTROS AGENTES QUIMIOTERAPICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA

LEISHMANIOSE

Além dos antimoniais, outras drogas tém sido empregadas no tratamento das
diversas formas da leishmaniose, entre as quais se destacam a pentamidina,
anfotericina B, paromomicina e o0 miltefosine. A descoberta da atividade
guimioterapica das substancias do grupo das diamidas, do qual faz parte a
pentamidina, foi inteiramente fortuita. A pentamidina, além de ser relativamente
eficaz na terapia da leishmaniose, é eficaz no tratamento de casos incipientes de
tripanossomiase gambiense ou rodesiana (DOUA, F. et al., 1996). A pentamidina é
comercializada sob o nome de Lomidina e encontra-se disponivel, nos Estados
Unidos, somente no Servico de Medicamentos para Doencas Parasitarias do Servigo
de Saude Publica. No tratamento da leishmaniose visceral (leishmaniose por L.
donovani, ou Calazar) a pentamidina foi usada com sucesso, em seéries de 12 a 15
doses. A segunda série, administrada apds intervalo de 1 a 2 semanas, pode ser
necessaria em areas onde se sabe que a infeccao responde de modo insatisfatorio
ao tratamento. A substancia é particularmente Gtil em casos que ndo responderam

aos antimoniais ou para pacientes com Calazar que sejam hipersensiveis ao
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antiménio. A alta toxicidade desta droga também é fator limitante para o uso.
Hipoglicemia, hipotensédo, alteragBes cardioldgicas, nefrotoxicidade e, até mesmo,
morte repentina foram descritas (BALANA-FOUCE, R. et al., 1998).

A anfotericina B é um antibiético antifingico derivado de uma cepa de
Streptomyces nodosus, sendo indicada para o tratamento da leishmaniose
mucocutédnea americana, embora ndo se considere farmaco de primeira eleigcdo. A
anfotericina B pode ser incorporada em lipossomas carregadores sendo absorvida
pelo sistema reticuloendotelial onde o parasita da leishmania reside, e € assim
pouco absorvido pelos rins, o maior érgéo alvo para a toxicidade da anfotericina B.
Outro medicamento que se tem mostrado efetivo contra a leishmaniose visceral € a
paromomicina (também chamada aminosidine), antibiético aminoglicosideo que é
ativo contra espécies de leishmania in vitro e in vivo. Estudos clinicos para se testar
a eficacia da paromomicina injetavel contra a leishmaniose visceral, tém sido
realizados na india, onde o tratamento antimonial padrdo ndo muito efetivo e as
taxas de mortalidade séao altas. Outro medicamento ainda utilizado no arsenal
terapéutico é o alopurinol, vantajoso especialmente por sua administracdo oral e
baixa toxicidade, porém ha diversos casos relatados em que esta droga ndo foi
eficaz no controle da infeccdo (MARTINEZ, S. e MARR, J. J., 1992). Atualmente,
todos os medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose sé&o
injetaveis. Foi verificado que o miltefosine, uma droga anticancer alquilfosfolipidica, é
ativo contra Leishmania spp., in vitro e in vivo, e pode vir a ser o primeiro tratamento
oral para a leishmaniose visceral. Resultados de estudos de fase Il, na india,
indicam que quando o miltefosine é oralmente administrado é bem tolerado. Em
todas as doses testadas, a droga produziu excelentes resultados de cura
parasitologica (contra Leishmania donovani). Estudos clinicos de fase Il do
miltefosine contra leishmaniose visceral estédo sendo planejados (FISCHER, C. et al.,
2001).
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Tabela 2. Estrutura quimica de antimoniais pentavalentes empregados na
clinica médica

Nome quimico/nome comercial

Férmula estrutural

Antimoniato de N-metil gulacima

CH;NHCH;,"
|
HCOH
]-Iml:H
| (OH),Sb,0"
lI{fD!I Glucantime
HCOH o _
| Antimoniato de meglumina
CH,0H
Gluconato de antiménio (V) sédico
CH,0H CH,0H ou Estibogluconatode sédio
éHDH Cl‘CI-IQH
\ ow ol
Heo.. L a0 Pentostam
]-ILI\O- Sh=0-5bh- oLl'H
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Tabela 3- Outras drogas empregadas na terapia da leishmaniose, com os

respectivos nomes quimicos e comerciais

Formula estrutural Nome quimico/nome comercial

Isetionato de

Pentamidina
Iy
\\C L
n/ OUHIERACED E\ Lomidina
By Wiz
Anfotericina B
Fungizone
s}
I . Miltefosine
EH:—ICH:}H-EHz-D—Il’—G%CHz}z—N (CHaly
0
CHyOH BN Hz -
o Paromomicina
OH L1} OH
Hid CH,OH Lahi§

o
HE, ok ij:"ﬂ“ Humatin
L4 CHaMNH:




SANTOS, R. A. N. (2012) | 44
INTRODUGAO

1.7 O USO DE PRODUTOS NATURAIS, SEUS CONSTITUINTES NA
TERAPEUTICA DAS LEISHMANIOSES E A BUSCA DE ALVOS TERAPEUTICOS

ESPECIFICOS.

A descoberta de terapias para doencas tropicais estd relacionada a
estratégias tais como focar na identificagdo de novos compostos, sejam eles
sintéticos, semissintéticos ou produtos naturais como pretensos farmacos que irdo

compor o arsenal terapéutico.

A observacdo das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem levado
a pesquisa dos principios ativos de varias espécies vegetais. Metabolitos especiais
tais como alcaloides, terpenoides, flavonoides, considerados no passado como

inativos, sdo hoje ferramentas importantes no tratamento e investigacao clinica.

Compostos que estimulam o sistema imune sdo Uteis quando usados como
adjuvantes no tratamento de certas doencas causadas por fungos, bactérias e
protozoarios. No caso da leishmaniose, estudos quimicos e
imunofarmacoldgicos tém sido realizados com o intuito de encontrar novos
compostos menos toxicos, economicamente mais viaveis de efeito especifico e que

reverta a resisténcia do parasita as drogas.

Dentre as numerosas espécies com potencial ha modulacdo da resposta
imune na leishmaniose, a Kalanchoe pinata demonstrou efeito sobre a reducéo das
lesbes em camundongos de linhagem susceptivel associado ao aumento da
producéo de Oxido nitrico por macréfagos (BERGMANN, B. R. et al., 1997).

O efeito leishmanicida dos compostos isolados das espécies vegetais tem
sido avaliado in vitro sobre formas promastigota e/ou amastigota de Leishmania no
decorrer dos anos; dentre eles terpenoides de Artemisia annua (YANG, D. M. e
LIEW, F. Y., 1993), de Peperomia galioides (MAHIOU, V. et al., 1995) e de Guarea
rhophalocarpa (DEL RAYO CAMACHO, M. et al.,, 2001); aminoglicosteroides e
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aminosteroides de Holarrhena curtisii (KAM, T. S. et al., 1998), naftoquinonas de
Pera benensis (FOURNET, A. et al.,, 1992; KAYSER, O. et al., 2000), iridoides
glicosidicos de Picrorhiza kurroa (MITTAL, N. et al., 1998); e neolignanas de Virola
surinamensis (BARATA, L. E. et al., 2000).

Estudos recentes focados em produtos naturais tem sido uma excelente
maneira de se obter verdadeiramente uma rica fonte potencial de candidatos a
farmacos contra a leishmaniose. Neste contexto, as classes dos alcaloides
demonstraram-se mais eficientes, pois, além destes metabdlitos secundarios serem
especialmente importantes para a defesa das espécies vegetais contra
microrganismos e grande variedade de herbivoros; estes sdo igualmente relevantes
para o desenvolvimento de drogas devido a sua ampla gama de efeitos
farmacolégicos, colocando-os também como moléculas bioativas de interesse para

avaliacdo farmacoldgica em doencas negligenciadas (MISHRA, B. B. et al., 2009).

A maioria dos farmacos sdo micromoléculas bioativas, que exercem seu efeito
terapéutico gracas a interacdes especificas com uma biomacromolécula ou receptor.
Métodos computacionais modernos permitem que se determinem quali- e
guantitativamente as diferentes contribuicdes das distintas subunidades estruturais
dos farmacos, tanto aquelas de natureza eletrbnica como estérica, quando de seu
reconhecimento  molecular pelos sitios receptores. Ademais, fatores
farmacocinéticos e toxicoforicos das substancias candidatas a novos farmacos
podem ser simuladas virtualmente através de ferramentas computacionais

modernas.

Pelo exposto, observa-se que a informatica passou a ser aliada inseparavel
da quimica medicinal, especialmente através da quimica computacional que permite
estudos de modelagem e dindmica molecular. Desta forma, podem se planejar,
virtualmente, candidatos a novos ligantes de determinados sitios receptores, em trés
dimensdes (3D) pela construcdo de mapas farmacoféricos. Na leishmaniose, estes
sitios podem estar relacionados a diversos alvos moleculares tais como os sistemas

de transporte para glicose, purinas e outras biomoléculas essenciais, topoisomerase



SANTOS, R. A. N. (2012) | 46

INTRODUGCAO
tipo Il, bem como diversos sistemas enzimaticos importantes e especificos do
parasito. Desta maneira 0 uso mais racional, utilizando critérios seletivos de
bioativos com potencialidade farmacoldgica podem melhor direcionar o estudo de
farmacos, acelerando o estudo in vitro, pois apenas as moléculas mais propensas a
desempenhar uma atividade in silico sdo aquelas utilizadas para prosseguirem 0s
estudos in vitro, melhorando o tempo e o custo empregados nos ensaios, além de
um melhor refinamento para possiveis alvos moleculares envolvidos com o parasita.
Apesar da existéncia de ampla literatura sobre o uso de produtos naturais no
tratamento de parasitoses (KIM, H. M. et al., 1999), relativamente poucos trabalhos
cientificos, tem sido realizados em modelos experimentais de leishmaniose

preocupando-se em elucidar o mecanismo de ag&o destes produtos.

Biomoléculas indutoras da producdo de NO pelos macréfagos representam
uma importante abordagem de investigacdo (BRUNET, L. R., 2001). Compostos
bioativos de plantas, pertencentes a varias classes de metabdlitos especiais tais
como alcalbides, terpendides e flavondides tém revelado resultados promissores em
estudos imunofarmacoldgicos, quando associados com alvos terapéuticos bem-
definidos (SHUKLA, A. K. et al., 2010).

1.8 SPIRANTHERA ODORATISSIMA ST. HIL (RUTACEAE)

A familia Rutaceae é caracterizada por uma diversidade de metabdlitos
secundarios, dentre os quais 0s mais representativos sao alcaloides derivados do

acido antranilico, cumarinas, flavonoides e limonoides (PETER G, W., 1999)

Spiranthera odoratissima (Rutaceae) (Fig. 2), espécie vegetal encontrada no
cerrado do Centro-Oeste brasileiro e na Bolivia, € popularmente conhecida como

manaca nos estados de Mato Grosso e Goias, cheirosa no estado de Minas Gerais e
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acabadeira ou sarrinha no estado da Bahia (FREITAS, C. M. J. et al., 2003;
TRESVENZOL, L. M., 2006)

A espécie esta distribuida nos estados de Goias, Minas Gerais, Bahia, Mato
Grosso e no Distrito Federal (ALMEIDA, C. F. C. B. R. e ALBUQUERQUE, U. P.,
2002). Encontra-se na lista de espécies ameagadas da flora de Minas Gerais,
enquadrando-se na categoria vulneravel, ameaca que € atribuida, principalmente, a
exploracéo de suas raizes para fins medicinais (MENDONCA, M. P. e LINS, L. V.,
2000).

InvestigacBes etnobotanicas sobre 0 manaca revelam que a comercializacao
de suas raizes é realizada com frequéncia nos mercados e feiras livres do centro-
oeste, sendo vendidas in natura ou associadas com outras plantas na composi¢cao
de garrafadas para o tratamento de reumatismo (TRESVENZOL, L. M., 2006).
Outras referéncias etnofarmacolégicas mostram que o cha das raizes é utilizado
para dores de estdbmago, dores de cabeca, dores musculares, disfuncdes hepaticas
e para estimular o apetite (VIEIRA, R. F. e MARTINS, M. V. M., 2000) e o extrato
etandlico das raizes apresenta compostos com atividade analgésica e anti-
inflamatoria (MATOS, L. G. et al., 2004).

Estudos fitoquimicos desta espécie realizados por Ribeiro et al. (2005) e
Terezan et al., (2010) isolaram das raizes onze substancias: dois novos limonoides,
o limonoide ja conhecido limonina, trés alcaloides furoquinolinicos (dictamina, y-
fagarina e esquimianina), trés alcaloides p-indoloquinazolinicos (rutaecarpina,
evodiamina e 1-hidroxirutaecarpina), a cumarina aurapteno e B-sitosterol (RIBEIRO,
T. A. N. etal., 2005; TEREZAN, A. P. et al., 2010).

Recentemente, Albernaz et al., (2010) demonstrou um efeito leishmanicida
preliminar do extrato hexanico das raizes da Spiranthera odoratissima, contra
formas promastigota de L. (L.) chagasi, vislumbrando, portanto uma maior
necessidade de investigacdo desta espécie contra o género Leishmania
(ALBERNAZ, L. C. et al., 2010).
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Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar, in vitro, in vivo e in silico o
efeito antileishmania de fracdes oriundas de diferentes partes de Spiranthera
odoratissima e de compostos isolados oriundos das raizes e frutos, contribuindo
para o estudo imunofarmacoldgico desta espécie encontrada amplamente na regiao

central do Brasil, utilizada pela populacao para diversos fins terapéuticos.

Figura 2 - Spiranthera odoratissima ST. HIL (RUTACEAE) (Manaca)

Fonte:http://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/sets/72157624320072118/



http://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/sets/72157624320072118/
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antileishmania da espécie Spiranthera odoratissima St. Hill
(Rutaceae) utilizando as fragbes e compostos isolados oriundos de diferentes partes

desta espécie vegetal, utilizando ensaios in vitro, in vivo e in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antipromastigota in vitro das fracdes e compostos isolados
oriundos da Spiranthera odoratissima St. Hill sobre as formas promastigota e
amastigota de L.(V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903, L.(L.)pifanoi
MHOM/VE/1957/LL1, L.(L.)lainsoni MHOM/BR/1987/M6426, L.(L.)chagasi
MHOM/BR/1981/phufms-181

e Estudar a citotoxicidade das fracbes e compostos isolados sobre as células de
linhagem macrofégica -J774 A.1.

e Avaliar a capacidade antiamastigota dos compostos isolados de S. odoratissima

em macroéfagos infectados com L. braziliensis.

e Verificar a capacidade de induzir éxido nitrico dos compostos isolados de

Spiranthera odoratissima St. Hill por estudo de modelagem molecular.

e Investigar, in vitro, os compostos selecionados, via a producdo de citocinas

envolvidas na resposta celular e humoral.

e Avaliar, in vivo, a acdo leishmanicida das fragdes e substancias da Spiranthera

odoratissima St. Hill previamente selecionados in vitro e in silico.



MATERIAL E METODOS
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reagentes e drogas.

Os seguintes reagentes e drogas foram utilizados: canamicina, tripsina
(Gibco, NY, EUA), soro bovino fetal (SBF) (Cultilab, SP, Brasil). Estreptoavidina-
fosfatase alcalina conjugada, IFN-y recombinante de camundongo, anticorpo
monoclonal IL-10 de camundongo e padrdo IL10 recombinante de camundongo,
anticorpo monoclonal IL-12 de camundongo e padrdo IL12 recombinante de
camundongo adquiridos da BD Bioscience (Pharmingen™, CA, USA) e alamarBlue®
(Invitrogen, CA, USA). Todos os outros reagentes e drogas apresentaram grau
analitico (Sigma Aldrich, MO, USA).

3.1.2 Células

Macréfagos murinos da linhagem J774 A1 (ATCC CR-107), tipo celular
macréfago/monacito, oriunda de um sarcoma de uma adulta fémea da linhagem
BALB/c foram utilizados e cultivados em meio de cultura celular RPMI-1640 (Sigma,
St. Louis, MO, USA), suplementado com antibidticos estreptomicina (10mg/mL),
penicilina (6mg/mL) e canamicina (2mg/mL; Gibco, Grand Island, NY, USA) e 10%

de soro bovino fetal (SBF), mantidos a 37°C e 5% de CO,. Repiques semanais para
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0 estabelecimento da cultura celular foram realizados. As células J774 A.1 foram

obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

3.1.3 Parasitos

Formas promastigota de fase estaciondria de L.(V.) braziliensis
MHOM/BR/1975/M2903, L. (L.) pifanoi MHOM/VE/1957/LL1, L. (L.) lainsoni
MHOM/BR/1987/M6426, L. (L.) chagasi MHOM/BR/1981/phufms-181 foram
utilizadas e mantidas em meios de cultura Schneider suplementado com antibiéticos
estreptomicina (10mg/mL; Sigma, St. Louis, MO, USA) e penicilina (6mg/mL; Sigma,
St. Louis, MO, USA) e 20% de soro bovino fetal (SBF; Cultilab, Campinas, SP, BR),
mantidas a 26°C em estufa incubadora B.O.D. Os parasitos utilizados foram obtidos
de cultura celular de 6 a 7 dias de crescimento quando as formas promastigota estao
na fase estacionaria. As espécies de Leishmania foram adquiridas da Colecdo de

Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz- CLIOC- Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacéao das fragdes e compostos de S. odoratissima

Amostras de S. odoratissima St. Hill foram coletadas no municipio de Baréo
de Melgaco, Km 1, Mato Grosso, Brasil. A exsicata foi depositada no herbario central
da Universidade Federal de Mato Grosso (registro # 24246). As fracbes metanolicas

das raizes e folhas, e os compostos aurapteno e limonina foram gentilmente cedidos
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pela Dra. Tereza A. N. Ribeiro. Os extratos dos frutos foram obtidos por maceracao
a frio, com 197.0 g de material inicial, utilizando-se hexano como solvente (3.0 L). O
macerado foi filtrado e concentrado sob pressao reduzida. A fragcdo hexanica foi
separada por sistema de cromatografia em coluna (CC) utilizando-se misturas Hex
/AcOEt com polaridade crescente. Este procedimento resultou em 17 fragdes. A
Fracdo de numero 12 foi purificada por cromatografia em coluna (CC) e preparativa,
resultando no alcaloide esquimianina (148,3mg).

3.2.2 Determinacao da concentragcdo que inibe 50% do crescimento do parasita

(IC50).

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado para determinar a
concentracao inibitdria de 50% (IC50) das fracdes e compostos da S. odoratissima,
utilizando-se 1 x 10° de formas promastigota de L. braziliensis, L. pifanoi, L. chagasi,
e L. lansoni, mantidas em meio Schneider, suplementado com soro bovino fetal a
26°, incubados em placas de 96 pocos com a droga padrdo anfotericina B (10 ug/ml)
e as fracdes hexanica do fruto (Fhf), metandlica das folhas (Lmf) metandlica das
raizes (Rmf), e isolados esquimianina (Skm), aurapteno (Aup) e limonina extraidos
da S. odoratissima. Estes compostos foram testados em concentragdes entre 0.5 a
250 pg/mL, dissolvido em meio de cultura Schneider e DMSO 0,1%. Como controle
negativo, os parasitas foram cultivados apenas em meio Schneider e meio

Schneider contendo o diluente das fragbes e compostos (DMSO 0,1%).

A viabilidade das formas promastigota foi avaliada com base no metabolismo
do MTT, sendo a mesma proporcional ao valor da absorbancia gerada em
espectrofotometro. Apdés 72 h, de incubacdo a 26°C, 50ul de solugédo de MTT
(2mg/mL) foram adicionados em cada poco e depois incubados por 4h a

temperatura de 24° C. ApGs este periodo, a placa foi centrifugada a 5.000 rpm por 7
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mim e o0s sobrenadantes de cada poco foi removido e 100 pyl de DMSO foi
adicionado. Os cristais de formazan foram dissolvidos por agitagdo, a absorbancia
foi determinada por leitora de ELISA (Bio-Tek, EIx800) utilizando-se o filtro de
540nm. Os dados foram plotados em curva de regresséao linear (GraphPad Prism
versao 5.02 para Windows, GraphPad Software, San Diego Califérnia USA) e os
resultados expressos em IC50 como descrito por Sereno e Lemestre (1997). Este

experimento foi realizado em triplicata.

3.2.3 Determinacdo da citotoxicidade (CC50) e indice de seletividade (IS) das

fracbes e compostos isolados da SPIRANTHERA ODORATISSIMA St. Hill.

Macréfagos J774-A.1, foram cultivados em frascos de cultivo celular 25 cm?,
em meio RPMI-1640 (Sigma), suplementado com antibiéticos estreptomicina
(10mg/mL), penicilina (6mg/mL) e canamicina (2mg/mL) e 10% de soro bovino fetal
(SBF), mantidas a 37°C e 5% de CO,, esta cultura apds adquirir semi-confluéncia,
foi lavada uma vez com a solucdo tampao Hanks, tripsinizada e as células contadas
em camara de Neubauer, ajustando o niimero de células para 2 x 10° células/mL em
meio RPMI completo. Desta suspensao, as células foram semeadas em placas de
96 pocos e incubadas a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. A seguir foram preparadas
diferentes concentracdes de Fhf, Lmf, Rmf, Skm, Aup e limonina em concentragdes
entre 0.5 a 250 pg/mL, as quais foram adicionadas as células, sendo incubadas a
37°C e 5% de CO; por 24 horas. Como controle negativo as células foram cultivadas
contendo o diluente DMSO 0,1%. A doxorrubicina (10 pg/mL; Eurofarma, S&o Paulo,

SP, BR) foi utilizada como controle positivo neste bioensaio.

A concentragdo citotoxica 50% (CC50) de cada fracdo ou composto foi
avaliada do indicador de oxirreducéo (redox) alamar blue (AB; Biosource, Camarillo,
CA) conforme Al-Nasiry e cols. (AL-NASIRY, S. et al., 2007). Apds o periodo de
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incubacdo, o meio de cultura foi retirado e a seguir foram adicionados 20uL de
alamar blue e 180 pL de meio RPMI completo. Apés 6 horas de incubacdo, a
absorbancia foi lida em filtros de 570 nm (estado oxidado) e 595 nm (estado
reduzido) no leitor de ELISA (BIORAD 640) e a leitura visual da placa foi feita pelo
indicador redox, onde a cor azul oxidada representa morte celular e a cor lilas
representa células viaveis. Os dados foram analisados em curva de regressao linear
(GraphPad Prism versao 5.02 para Windows, GraphPad Software, Califérnia, USA) e
os resultados foram expressos como CC50, sendo considerado citotéxico CCso <50
pg/ml de acordo com Froelich e cols. (FROELICH, S. et al., 2007). Os experimentos
foram realizados em triplicata. O indice de seletividade foi calculado considerando-

se a razao entre CC50 e IC50 para cada composto testado (CC50/IC50).

3.2.4 Anélise in silico

Para analisar a possibilidade da ligacdo da Skm com a NOS-Il murina, foi
realizado um estudo de docking molecular, utilizando-se o programa Molegro Virtual
Docker (THOMSEN, R. e CHRISTENSEN, M. H., 2006). A Skm foi justaposta frente
a estrutura cristalografica do dominio oxigenase da NOS-II murina (PDB ID: 3E68)
(GARCIN, E. D. et al., 2008).

3.2.5 Determinacgéo da producdo de 6xido nitrico em macrofagos.

A sintese de NO foi avaliada em microplacas por método indireto através dos
niveis de nitrito (DING, A. H. et al.,, 1988); (GREEN, L. C. et al.,, 1982). Para
quantificacdo do nitrito, foram utilizadas aliquotas de 0.1 ml dos sobrenadantes das

culturas de macrofagos J774 A.l tratadas na presenca de Fhf ou Skm (em
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concentracfes entre 1.6, 8 ou 40 ug/mL) durante 24 h. Os sobrenadantes foram
incubados com igual volume de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0.1% de
dihidrocloreto de N-(1-naphtil)-etilenodiamina, 2,5% H3;PO,) em temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi lida em leitor de Elisa em filtro de 540
nm (BIORAD 640). Como controles positivos foram utilizadas concentracdes de 100
U/ml de IFN-y (Recombinant Mouse IFN-y/BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) e
50 ng/ml de LPS (Lipopolysaccharide from Escherichia coli Serotype 0111:B4 —
Sigma, St. Louis, MO, USA). Os niveis de nitrito foram determinados comparando-se
as absorbancias obtidas com uma curva padrdo previamente determinada. Todos 0s
reagentes e materiais além da Fhf e Skm encontravam-se livres de LPS (< 0.2 ng/ml
of endotoxin) parametros determinados pelo ensaio Limunus de lisado de
amebadcitos (Sigma).

3.2.6 Infeccdo de macrofagos com Leishmania braziliensis e tratamento com

0S compostos em estudo.

Macréfagos J774 A.1 (10° células por 0.1 mL) foram semeados sobre
laminulas circulares de vidro no interior de placas de 24 po¢cos em meio RPMI 1640
(Sigma), suplementado com 10% de SBF por 24 horas, a 37°C na presenca de 5%
de CO; para adesado das células. ApGs este periodo as células ndo aderidas foram
retiradas e as células aderentes foram lavadas em meio RPMI incompleto e
infectadas com 2x10%ormas promastigota infectivas de Leishmania (V.) braziliensis,
proporcdo 20:1, ap0s 12 horas as formas promastigota extracelulares foram
removidas lavando-se os pocos com PBS, logo em seguida as células foram
tratadas com 1.6 pg/ml de Fhf ou Skm, LPS (50ng/mL), IFN-y (100 U/mL), LPS e
IFN-y e incubadas por 24, 48 e 72 horas a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO2.
Os macréfagos foram fixados com metanol e corados com hematoxilina/eosina (HE).

Amastigotas intracelulares foram contadas e o index de infeccdo determinado
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multiplicando-se a percentagem de macrofagos infectados pela média do nimero de
amastigota por macrofagos. Foi padronizado duzentos macréfagos em cada
laminula analisada (DE SOUZA CARMO, E. V. et al, 2010). Procedimento
semelhante foi realizado para avaliacdo da participacdo do 6xido nitrico na morte de
parasitas intracelulares tendo como parametro o indice de infeccdo. Para esta
andlise, foi adicionado aminoguanidina (2mM), um inibidor seletivo da NOS-II,
durantes 72h a cultura de macréfagos na presenca ou auséncia dos estimulos (LPS

e IFN-y) citados acima.

3.2.7 Quantificagéo de citocinas: IFN-vy, IL-12 e IL-10

IFN-y, IL-12 e IL-10 foram determinadas por ELISA utilizando-se anticorpos e
padroes obtidos da Pharmingen™ (San Diego, CA, USA). Placas de 96 pocos de
poliestireno (Dynatech, Alexandria, VA, USA) foram mantidas overnight a 4°C com
50 pl dos anticorpos monoclonais (anti mouse) para IFN-y, IL-12 e IL-10, logo em
seguida as placas foram lavadas com solucdo (PBS) e 10% de Tween-20,
blogueadas por 60 min a 37°C com uma solucdo SBF diluida em PBS. Foram
utilizados 100 pL de sobrenadante das culturas estabelecidas, infectadas e nao
infectadas com L. braziliensis, submetidas ao tempo de tratamento de 48h com Fhf e
Skm (1.6 pg/ml) e foram adicionados 100 yl dos padrdes (IFN-y, IL-12 e IL-10
recombinantes) em triplicata aos poc¢os e incubados a 37°C por 24 h. Apés a
lavagem das placas, foram adicionados 100 pl dos anticorpos monoclonais anti
mouse IFN-y, IL-12 e IL-10, em cada poc¢o por 45 min a 37°C. Streptavidina
conjugada a fosfatase alcalina (Pharmingen) foi adicionada e incubada por mais 30
min a 37 °C, apo6s incubacédo 100 ul de p-nitrophenil-fosfato (Sigma, usado até 1
mg/ml) diluido em 0.1 M de tampdo glicina foi adicionada. As placas foram
incubadas por 30 min a 37°C em ambiente escuro, em seguida as placas foram lidas
em comprimento de onde de 405 nm em leitor de ELISA (BIORAD 640).
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3.2.8 Determinacéo da expresséo P38 E NF-kB (p50, p65) por Western blot

Macréfagos infectados e néo infectados (5 10°%5 mL) foram cultivadas em
garrafas de 10 cm de diametro (Corning Incorporated, NY,USA). Vinte e quatro
horas (24 h) apos infeccdo com 25x10°promastigota na proporcdo 1:5
(células/parasita), os parasitas livres foram removidos e as células aderidas tratadas
como Fhf e Skm na concentracdo de 1.6 pug/mL, apés 18 horas de exposicao, as
células foram lavadas trés vezes com PBS e logo ap0s expostas a tampdo de lise
(NaCl 150 mM, 1% NP-40, 0.5% DOC, dodecilsulfato de sédio 0.1%, 50 mM de Tris,
pH-8 (RIPA), contendo um coquetel de inibidores de proteases (3.2 mg/ml) (Roche,
Suica). As células foram posteriormente coletadas por scrapping e apés 30 mim de
incubagéo em gelo, o lisado foi centrifugado a 5000 rpm durante 30 min a 4° C. O
sobrenadante foi coletado e estocado a -70 °C. Os sobrenadantes provenientes dos
macrofagos infectados nao tratados e macroéfagos néo infectados oriundo da lise
celular foram igualmente preparados e usados como controle. A concentracao de
proteina foi determinada pelo ensaio de proteina Bio-Rad (laboratério Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Para a determinacdo do conteudo de NF-kB e p38, foram
aplicadas 30-80 /ml yg de proteina no gel de poliacrilamida com SDS a 10% (SDS-
PAGE). Foi utilizado sistema de eletroforese (modelo mini protean Il cell - Bio Rad®)
e gel de acrilamida: bisacrilamida (40:1) com 1,5 mm de espessura. A corrida foi
realizada em tampéao de eletroforese (200 mM de Tris-HCI; 1,52 M de glicina; 7,18
mM de EDTA, 0,4% de SDS; pH 8,3) sob corrente de 50 V até a passagem das
proteinas do gel de empilhamento e de 120 V no gel de separagcdo por
aproximadamente duas horas. Ao término da corrida, os géis foram preparados para
a transferéncia para membranas de PVDF (Amershan Hybond- P Biosciences - UK
England HP97 9NA). O gel foi colocado em solucao de transferéncia (25 mM de Tris-
HCI; 192 mM de glicina; 20% de metanol e 0,02% de SDS, pH 8,3) com as esponjas,

filtros e a membrana. A transferéncia das proteinas do gel para a membrana foi
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conduzida a 120 V, por 2 horas e 30 minutos. Apos a transferéncia, a membrana foi
corada com 0,1%. de Ponceau S (Sigma) em &cido acético 5% para a conferéncia
da transferéncia. A ligacdo nao-especifica de proteinas a membrana foi reduzida
pela incubacdo da membrana em tampao de bloqueio com leite desnatado 10% em
solucéo basal TBS-T (10 mM de Tris-HCI, 150 mM de NacCl, 0,1% de Tween-20) por
1 hora, seguido de lavagens (3 vezes de 20 minutos com solugcdo basal). As
membranas foram posteriormente incubadas overnight em geladeira com anticorpos
primarios correspondentes a cada uma das proteinas em estudo, diluidos em
solucéo basal contendo 0,3% de BSA. Apés incubacdo com o anticorpo primario, foi
realizada a lavagem da membrana (3 vezes de 10 minutos com solucdo basal) e
incubacao por 2 horas a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario diluido
em solucdo basal. Em seguida, a membrana foi incubada por 5 minutos com a
mistura de reagente (1:1) do kit de quimioluminescéncia amplificada Super Signal®
West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific), o excesso de reagente
foi removido e a revelacédo realizada em filme Kodak medical X-ray film (Kodak,
Rochester, NY, USA). A analise da densitometria foi realizada utilizando o programa
ImageJ (Wayne Rasband, National Institute of Health, NY, USA). O termo unidade

arbitraria refere-se ao valor densitométrico da banda no filme radiografico.

3.2.9 Tratamento com fracdo hexanica do fruto e esquimianina dos

camundongos infectados com Leishmania braziliensis.

Camundongos Swiss foram divididos em quatro grupos (N=6) e
posteriormente infectados no coxim plantar com formas promastigota de Leishmania
braziliensis na fase estacionaria (4,5x10%/ml). Posteriormente, cada grupo foi tratado
respectivamente durante trés dias com Fhf (2mg/kg), Skm (1,6ug/kg), PBS e
Glucantime (200 mg/kg). O crescimento da lesao foi mensurado semanalmente com

um paquimetro (Mutitoyo; 0,01mm) durante 8 semanas, e expresso como a
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diferenca entre a espessura da pata infectada e da contralateral. Este procedimento
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade
Federal de Mato Grosso, sob o registro n°® 23108.024472/09-9.

3.2.10 Anédlise da carga parasitéaria

Camundongos Swiss foram infectados com  4,5x10%/ml de L. braziliensis e
posteriormente foram tratados com Fhf e Skm (2,0 mg/kg e 1.6 pg/kg)
respectivamente, Glucantime (200mg/kg) e PBS. Apds estes procedimentos, foram
retirados linfonodo e baco destes animais na sexta e oitava semanas pos-infeccao.
Estes 6rgaos foram homogeneizados e as células obtidas foram lavadas, contadas e
diluidas (2x10%ml) em meio Schneider na razdo 1/2 (entre 5x10° e 1,5x10%) e 200l
destas suspensfOes foram cultivadas em duplicata em placas de 96 pocos. A
quantificacdo das formas promastigota foi realizada apés 7 dias em Camara de
Neubauer (LIMA, H. C. et al., 1997) Registro n°® 23108.024472/09-9 CEPA-UFMT.

3.2.11 Anélises estatisticas

As diferencas entre as médias foram obtidas através da analise de variancia one-
way (ANOVA). Valores de p < 0,05 foram considerados significantes, utilizado o método

de Bonferroni para ajustar comparac¢des multiplas.
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4.0 RESULTADOS

4.1 EFEITO DAS FRACOES E COMPOSTOS DA SPIRANTHERA ODORATISSIMA
ST. HIL SOBRE FORMAS PROMASTIGOSTAS DE DIFERENTES ESPECIES DE

LEISHMANIA E MACROFAGOS MURINOS DA LINHAGEM J774 A.1.

O potencial leishmanicida das fracbes (metandlica e hexéanica) de S.
odoratissima St. Hill e seus compostos (esquimianina - Skm, aurapteno e limonina)
isolados de diferentes partes (frutos, raizes e folhas) contra L. brasiliensis, L.
chagasi, L. lansoni and L. pifanoi foram avaliados. Estes compostos foram utilizados
nas concentragdes que variaram entre 0.5 a 250 pg/ml e analisados em diferentes
periodos de tempo (24, 48 e 72 h) a fim de determinar a concentracdo inibitéria
destes compostos frente as cepas de Leishmania testadas. Os resultados obtidos
demonstraram que dentre os compostos testados apenas o Fhf e Skm exibiram IC50
de 0,972 e 0,783 ug/ml respectivamente, e ambos apresentaram a maior eficacia
contra as formas promastigota de L. braziliensis (Tabela 3). A droga padrdo
anfotericina B, utilizada como controle positivo, apresentou efeito inibitério na
proliferacdo das formas promastigota reduzindo este parametro em 0,38 pg/ml e o
agente diluente DMSO (0,1%) ndo apresentou alteracéo na viabilidade e proliferacéo
das formas promastigota (dados ndo mostrados). O alamar blue (AB) foi utilizado
como ferramenta efetiva para avaliar a atividade metabdlica e proliferacdo de
linhagens celulares. Neste bioensaio € quantificada apenas a reducdo da resazurina
a resorufina o qual revelou que todos os compostos apresentaram baixa toxicidade
frente & linhagem celular J774. A.1. Os resultados forneceram a CC50 para Fhf de
58,94 e Skm de 54,73. Estes dados demostram que Fhf e Skm podem ser testadas

em concentracbes abaixo de 50 pg/ ml. O indice de seletividade (IS) avalia a
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seletividade de drogas contra o parasita, e os maiores IS foram para Skm (69,9) e
Fhf (60,6), indicando uma maior eficAcia e seguranca destes compostos contra
L.braziliensis comparados com os outros compostos testados. Os IS para os demais
compostos testados foram inferiores aos obtidos para o Fhf e Skm, variando entre
0,47 a 1,23. Portanto Skm e Fhf foram escolhidos para uma avaliacdo leishmanicida
mais aprofundada, utilizando-se concentracdes entre 1,6 pg/ml a 40 pg/ml. Todos os
dados obtidos CI50, CC50 e IS, estao apresentados na tabela 3.
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Tabela 4: Efeito das fragdes e compostos da Spiranthera odoratissima ST. HIL sobre

formas promastigota de diferentes espécies de Leishmania e macr6fagos murinos da

linhagem J774 A.1

CCso L. pifanoi L. chagasi L. brasiliensis L. lansoni

Tratamento (ng/mL) ICs0 B ICs0 IS ICs0 B ICs0 IS
J774 Cell (ug/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ug/mL)

Lmf 61.05 128.03 0.47 157.02 0.38 62.36 0.97 204.7 0.29
(53.01-70.05)  (104.1-141.2) (138.3-167.8) (48.67-87.34) (198.3-210.60)

Rmf 75.50 98.67 0.76 183.87 0.41 73.22 1.03 176.8 0.42
(66.74-85.73)  (86.9-102.3) (168.4-194.7) (61.63-92.48) (167.3-183.1)

Fhf 58.94 73.07 0.80 43.84 1.34 0,972 60.6 206.5 0.28
(45.38-70.48)  (68.09-76,710) (40.97-47.86) (0.678-1.23) (199.4-211.2)

Skm 54.73 86.65 0.63 167.45 0.32 0.783 69.9 232.7 0.23
44.17-68.03  (74.87-89.62) (153.8-176.4) (0.569-1.04) (226.8-241.2)

Aurapteno 63.95 53.42 0.99 183.91 0.34 198.92 0.32 84.82 0.75
(52.75-80.25)  (47.12-63.02) (169.2-195.8) (187.4-201.1) (73.57 - 91.87)

Limonina 86.20 74.7 1.15 87.94 0.98 176.83 0.48 69.73 1.23
(77.8-101,3)  (68.93-77.02) (76.53-92.03) (165.3-179.7) (61.52-81.53)

Lmf = fracdo metandlica das folhas; Rmf =fracdo metandlica das raizes; Fhf = fracdo

hexanica dos frutos; Skm

esquimianina; CCs, = concentracao citotéxica 50%, Clso=

concentracdo inibitéria 50%, Sl = indice de seletividade determinado por CC50/CI50. Os

dados experimentais foram obtidos de trés experimentos independentes. Dados em

parénteses representam intervalos de confiangca (minimo e maximo) dos valores de IC50,

obtidos pela curva de regresséo linear.
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4.2 ESTUDO MOLECULAR DA ESQUIMIANINA (DOCKING)

O estudo de docking molecular virtual realizado demonstrou uma forte
interacdo entre Skm e a enzima NOS-II (Figura 3A). A interacdo ocorreu entre
grupos farmacoféricos da Skm e residuos de aminoacidos da seguinte forma:
tirosina 367A, através da doacdo da ligacdo de hidrogénio ao grupo metoxi de
skimmianine; valina 364A através da interacdo hidrofébica com os anéis furano e
benzeno da Skm e, além de interacdes de hidrogénios ligados com moléculas de
agua, a partir do sitio de ligacdo da NOS2 (Figura 3B, 3C).

A aproximacdo da esquimianina ao grupo heme da enzima também foi
demonstrada, a qual é mantida pela interacao hidrofébica com a cadeia de carbono
do grupo heme (Fig. 3B, 3C).
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Figura 3. Estudo de docking molecular da Esquimianina e NOS-II.
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4.3 EFEITO DA FRACAO HEXANICA DO FRUTO DE SPIRANTHERA
ODORATISSIMA E SEU ALCALOIDE ESQUIMIANINA SOBRE A PRODUCAO DE

OXIDO NITRICO (NO)

A producdo macrofagica de NO estimulada por citocinas inflamatorias como
IFN-y, TNF-a e LPS tém sido bem documentada em modelos experimentais in vitro.
A producdo de NO é considerada um dos mecanismos de defesa contra a
Leishmania. No presente trabalho foi avaliada a capacidade da Fhf e Skm em induzir
a sintese de oxido nitrico em macréfagos. Neste sentido, foi avaliada a producédo de
NO por macréfagos murinos da linhagem J774 A.1 em resposta ao tratamento com
diferentes concentracdes (1,6, 8 ou 40 pug/mL) de Fhf e de Skm (Gréfico 1 A e B). A
producdo do nitrito (NO;) foi mensurada nos sobrenadantes dos macréfagos nos
tempos de 24, 48 e 72 horas, na presenca ou auséncia de LPS (50 ng/mL) e IFN-y
(100 U/mL). Os resultados apresentados no Grafico. (1A e B) mostram um aumento
significativo (P<0-001) na produgéo de 6xido nitrico em macrofagos estimulados com
Fhf (A) e Skm (B) em todos os periodos de tempo analisados quando comparados
com macrofagos ndo estimulados. As células estimuladas com LPS e/ou IFN-y
também mostraram um aumento da producdo de NO como esperado (Grafico 1 A e
B).
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Grafico 1 - Efeito da fragdo hexanica do fruto de Spiranthera odoratissima e seu
alcaloide esquimianina sobre a produc¢éo de 6xido nitrico (NO).
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Macrofagos J774 A.1 foram estimulados com Fhf (A) ou Skm (B) nas concentragfes 1.6, 8
ou 40 pg/mL e controles estimulados com LPS (50 ng/mL) e/ou IFN-y (100 U/mL). O grupo
controle recebeu apenas meio RPMI 1640. Durante 24, 48 e 72 h os niveis de nitrito foram
qguantificados nos sobrenadantes das culturas de macréfagos. Cada barra representa a
média £+ SD de trés experimentos independentes. *** p < 0.001 quando comparados ao

grupo controle.
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4.4 Efeito da fracdo do fruto hexanico de Spiranthera odoratissima e seu alcaloide

esquimianina sobre a carga parasitaria em macrofagos J774 A.1

Macrofagos murinos da linhagem J774 A.1, foram utilizados para avaliar a
atividade antileishmania in vitro da FHF e SKM, frente as formas amastigota
intracelulares de L. braziliensis (Grafico2). Macréfagos infectados e tratados com
1,6pg/ml tanto com Fhf ou Skm apresentaram diminuicéo significativa (P<0-001) do
ndamero de amastigota intracelulares nas 24, 48 e 72 h observadas. As culturas de
macrofagos tratadas com LPS e/ou IFN-y tiveram reducdo da taxa de infeccao
intracelular superiores quando comparados as cuturas de células controle. O
alcaldide SKM foi significativamente (P<0-001) mais efetivo em inibir a proliferacéo
do parasita intracelular em relagéo a Fhf (Graf. 2).
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Gréfico 2. Efeito da fragcdo do fruto hexanico (Fhf) de Spiranthera odoratissima e seu
alcaloide esquimianina (Skm) sobre a carga parasitaria em macrofagos J774 A.1.
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Estas células foram infectadas com promastigota de L. braziliensis e apds 24 h tratadas com
Fhf ou Skm (1.6 pg/mL), LPS (50 ng/mL), IFN-y (100 U/mL), LPS mais IFN-y. O grupo
controle recebeu apenas meio RPMI complete. O index de infeccdo (quantidade de
amastigota nos macréfagos) foi estimado. Cada barra representa a média + SD de trés
experimentos independentes. *** p < 0.001 quando comparado com o controle. ++ p < 0.01

e +++ p < 0.001guando comparado com o tratamento Fhf.
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45 EFEITO DA FRACAO HEXANICA DO FRUTO DE SPIRANTHERA
ODORATISSIMA E SEU ALCALOIDE ESQUIMIANINA SOBRE A CARGA

PARASITARIA DE MACROFAGOS NA PRESENCA DE AMINOGUANIDINA.

A atividade antileishmania contra formas amastigota pode ser devido a
mecanismos estabelecidos tais como inibicdo de topoisomerase, interferéncia no
metabolismo do parasita e/ou producdo de Oxido nitrico por macréfagos. Os
resultados apresentados neste estudo indicaram que a morte de formas amastigota
de L. braziliensis em macréfagos J774 A.1 foi dependente da ativacdo de NOS-II
como mostra o Grafico 3. As células infectadas com L. braziliensis tratadas com LPS
e IFN-y (indutores de 6xido nitrico) e na presenca de aminoguanidina, apresentaram
um aumento significativo (p<0.001) no indice de infec¢do parasitaria, quando
comparadas ascélulas controle (meio RPMI sem aminoguanidina e meio RPMI com
aminoguanidina). O grafico 3 mostra que a semelhanca do que foi observado para
LPS e IFN-y, o efeito antiamastigota da fragdo hexanica do fruto e da esquimianina

foi abolida na presenca do inibidor da iNOS.
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Grafico 3: Efeito da fragdo hexanica do fruto (Fhf) de Spiranthera odoratissima e seu
alcaloide esquimianina (Skm) sobre a carga parasitaria de macréfagos na presenca de

aminoguanidina.
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Macro6fagos infectados foram tratados com Fhf (A) ou Skm (B) na concentragdo 1.6 ug/mL
ou na presenca de aminoguanidina (2 mM) e posteriormente incubados com meio completo
RPMI 1640, LPS (50 ng/mL) e/ou IFN-y (100 U/mL) na presenca ou auséncia de
aminoguanidina, foram usados como controle. Cada barra representa a média + SD de trés
experimentos independentes. *** p < 0.001 quando comparado com o controle. ++ p < 0.01

e +++ p < 0.001quando comparado com o tratamento com Skm.
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4.6 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS DE PADRAO TH1 E TH2 EM
CULTURAS DE MACROFAGOS J774 A.1 TRATADOS COM FRACAO HEXANICA
DO FRUTO DE SPIRANTHERA ODORATISSIMA E SEU ALCALOIDE

ESQUIMIANINA

A sintese das citocinas IFN-y, IL-12, e IL-10 foram quantificadas em
sobrenadante de cultura de células, neste sentido, foi avaliada a sintese de citocinas
de padrdo Thl e Th2 em macréfagos J774 infectados com formas promastigota de
L. braziliensis e tratados com 1.6ug/ml de Fhf e Skm.

4.6.1 Determinacdo dos niveis de IL-10 em culturas em culturas de macréfagos
J774 A.l tratados com fracdo hexanica do fruto de Spiranthera odoratissima e

seu alcaloide esquimianina.

A IL-10 tem sido associada a um aumento intracelular de infeccbes por
Leishmania. O grafico 4 (A e B) apresenta os niveis de IL-10 dos sobrenadantes de
macrofagos infectados com L. braziliensis na presenca dos compostos Fhf e Skm os
quais foram capazes de reduzir significativamente (P<0.001) a producédo de IL-10,
sugerindo que a atividade antileishmania destes compostos esta relacionada a

modulacéo da IL-10.
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Grafico 4. Efeito da fragdo hexanica do fruto (Fhf) de Spiranthera odoratissima e seu
alcaloide esquimianina (Skm) na producgéo de IL-10.
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Macro6fagos infectados e nédo infectados foram incubados durantes 48 horas com Fhf (A) ou
Skm (B) a 1.6 pg/mL. Os controles foram incubados apenas com meio RPMI 1640 completo.
Os sobrenadantes foram coletados e IL-10 foi quantificado por ELISA a 405 nm. Os dados
foram expressos como média + SD de trés experimentos independentes, em triplicata. **
p<0.01 e *p<0.05 quando comparado ao controle macréfagos infectados.
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4.6.2 Determinacédo dos niveis de IL-12 e IFN-y em culturas de macrofagos J774
A.1 tratados com fragdo hexéanica do fruto de Spiranthera odoratissima e seu

alcaloide esquimianina.

A geracédo da resposta Thl depende de uma producéo inicial de 1I-12 e IFN-y.
A IL-12 ndo é importante apenas no inicio da infeccdo por leishmania, mas a
manutencdo da producdo de IL-12 é decisiva para o controle da doenca (Stobie ET
al., 2000). No presente estudo foi observado aumento significativo (P<0.001) dos
niveis de IL-12 e IFN-y nos sobrenadantes de macrofagos infectados com L.
braziliensis na presenca dos compostos Fhf e Skm grafico 5 (A e B) e grafico 6 (A e
B), sugerindo que a atividade antileishmania destes compostos esta relacionada a

modulacao de citocinas de padrao celular.
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Gréfico 5 - Efeito da frac&o do fruto hexanico (Fhf) da Spiranthera odoratissima e do

alcaloide esquimianina (Skm) na producgéo de IL-12.
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Macréfagos infectados e nado infectados foram incubados por 48 horas com Fhf (A) ou Skm
(B) a 1.6 pg/mL. O grupo controle foi incubado apenas com meio RPMI 1640. Os
sobrenadantes foram coletados e a IL-12 foi quantificada por ELISA a 405 nm. Os dados
foram expressos como média + SD de trés experimentos independentes, em triplicata. **

p<0.01 e *p<0.05 quando comparado ao controle macréfagos infectados.
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Grafico 6 - Efeito da fragdo do fruto hexanico (Fhf) da Spiranthera odoratissima e do
alcaloide esquimianina (Skm) na producé&o de IFN-y.
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Macréfagos infectados e nao infectados foram incubados por 48 horas com Fhf (A) ou Skm
(B) a 1.6 pg/mL. O grupo controle foi incubado apenas com meio RPMI 1640. Os
sobrenadantes foram coletados e o IFN-y foi quantificado por ELISA a 405 nm. Os dados
foram expressos como média + SD de trés experimentos independentes, em triplicata. **

p<0.01 e *p<0.05 quando comparado ao controle macréfagos infectados.
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4.7 EFEITO DA FRACAO HEXANICA DO FRUTO DE SPIRANTHERA
ODORATISSIMA E DA ESQUIMIANINA NA EXPRESSAO DO FATOR DE

TRANSCRICAO NF-KB E DA VIA P38.

Para determinar se Fhf e Skm afetam a expressdo do NF-kB, mais
especificamente em suas duas subunidades p50 e p65, e da via p38, macréfagos
infectados e nédo infectados foram incubados por 24 h e os niveis proteicos de p50 e
p65 foram avaliados pelo ensaio de Western blot. Os resultados obtidos
demostraram que as expressdes de p50 (grafico 7) e p65 (grafico 8) foram
aumentadas na presenca dos compostos Fhf e Skm apos 18 horas de tratamento.
Nos macréfagos apenas infectados com L. braziliensis foram observados baixa
expressdo de NF-kB. Em células ndo infectadas o aumento da expressdo do NF-kB,
também foi determinado. A p38 (Gréfico 9) de forma semelhante seguiu 0 mesmo

padrao de expressao do NF-kB.
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Gréfico 7. Efeito da Fhf e Skm sobre a expressédo de NF-kB (p50) em macrofagos
infectados e néo infectados com formas promastigota de L. braziliensis.
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Macrofagos foram infectados com L. braziliensis na propor¢éo de 1:5 e tradados por 24 h
com Fhf e Skm na concentracdo de 1.6 pg/mL. Andlise por western blot foi realizada
utilizando-se anticorpos monoclonais. As intensidades das bandas da p65 foram

normalizadas com o conteudo de B-actina.
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Gréfico 8. Efeito da Fhf e Skm sobre a expressédo de NF-kB (p65) em macrofagos
infectados e néo infectados com formas promastigota de L. braziliensis.
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Macrofagos foram infectados com L. braziliensis na propor¢édo de 1:5 e tradados por 24 h
com Fhf e Skm na concentracdo de 1.6 pg/mL. Andlise por western blot foi realizada

utilizando-se anticorpos monoclonais. As intensidades das bandas da p65 foram

normalizadas com o conteudo de B-actina.
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Grafico 9: Efeito da Fhf e Skm sobre a expressao de p38 em macrofagos infectados e

ndo infectados com formas promastigota de L. braziliensis.
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Macrofagos foram infectados com L. braziliensis na propor¢édo de 1:5 e tradados por 24 h
com Fhf e Skm na concentracdo de 1.6 pg/mL. Analise por western blot foi realizada
utilizando-se anticorpos monoclonais. As intensidades das bandas da p38 foram

normalizadas com o conteudo de B-actina.
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4.8 EFEITO DA FRACAO DO FRUTO HEXANICO E ESQUIMIANINA SOBRE O

DESENVOLVIMENTO DE LESAO EM CAMUNDONGOS SWISS.

Um dos parametros para o estudo in vivo dos efeitos de uma vacina ou outro
tipo de molécula sobre a infeccdo com Leishmania € a avaliacdo do
desenvolvimento de lesdo apds in6culo do parasita (FOURNET, A. et al., 1992;
SCHMEDA-HIRSCHMANN, G. et al., 1996; WAECHTER, A. I. et al., 1997). Nos
camundongos Swiss tratados, via intradérmica, durante 3 dias, com Fhf e Skm na
dose de 2 mg/kg e 1,6 pug/kg respectivamente, observou-se reducéo significativa (p <
0,05) do tamanho da lesdo quando comparado com os animais tratados com PBS,
durante 8 semanas de observacao (grafico 10). Na dose de 2 mg/kg de Fhf, observou-
se uma reducdo média no tamanho da lesdo de 57,0%, até a 82 semana, tendo um
efeito mais acentuado nas quinta e sétima semanas, com reducao de 65,7% e 66,0
%, respectivamente (grafico 10). A dose de 1,6 pg/kg de Skm apresentou efeito
redutor da lesdo em 80,1% na quarta semana poés-infec¢do, efeito este que se
manteve em média de 55,0% entre a quinta e a oitava semana. O glucantime
apresentou um efeito redutor que variou entre 88,8% e 90,8% No grafico 10, estédo
representados também os resultados dos controles tratados com PBS e glucantime
durante as semanas poés-infeccdo, apresentado respectivamente progressao
continua da lesdo em camundongos tratados com PBS e reducdo significativa do
tamanho da lesdo. Estes resultados demonstraram que o Fhf e Skm nas doses de 2
mg/kg e 1.6ug/kg respectivamente, tem efeito na reducéo da lesdo embora este néo

seja tao eficiente quanto o obtido com a droga padréo (glucantime).
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Grafico 10: Efeito da fragdo do fruto hexanico (Fhf) e esquimianina (Skm) sobre o

desenvolvimento de lesdo em camundongos Swiss
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Camundongos Swiss foram tratados via intralesional no coxim plantar, durante 3 dias, com
PBS, Fhf (2 mg/kg) Skm 1.6pg/kg e glucantime (200 mg/kg) e posteriormente infectados
com 4,5x10°%/ml de formas promastigota de L. braziliensis /ml. As lesdes foram mensuradas
semanalmente com paquimetro. Este experimento é representativo de 3 realizados (n = 6)

*p < 0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 quando comparados aos animais tratados com PBS.
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4.9 EFEITO DA FRACAO DO FRUTO HEXANICO E ESQUIMIANINA SOBRE A

CARGA PARASITARIA DE LINFONODO E BACO DE CAMUNDONGOS SWISS.

O tamanho da lesdo formada com formas infectivas de Leishmania pode
refletir o nimero de células infectadas ou a reacéo inflamatéria local (LIMA, H. C. et
al., 1997). Para avaliar se a reducdo do tamanho da lesdo induzida pela Fhf e Skm
esta relacionada a reducdo do numero de parasitas foram realizados ensaios para
quantifica-los no linfonodo drenante (linfonodo popliteo) e no bago (LIMA, H. C. et
al., 1997). O numero de parasitas no linfonodo popliteo de camundongos tratados
com a dose de 2 mg/kg de Fhf e 1,6 pg/kg de Skm na sexta semana de infeccao
sofreu uma reducdo média de 76,0 % no ndamero de parasitas para Fhf e 73% para
Skm. O glucantime reduziu em 83,0% a carga parasitaria, quando comparados aos
camundongos tratados com PBS grafico 12 (A). Na sexta semana de infec¢do nao
foram observados parasitas no bagco dos grupos de animais analisados. Resultados
similares no linfonodo foram observados na oitava semana de infec¢éo. A dose de 2
mg/kg de Fhf reduziu a carga parasitaria em média 79,3% e Skm em média 78%,
similar ao glucantime (83,2%), em relacdo aos camundongos tratados com PBS
graficoll (B). Na oitava semana de infeccdo foram observados parasitas também no
baco. Os camundongos tratados com a dose de 2 mg/kg de Fhf e 1,6 pug/kg de Skm
apresentaram uma reducédo de 62,6% e 73,2% respectivamente na carga parasitaria
no baco em relagcdo ao controle PBS enquanto que os tratados com glucantime
apresentaram uma reducao de 86,2% (grafico 12). Portanto os resultados apresentados
demonstraram que o Fhf e Skm induziram a reducdo da carga parasitaria nos
linfonodos de 6 e 8 semanas, apresentando também diminuicdo de parasitas no baco

na oitava semana poés-infecgao.
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Grafico 11. Efeito do Fhf e Skm sobre a carga parasitaria no linfonodo popliteo de

camundongos Swiss infectados com Leishmania braziliensis.
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Camundongos Swiss foram tratados, durante 3 dias, com PBS, Fhf (2mg/kg) Skm e
1.6pg/kg), glucantime (200mg/kg) e posteriormente infectados com 4,5x10%ml de formas
promastigota de Leishmania braziliensis. Os linfonodos popliteos foram coletados na sexta
(A.) e na oitava semana poés-infeccao (B.) e submetidos a analise de diluicdo limitante. Os
resultados expressam o numero de formas promastigota de Leishmania nos linfonodos *p<

0.05, ** p<0.01*** p<0,001 quando comparados aos animais tratados com PBS.
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Gréfico 12. Efeito do Fhf e Skm sobre a carga parasitéaria do bago de camundongos

Swiss infectado com Leishmania braziliensis.
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Camundongos Swiss foram tratados, durante 3 dias, com PBS, Fhf (2mg/kg), Skm 1.6ug/kg
e glucantime (200 mg/kg) e posteriormente infectados com 4,5 x 10%ml de formas
promastigota de L. braziliensis. Os bacos foram coletados na oitava semana poés-infeccao e
submetidos a andlise de diluigdo limitante. Os resultados representam o nimero de formas
promastigota de Leishmania nos bagos *p< 0,05 ** p<0,01 **p<0,001, quando comparados

aos animais tratados com PBS.
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5.0 DISCUSSAO

O uso empirico de produtos naturais pela populacdo tem levado a pesquisa
de principios ativos de plantas e seus provaveis efeitos na terapia de algumas
doencas. Modelos experimentais in silico, in vivo e in vitro tém sido utilizados no
estudo de produtos naturais contra as leishmanioses, a fim de que sejam
encontradas novas substancias menos toxicas que as drogas em uso e que

estimulem o sistema imune contra o parasita (BERGMANN, B. R. et al., 1997).

Os antimoniais pentavalentes sdo drogas de primeira escolha utilizadas no
tratamento da leishmaniose. No entanto, o tratamento com estes farmacos causam
sérios efeitos colaterais incluindo nausea, diarreia, convulsdao e cardiotoxicidade,
além disso, o desenvolvimento de resisténcia em algumas linhagens do parasita é

também cada vez mais comum.

7

A quimioterapia baseada em moléculas naturais bioativas é uma das
estratégias que tem sido adotadas na descoberta de novas drogas leishmanicidas
(TIUMAN, T. S. et al., 2005). A atividade antileishmania contra formas amastigota e
promastigota pode estd relacionada a mecanismo bem estabelecidos tais como
inibicdo de topoisomerase, interferéncia com o metabolismo do parasita e a

producéo de Oxido nitrico por macrofagos (DAS, B. B. et al., 2006).

No presente estudo, o0 mecanismo de acdo da Fhf e Skm foi investigado
focando-se na producdo de Oxido nitrico como o provavel mecanismo de agéo
envolvido na morte de amastigotas intracelulares de L. braziliensis em células J774
A.1l. Fhf e Skm demonstraram atividade principalmente contra L. braziliensis com
nenhuma toxicidade aparente para os macréfagos quando comparados com outras
fracbes e compostos isolados da mesma planta. Fournet e colaboradores (1993)
demonstraram, através de modelo experimental in vivo, que a esquimianina

apresentou efeito terapéutico semelhante ao antimoniato de meglumina contra L.
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amazonensis e recentemente, Albernaz et al. (2010) demostraram que a fracao
hexéanica da raiz de S. odoratissima também apresentou propriedades leishmanicida

contra formas promastigota de L. (L.) chagasi.

Corroborando com estes achados a espécie S. odoratissima demonstrou no
presente trabalho significativo efeito inibitério contra formas promastigota de
L.braziliensis, sugerindo poder ser uma ferramenta importante no tratamento da
leishmaniose tegumentar. As concentracdes inibitorias e citotoxica (IC50 e CC50) e
particularmente, o index de seletividade (>60) da fracdo hexanica do fruto e do
alcaloide esquimianina, obtiveram valores promissores (NDJAKOU LENTA, B. et al.,
2007; SINGH, N. et al., 2008) os quais nortearam inicialmente os passos deste

estudo.

A maioria dos medicamentos comerciais utilizados no tratamento da
leishmaniose sdo moléculas bioativas, que exercem o seu efeito terapéutico através
de interacdes especificas com biomacromoleculas ou receptores (TIAN, R. et al.,
2005). Métodos computacionais modernos, como 0s ensaios in silico tém sido
usados para determinar as interac6es entre as moléculas e receptores de forma
qualitativa e quantitativa (LIMA, L. M., 2007).

7

NOS-Il é a enzima responsavel pela producdo de NO nos macréfagos,
também envolvida na morte de parasitas intracelulares nestas mesmas células
(BOGDAN, C., 2001). Tanto em termos estruturais quanto funcionais, NOS-II pode
ser dividido em dois dominios: um dominio redutase C-terminal e um dominio
oxigenase N-terminal. O dominio redutase contém os sitios de ligacdo para
nicotinamida adenina dinucleotideofosfato (NADPH) e cofatores de flavina adenina e
flavinamononucledtido, os quais transferem elétrons do grupo heme, localizado no
dominio oxigenase onde se ligam a tetrahidrobiopterina e o substrato L-arginina (L-
arg) (BARRETO, R. D. L. et al., 2005).

Baseados no ensaio in silico realizado frente & molécula de Skm e NOS-II
sugere-se que o aumento da producaode Oxido nitrico por macrofagos na presenca

do alcaldide esquimianina é provavelmente devido a ligacdo desta molécula no sitio
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catalitico da NOS-I Il (dominio oxidase). As interacbes quimicas da Skm com a
enzima parecem ativar esta enzima transferindo elétrons disponiveis ao grupo heme
presente na NOS-Il, este processo favorece a monoxigenagcdo por seu substrato

natural enzimatico L-arg, resultando no aumento da formacao de 6xido nitrico.

Alguns compostos derivados de plantas possuem  capacidade
imunomodulatéria na leishmaniose com consistente demostracdo da participacdo da
via do NO em seus mecaninsmos de acdo (UKIL, A. et al, 2005;
BHATTACHARJEE, S. et al., 2009). Os resultados aqui apresentados corroboram
com estas investigacdes ja que Fhf e o alcaldide Skm foram capazes de induzir a
producdo de NO nos macréfagos tratados com estes compostos, estes resultados
também respaldaram a fundamentacdo tedrica do estudo virtual de docking
demonstrando uma possivel ativacdo da iINOS pela Skm e a capacidade destes

compostos em também induzir a producédo de NO nos experimentos in vitro.

O aumento do 6xido nitrico neste modelo experimental foi correlacionado
diretamente com a carga parasitaria, confirmando-se que, os resultados obtidos da
avaliacao do efeito leishmanicida de Fhf e Skm, foidevido ao aumentoda producéo

de NO, com respectiva diminuicdo do nimero de parasitas intracelulares.

Para constatar a participacdo direta do Oxido nitrico na morte de parasitas
intracelulares modelos utilizando inibidores da NOS-II s&o constantemente aplicados
in vitro e in vivo. L-NMMA um inibidor competitivo da enzima NOS-II foi utilizado, por
exemplo, para confirmar o envolvimento do Oxido nitrico na protecdo conferida pelo
taxol durante a infeccdo por leishmania. Estas observacées descrevem o papel
protetor do taxol, mediada pela geracdo de intermediarios reativos de nitrogénio no
controle de parasitas intracelulares em macréfagos murinos (DOHERTY, T. M. et al.,
1998).

Seguindo o raciocinio descrito acima a participagdo efetiva do 6xido nitrico
induzida pelos compostos em teste deste estudo, foi confirmado pela acdo da
aminoguanidina, um inibidor seletivo da NOS-Il quando adicionado em combinacao

com Fhf e Skm. A aminoguanidina atenuou significativamente a atividade
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antileishmania de ambos o0s compostos, aumentando a carga parasitaria
macrofagica, evidenciando a dependéncia da morte de formas amastigota

intracelulares a um mecanismo cuja participacéo do 6xido nitrico é essencial.

Varios trabalhos também tém relatado a capacidade de produtos naturais na
producdo de NO em diferentes espécies de Leishmania. Do Socorro e cols.
demonstraram que a atividade antileishmania do 6leo essencial linalol contra L.
amazonensis, foi mediado pelo aumento da producdo de oéxido nitrico (DO
SOCORRO, S. R. M. S. et al., 2003). Soares e cols. avaliou o latex de Himatanthus
sucuba (HSL) que exibiu uma potente atividade contra L. amazonensis, através do
aumento do NO e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em macréfagos, avaliando a
integridade da membrana plasmatica e atividade mitocondrial, mostrando-se ainda
baixa toxicidade do HSL para os macrofagos hospedeiros (SOARES, D. C. et al.,
2010).

Estudos recentes realizados por Saha e cols., com o alcaloide quaternério
isoquinolinico berberina, demonstraram uma correlacéo direta deste metabdlito com
a participacao efetiva da indugéo da via do 6xido nitrico, em macréfagos infectados e
nao infectados com Leishmania donovani, o cloreto de berberina induziu 10 a 17
vezes a expressdao do mRNA para NOS-II, correlacionado com a producéo de éxido
nitrico (SAHA, P. et al., 2011). Resultados semelhantes podem ser observados no
estudo realizado por Bhattacharjee e cols., que demonstraram o papel da quassina,
um quasinoide, extraido das cascas da arvore Quassia amarana, na indugdo da
expressdo de NOS-Il o qual levou a um aumento significativo da geracdo do oxido
nitrico. Além disso, a quassina também induziu citocinas de padrdo Thl e suprimiu
citocinas de tipo Th2 em macrofagos peritoneais provenientes de BALB/c infectados
com L donovani. Estas observacfes sugerem que a quassina medeia a resposta
leishmanicida de macréfagos peritoneais murinos, ndo s6 através da geragdo de
NO, mas também através da inducdo da resposta imune Thl (BHATTACHARJEE,
S. et al, 2009). Estes achados tabém podem ser associados aos resultados
encontrados aqui para Fhf e Skm, ja que os niveis de citocinas de padrdo Thl foram
satisfatoriamente elevados em detrimento dos niveis de IL-10.
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Estas observacdes indicam a sensibilidade a Fhf e Skm nas respostas
efetoras de macrofagos J774 A.1 na producdo de citocinas e na indugdo de oxido
nitrico, sugerindo que estes produtos naturais podem ser utilizados como um
imunomodulador em potencial, podendo ser Gtil ndo apenas no tratamento da
leishmaniose, mas também para outras doencas cujo desvio para o padrdo Thl seja
necessario para cura ou controle. O efeito imunomodulador da Fhf e Skm sera mais

bem discutido a seguir.

Parte das pesquisas contra leishmaniose esta focada na tentativa de
identificar novos compostos que modulem a resposta imune para um padrdo de
citocinas de protecdo (NABORS, G. S. et al., 1995; LI, J. et al., 1997; SIEGERS, C.
P. et al., 1999)

IL-10, uma potente citocina anti-inflamatéria produzida por macréfagos,
linfécitos B e T (LAUW, F. N. et al., 2000) é em parte, responsavel pela viruléncia
dos parasitas nos macrofagos. Ghalib e cols. mostraram que a presenca de IL-10 na
leishmaniose humana aumentou a manifestacéo clinica da doenca, indicando que a
IL-10 parece suprimir a producdo de NO pelos macrofagos (GHALIB, H. W. et al.,
1993). Achados similares também foram observados em modelo experimental de
leishmaniose por Gazzinelli e cols.(1992). Esta citocina diminui a expressao das
classes de MHC classe | e Il interferindo na apresentagédo antigénica (GRUTZ, G.,
2005) e reduz a trancricao e transducao de citocinas pro-inflamatéria como TNFa, IL-
12 e IL-18 de macroéfagos (CONTI, P. et al., 2003).

A reducgédo observada da IL-10 em macrofagos infectados com L.braziliensis e
tratados com Fhf ou Skm, sugere um efeito imunomodulador da planta. Em contraste
com os resultados apresentados com Fhf e Skm, Alexandre-Moreira et al.(2003)
observaram que a planta Cissampelos sympodialis (Menispermaceae), rica em
alcaloides bisbenzilisoquinolinicos, inibiu a producdo de NO e quantidade elevada
induzida de IL-10 por macréfagos infectados pelo Trypanosoma cruzi (ALEXANDRE-
MOREIRA, M. S. et al.,, 2003). Este efeito induziu um aumento de formas
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tripomastigotas liberadas dos macrofagos, confirmando a relacdo inversa entre estas

duas moléculas biogénicas, IL-10 e NO, nas infec¢des parasitarias.

A IL-12, uma citocina heterodimérica secretada por macréfagos e outras
células apresentadoras de antigeno é essencial para o desenvolvimento do padréo
Thl, que por sua vez produz IFN-y e assim ativa macréfagos. A IL-12 ndo é
importante apenas no inicio da infeccdo por leishmania, mas a manutencdo da
producao de IL-12 é decisiva para o controle da doenca (STOBIE, L. et al., 2000). O
Fhf e Skm induziram a producéo de IL-12 de forma significativa, nas 48 horas de
tratamento, demonstrando ter a capacidade de induzir a producdo de uma citocina
caracteristica da resposta celular, este resultado associado a diminuicdo de IL-10 e
ao aumento de oOxido nitrico por células J774 A.1 sinaliza uma modulagdo efetiva
contra L. braziliensis, colocando-os também como candidatos a novos farmacos

contra este parasita.

A capacidade do Fhf e Skm na inducdo de IFN-y reforca a hipbtese da
capacidade destes compostos em modular uma resposta celular efetiva, diretamente
correlacionada com a prévia inducéo de IL-12, induzindo assim a producado de altos

niveis de 6xido nitrico.

As citocinas produzem seus efeitos celulares pela ativacao de varios fatores
de transcrigdo como o AP-1, o NF-kB e o STAT, os quais ativam ou reprimem genes
alvo. Estes fatores podem também intensificar a expresséo de citocinas, visto que as
regides promotoras de muitas destas e seus genes revelam numerosos sitios
reguladores para estes fatores de transcricdo. As citocinas ndo atuam sozinhas,
sendo produzidas e liberadas em rede bem coordenada; portanto os niveis relativos
destes fatores de transcricdo podem ser resposaveis pela acéo inflamatoria

prolongada das citocinas e seus ativadores.

Diferentes vias de sinalizacdo que desencadeiam a ativagédo do NF-kB podem
afetar de forma diferente o desenvolvimento de doencas. A ativacdo do NF-kB esta
correlacionada com a prevencao de apoptose durante a infeccdo com Rikettsia
rikettsii (SPORN, L. A. et al., 1997), e a regulacao positiva do mRNA foi demostrada
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em cultura de fibroblastos infectados com citomegalovirus (YUROCHKO, A. D. et al.,
1997). O aumento da expressdo do NF-kB em tumores estd correlacionado com a
resisténcia a farmacos antitumorais. Esta via é induzida através da fosforilacdo de
seu inibidor 1kBa (SACCANI, S. et al., 2002) que rapidamente transloca-se para o
nacleo e ativa a transcricdo de multiplos genes kB dependente, incluindo NOS-II e
citocinas Thl (SACKS, D. L., 1989) de participacdo efetiva contra parasitas
intracelulares, portanto, na leishmaniose o aumento da atividade de NF-kB induz um
efeito letal sobre estes parasitas (UKIL, A. et al., 2005).

No presente trabalho, a atividade leishmanicida de Fhf e Skm foi
correlacionada com o aumento da expressdo do NF-kB nos macrofagos infectados,
levando a um aumento da producdo da NOS-II, demonstrado indiretamente pelo
aumento de nitrito in vitro em células J774 A.1l. Estes tratamentos resultaram em um
aumento da expressao NF-kB durante as primeiras 18 h de tratamento. Fhf e Skm
demonstraram induzir NF-kB p50/p65 em macroéfagos infectados e nédo infectados
com L. braziliensis, levando a uma diminuicdo significativa de parasitas

intracelulares, associado a producédo NOS-II/NO.

Estes resultados corroboram com os achados de Ozer e cols., que
demostraram que o extrato de Nuphar lutea, também apresentou atividade
leishmanicida mediada através da ativacdo de NF-kB e aumentou a expressao de
INOS, além disso, a inibicdo de 6xido nitrico, associada a NG-monometil-L-arginina,
reverteu totalmente o efeito leishmanicida do extrato desta espécie, semelhantes
aos resultados observados com o Fhf e Skm, ja discutidos neste trabalho (OZER, L.
et al., 2010).

A expresséao induzida por Fhf e Skm ativou comprovadamente NF-kB, porém
macroéfagos infectados por parasitas do género Leishmania tem sido associada com
a capacidade de interferir com a cascata de sinalizacdo da via MAPK up stream

NFkb, a qual consiste em trés subtipos denominados ERK, JNK e p38 MAPK.

Para manter a infeccdo causada por Leishmania, fatores criticos sé&o

induzidos pela IL-10, cuja liberacdo € dependente de proteinas quinase ativadas
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MAPKs (BUCHMULLER-ROUILLER, Y. e MAUEL, J., 1987). Fatores inerentes ao
parasita tais como LPG podem interferir e subverter a funcdo de macréfagos pela
ativacdo da quinase extracelular (ERK 1 / 2), eleva ao aumento dos niveis de IL-10,
juntamente com a inibicdo da IL-12, inibicdo esta dependente da regulacao negativa
da p38 MAPK, favorecendo a sobrevivéncia do parasita (JUNGHAE, M. e RAYNES,
J. G., 2002). Portanto, tanto a ERK como a p38 MAP quinases regulam
diferencialmente a inducéo de moléculas efetoras em macrofagose ditam o curso da
infeccdo, tornando-as alvos potenciais para o desenvolvimento de novas estratégias

para combater a leishmaniose.

Na leishmaniose o modelo de sinalizacdo CD40-CD40L foi proposto para
regular a secrecao das citocinas IL-12 e IL-10 através da MAPK p38 e via ERK, a
sinalizacdo CD40 para ERK1 / 2 induz IL-10; por sua vez, a IL-10 aumentada
impede a ativacdo induzida pelo proprio CD40 via p38MAPK, traduzindo-se numa
reducdo de IL-12 (SEGER, R. e KREBS, E. G., 1995). Portanto, como a atividade
antileishmania de Fhf e Skm foi acompanhada de uma diminuicdo da IL-10 e
aumento da IL-12, pode-se extrapolar que estes compostos podem ter a capacidade
de regular a p38MAPK (aumentando assim a IL-12), e inibir a regulacdo da ERK e,

assim, diminuir os niveis de IL-10.

A evolucdo do tamanho da lesdo durante as semanas de infeccdo é o
resultado de uma combinacdo de fatores tais como o aumento do numero de
parasitas ou um aumento da resposta inflamatéria do hospedeiro. Portanto, o
tamanho da lesdo ndo é necessariamente um dado indicativo da intensidade da
infeccdo (carga parasitaria local), pois lesbes podem estar presentes quando nao
existem parasitas no local, e parasitas podem estar presentes na auséncia de
lesdes. E relatado que meses apds a lesdo cutdnea cicatrizar em camundongos
resistentes infectados com L. major, o parasita ainda esta presente no local da lesao
e no tecido linfatico drenante (LIMA, H. C. et al., 1997).

No nosso trabalho, a andalise do numero de parasitas nos linfonodos

drenantes demonstrou que a reducdo no tamanho da lesdo esta correlacionada a
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reducdo concomitante da carga parasitaria nestes orgaos linfoides, sendo esta similar
ao obtido com o glucantime. Estes resultados sugerem um possivel efeito
imunomodulador da Fhf e Skm também in vivo no inicio da infeccdo, inclusive

reduzindo a metéstase das Leishmanias do linfonodo para o baco.

A evolucao da infecgdo por Leishmania em hospedeiro susceptivel pode estar
correlacionado ao fato de que macrofagos imaturos sao deficientes na capacidade
de matar parasitas intracelulares, pois, s@o inativos ou pouco ativos na presenca de
citocinas. Por outro lado, macréfagos maduros tornam-se ativos quando estimulados
por IFN-y, TNF-a e LPS, os quais induzem a expressao da enzima NOS-II levando a
producdo de oxido nitrico por macréfagos (BEIL, W. J. et al., 1992; LIEW, F. Y. e
O'DONNELL, C. A., 1993). A atividade do Oxido nitrico contra parasitas intracelulares
foi comprovada em camundongos deficientes da NOS-Il, os quais ndo foram
capazes de controlar a infec¢cdo causada por L. major (LIEW, F. Y. e O'DONNELL,
C. A, 1993).

A resisténcia a infec¢do por Leishmania pode ser induzida em camundongos
geneticamente susceptiveis através de varios tratamentos; na maioria dos casos,
entretanto, tais manipulacdes sdo apenas efetivas se realizadas antes da infecgao,
ou durante a primeira semana, provavelmente devido ao estimulo diferencial de
células de padrédo ThO ocorrer nos primeiro dias depois do in6culo do parasita. Estas

consideracgdes enfatizam a importancia da fase inicial da infecgdo (MOLL, H., 1993).

Dependendo do tipo de modelo utilizado (in vivo ou in vitro) as substancias
estudadas podem apresentar diferentes efeitos quanto ao seu mecanismo de acao.
Apesar das vantagens de um modelo in vitro, tais como quantificar de forma precisa
a concentracdo efetiva da droga, este modelo ndo leva em consideracdo fatores
importantes, observados in vivo, tais como a absor¢do, o metabolismo e a
farmacocinética das drogas (CROFT, S. L., 1986).

No presente trabalho quando o Fhf e Skm foram administrados in vivo, o
resultado obtido indicou que provavelmente o extrato ativou células, cuja

participacdo é essencial na resposta efetiva contra a Leishmania. Dentre estas
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encontramos as células de Langerhans, presentes na epiderme, cuja funcdo como
apresentadora antigénica depende de seu estado de ativacdo. Estas células migram
para os linfonodos drenantes, onde interagindo com os linfécitos T podem induzir
mecanismos de morte intracelular mediados pelo éxido nitrico (TAPIA, F. J. et al.,
1994).

A grande maioria dos extratos de plantas que tém sido estudados contra a
leishmaniose demonstrou efeito quando administrada em camundongos até a
segunda semana de infeccdo, sugerindo que podem interferir no padréo de resposta
imune Th2 j4 estabelecido (DA SILVA, S. A. et al., 1995).

A importancia do tipo de extrato utilizado e da via de administracdo €
observada em relacdo a Kalanchoe pinnata cuja fracdo aquosa protege
camundongos contra a infeccdo progressiva por Leishmania amazonensis, sendo o
efeito melhor observado quando o extrato € administrado por via oral (DA SILVA, S.
A. etal., 1995).

Nossos dados confirmam que o sucesso para o tratamento na leishmaniose
ndo exige apenas uma reducdo da carga parasitaria, mas também o

desenvolvimento de uma resposta imune efetiva mediada por células.

Em concluséo, este estudo demostrou que o efeito antileishmania de Fhf e
Skm obtidos de Spiranthera odoratissima ocorreu via participacdo efetiva e
dependente do éxido nitrico. Os dados in silico sugeriram a interagdo fisica com
NOS-Il, provavelmente ativando esta enzima. Os ensaios in vitro demostraram a
capacidade tanto da Skm quanto da Fhf em ativar as principais vias de indugéo da
resposta Thl, p38 e NF-kB, induzindo a producdo de IL-12 e Oxido nitrico

respectivamente.
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6.0 CONCLUSOES

A fracdo hexanica do fruto de Spiranthera odoratissima e seu alcaloide
esquimianina apresentaram efeito antileishmania sobre forma promastigota de

Leishmania braziliensis.

A fracdo hexanica do fruto de Spiranthera odoratissima e seu alcaloide
esquimianina apresentaram efeito antiamastigota, reduzindo o indice de infeccéo

em macroéfagos infectados com L. braziliensis.

A morte das formas amastigota intracelulares de L. braziliensis ocorreu atraves

da inducédo da producao do NO pela fragdo hexanica do fruto e esquimianina.

A fracdo do fruto hexanico (Fhf) e a esquimianina (Skm) estimulam a producédo

de citocinas de padrdo Thl como IL-12 e IFN-y.

A fracdo do fruto hexanico (Fhf) e a esquimianina (Skm) inibem a producéo de

citocinas de padrdo Th2 como IL-10.

As vias sinalizadoras na producdo de oOxido nitrico (NF-kB) e de citocinas de
padrdo Thl (p38) sdo ativadas quando células J774 A.1 séo tratadas com a

fracdo do fruto hexanico (Fhf) e esquimianina (Skm).

A fracdo hexanica do fruto (Fhf) e esquimianina (Skm) reduzem o tamanho da
les&o na infecgé@o por Leishmania braziliensis em camundongos Swiss, além de

diminuirem a carga parasitaria em linfonodos e baco.
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