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RESuMO

As leishmanioses constituem-se por um complexo de doencgas infecto-
parasitarias, causadas por parasitas do género Leishmania, e apresentam um
espectro de sintomas variando de simples lesdes cutaneas de cicatrizacao
espontanea a lesdes viscerais letais. A leishmaniose visceral, causada pela
espécie Leishmania chagasi, no Brasil infecta cerca de duas mil pessoas por
ano, sendo cerca de 90% dos casos no Nordeste. Os tratamentos atuais sao
baseados em compostos antimoniais pentavalentes, ou na utilizacdo de
outras drogas como a anfotericina B e a pentamidina. A toxicidade desses
agentes, com efeitos colaterais graves, o alto custo dos tratamentos, as
dificuldades de administracdo e o surgimento de resisténcia sao grandes
desvantagens, tornando essencial a busca por novos agentes leishmanicidas,
como a identificagdo de compostos naturais isolados, que podem fornecer
novos modelos terapéuticos no tratamento das leishmanioses. A presente
pesquisa teve como objetivo avaliar comparativamente o potencial
antileishmania de compostos naturais isolados sobre as formas promastigotas
e amastigotas de Leishmania chagasi, estabelecendo o ciclo do parasito in
vitro. Os compostos naturais ensaiados, acido Usnico, cumarina, quercetina e
reserpina apresentaram significativa atividade antileishmania sobre as formas
promastigotas de Leishmania chagasi, com ICsg igual a 0,0417; 1,07; 0,271 e
1,7 mM respectivamente. Nas condicdoes de cultivo padronizadas no presente
estudo foi possivel estabelecer o ciclo de vida in vitro dos parasitos, com
passagem destes pelas duas principais formas de vida: promastigotas e
amastigotas. O ciclo in vitro foi caracterizado pelo cultivo das promastigotas
com estabelecimento: 1) das fases: lag (inicial), log ou exponencial e
estacionaria dos parasitos; 2) transformacdo das formas promastigotas em
amastigotas intracelulares, pela infeccdo de macréfagos murinos, o que
favoreceu a infectividade das promastigotas; e 3) pelo isolamento das formas
amastigotas e transformagao destas em promastigotas novamente,
completando o ciclo. Além disto, foi também possivel estabelecer a
transformacao in vitro das promastigotas em amastigotas axénicas de L.
chagasi e o cultivo das formas axénicas para ensaios de acao antileishmania
sobre essa forma. Nesse caso, o composto natural isolado acido Usnico
apresentou atividade antileishmania sobre amastigotas axénicas de L.
chagasi, com ICsp igual a 1,16 mM. Nao foi observada similaridade da ICsg na
atividade antileishmania do acido uUsnico e da pentamidina entre as formas
amastigotas axénicas e promastigotas, o que demonstra a importancia de
caracterizar a acdo dos compostos sobre cada forma de vida dos parasitos.
Conclui-se que os compostos isolados tém atividade antileishmania sobre as
formas promastigotas e o acido Usnico sobre as formas amastigotas axénicas
de L. chagasi.

Palavras-Chave: Leishmania chagasi, amastigotas axénicas, acido Usnico,
cumarina, quercetina e reserpina.



ABSTRACT

Leishmaniases are a complex of infectious parasitic diseases caused by
species of the Leishmania genus. These diseases comprise a large spectrum
of manifestations ranging from localized self-healing cutaneous lesions to
fatal visceral infections. In Brazil, the visceral leishmaniasis is caused by
Leishmania chagasi which affects ca. 2 million people every year with
estimated 90% of cases occurring in Northeastern. Current treatments of
leishmaniasis are based on first line pentavalent antimonials or other drugs
like amphotericin B and pentamidine. Toxicity of those drugs, their high side-
effects, besides the high cost of treatment, difficulty for administering them
and the surge of resistance are their great drawbacks. These aspects have
stimulated the search for new leishmanicide agents, like the isolation and
identification of natural compounds which could provide new therapeutic
models for the treatment of leishmaniases. It was aimed in the present work
a comparative evaluation of potentially antileishmania natural isolate
compounds and their action on promastigote and amastigote forms of
Leishmania chagasi by observing the cycle of this parasite in vitro. Assays
were carried out with usnic acid, coumarin, quercetin, and reserpine which
showed to have significant antileishmanial activity on promastigote forms of
Leishmania chagasi, presenting ICsg equal to 0.0417; 1.07; 0.271 and 1.7
mM, respectively. It was possible in our experimental conditions of
standardized cultivation of parasites, to establish their life cycle in vitro, by
observing their metamorphosis from promastigote to mastigote. The in vitro
life cycle was characterized by parasite cultivations with establishment of: 1)
lag (initial), log or exponential and stationary stages of promastigotes; 2)
transformation of promastigotes to intracellular amastigotes by infection of
murine macrophages; this step favoured the promastigotes infectivity; and 3)
amastigote isolation and transformation to promastigotes completing the
cycle. Furthermore, it was also possible to establish the in vitro
transformation of promastigotes in axenic amastigotes of Leishmania chagasi
and its use for the evaluation of antileishmanial activity. In this case, the
natural compound usnic acid exhibited antileishmanial activity against axenic
amastigote forms with ICsq of 1,16 mM. It was not observed any similarity of
ICso on antileishmanial activity of usnic acid and pentamidine between the
axenic amastigote and promastigote forms. This demonstrates that it is
important to characterize the action of compound on each life form of the
parasites. It is concluded that all assayed compounds carried out in this work
had antileishmanial activity on promastigote forms, mainly, and the effect of
concentration was different between promastigote, of lower ICsq values, and
axenic amastigotes forms, of greater ICsq values.

Key-words: Leishmania chagasi, axenic amastigotes, usnic acid, cumarine,
quercetin, reserpine.
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1.1 Leishmanioses: Historico e Visao Geral

Leishmania sp. € um protozoario parasita, agente etioldgico das
leishmanioses, um complexo de doencas infecto-parasitarias com espectro
de sintomas variando de simples lesdes cutaneas de cicatrizacao
espontanea a lesdes viscerais letais (ROBERTS et al., 2000). Assim como
outras doencgas parasitarias, as leishmanioses vém acompanhando o
desenvolvimento das civilizagdes humanas em um processo co-evolutivo
(COX, 2002; LEBARBENCHON et al., 2008).

As mudancgas nas atividades humanas podem influenciar as
trajetorias evolutivas dos parasitos de diversas maneiras, seja por
alteracdes no proprio hospedeiro bem como pelas alteracdes no meio
ambiente provocadas pelo homem, visto que as populagdes humanas tém
mudado constantemente seus habitos alimentares, habitates, criado novas
formas de viver, comer e, consequentemente, novas formas de contato e
invasao de doencas nas comunidades. A evolucdo da resisténcia a drogas
€ um excelente exemplo de como o homem pode dirigir a evolugao dos
parasitos (LEBARBENCHON et al., 2008).

As alteracOes naturais e antrépicas do meio ambiente constituem
fatores de risco que tém tornado as leishmanioses uma crescente
preocupacao na saude publica em diversos paises do mundo. Um dos
fatores de risco mais importantes na atualidade é o aumento da
urbanizacdo e conseqliente formacdo de megaldpoles com diversos
problemas sanitarios e de crescimento desordenado que criam condicdes
cada vez maiores para transmissao de doencas como as leishmanioses
(WHO,2002).

A leishmaniose visceral foi noticiada pela primeira vez na fndia,
em 1824, onde pacientes com febre foram tratados como se estivessem
com malaria e ndo responderam ao tratamento com quinina. Mas a
descoberta do agente causador da doenca, no caso Leishmania donovani,

s6 veio acontecer muito mais tarde, pelos pesquisadores William
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Leishman, médico do exército escocés, e Charles Donovan, Fisiologista da
Universidade de Madras (Elliott, 1863).

Em 1900 William Boog Leishman, bacteriologista e patologista,
identificou o parasita responsavel pelo calazar ou febre negra como era
conhecida na época. Seus resultados foram publicados em 1903 e as
“estruturas ovoides” (amastigotas) passaram a ser chamadas de
estruturas “Leishman-Donovan”, pois Charles Donovan havia chegado as
mesmas conclusdes de Leishman independentemente e publicado com
poucos meses de diferenca seus resultados. A doenca é atualmente
conhecida como Leishmaniose visceral (BIOGRAPHY OF COLONEL
WILLIAM B. LEISHMAN).

Ha uma antiga publicacao do Jornal Americano de Saude Publica,
em 1926, informando que apesar de nao ter sido William Leishman o
primeiro a reconhecer o protozoario que leva seu nome, ele foi o primeiro
a suspeitar da veracidade dessa observacao, e por isso Ronald Ross
sugere o0 nome Leishmania ao género e Leishmanioses ao grupo de
doencas associadas a presenca do protozoario (GENERAL SIR WILLIAM
BOOG LEISHMAN, 1926).

Em 1936 ja muitos estudiosos e membros do governo de varios
paises manifestavam preocupacdao com o aumento do nimero de casos de
leishmanioses a cada ano em todo mediterraneo, como notificado pelo
secretario da Sociedade da Liga da Cruz Vermelha no Jornal Britanico de
enfermagem em 1936 (LEISHMANIASIS, 1936).

Muito tempo apds a descoberta dos parasitos agentes etioldgicos
das leishmanioses, em 1921, é que se conseguiu provas experimentais de
gue a transmissao da doenca para humanos ocorria por meio de
flebotomineos, inicialmente descritos os pertencentes ao género
Phlebotomus, porém o conhecimento atual de como a picada de um
flebotomo transmite o parasita s6 foi demonstrado por volta de 1941
(ADLER et al, 1941).

Inicialmente acreditava-se que as espécies de Leishmania do

novo mundo e do velho mundo eram as mesmas, entretanto em 1911




(20 1.

Gaspar Vianna descobriu que existiam diferentes espécies na
América do Sul, Africa e India, além de ter descrito a espécie Leishmania
braziliensis. Desde entdao um grande numero de novas espécies,
exclusivas do novo mundo, tém sido descritas (VIANNA, 1911).

Atualmente, as leishmanioses infectam cerca de 12 milhdes de
pessoas em todo o mundo e, a cada ano, estima-se que surjam dois
milhdes de novos casos de leishmanioses, com uma mortalidade de 5 a
15% dos afetados. Estes fatos levaram a Organizacao Mundial de Saude -
OMS a incluir as leishmanioses dentre as seis mais importantes endemias
do mundo (HANDMAN, 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

As espécies patogénicas do género Leishmania, protozoarios
unicelulares, sao responsaveis por um amplo espectro de doencas no
homem, denominadas de maneira geral como leishmanioses, que variam
de sintomas e caracteristicas clinicas de acordo com a espécie (PAN et al,
1993; WHO, 2000).

O género Leishmania € taxonomicamente classificado como:
Reino - Protozoa; Infrareino - Excavata; Filo - Euglenozoa; Subfilo -
Kinetoplasta; Ordem - Kinetoplastida; Sub-ordem - Kinetoplastina; Familia
- Trypanosomatidae. De acordo com caracteristicas imunoldgicas,
distribuicdo geogréafica e aspectos clinicos da doenca, o género Leishmania
é dividido em dois sub-géneros: Leishmania e Viannia (LAINSON e SHAW,
1987). Um esquema da classificacdo atual do género Leishmania é

demonstrado na figura 1.
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As leishmanioses sdo, portanto, infeccdes parasitarias cujo
agente patogénico sdo organismos do género Leishmania, transmitidos
aos hospedeiros vertebrados pela picada das fémeas de flebotomineos
infectadas. Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de
mamiferos como roedores, edentados, canideos, marsupiais e primatas
humanos e nao-humanos.

As leishmanioses estao presentes em 88 paises (4 continentes),
sendo 66 no velho mundo e 22 no novo mundo, com uma estimativa de
incidéncia de 1 a 1,5 milhdes de casos de leishmaniose cutdnea e 500 mil
casos de leishmaniose visceral. A populacao que encontra-se em regioes
de risco é estimada em 350 milhdes de pessoas, e a prevaléncia mundial
da doenca é de 12 milhdes de pessoas. Na Europa as infeccoes sao
encontradas em 16 paises, incluindo Franca, Italia, Grécia, Espanha e
Portugal, enquanto mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral
ocorrem em Bangladesh, Brasil, india e Suddo (DESJEUX, 1996; WHO,
2004).

Observa-se atualmente um aumento nos fatores de risco para as
leishmanioses, sendo a maioria destes fatores antrépicos, como migracao,
desmatamento, urbanizacdo ou mudancas na suscetibilidade dos
hospedeiros humanos a infeccdo, como imunossupressao ou ma nutrigao.
As infeccbes humanas com parasitas do género Leishmania dependem da
relacao ecoldgica entre as atividades humanas e os sistemas reservatorios
da doenca (ASHFORD, 2000).

Segundo Desjeux (2001) as Ileishmanioses incluem quatro
entidades eco-epidemioldgicas: leishmaniose visceral zoondtica e
antrépica e leishmaniose cutdnea zoondtica e antrdpica. Nas formas
antropicas os humanos constituem a Unica fonte de infeccdo para o vetor,
enquanto nos ciclos zoondticos de transmissdo, os animais constituem
reservatorios que mantém e disseminam os parasitos.

Atualmente, as leishmanioses certamente tém uma distribuicao

geografica mais ampla, visto que tém sido reportadas recentemente em
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areas previamente nao-endémicas como na regido ocidental do Nilo ao sul
do Suddo (DESJEUX, 2001).

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é
causada por parasitas do complexo Leishmania donovani, apresentando
trés agentes etioldgicos principais: Leishmania donovani, Leishmania
infantum e Leishmania chagasi, sendo esta ultima endémica ao Brasil.
Essa doenga tem atingido quase duas mil pessoas por ano no Brasil, sendo
cerca de 90% dos casos no Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Ao contrario da leishmaniose cutanea, na leishmaniose visceral
0s parasitos podem ser encontrados em muitos tecidos, incluindo sangue,
pulmdes, rins, testiculos, meninges e outros, e nao apenas nos
macrofagos da pele, sendo os principais centros de infeccdo as células
fagocitarias do figado, baco e medula 6ssea. Nao ha dados que
justifiquem este tropismo dos parasitos na leishmaniose visceral,
entretanto existem argumentos que se baseiam em sensibilidade a
diferencas de temperatura, ou controle metabdlico dos parasitos
(CHANCE, 1981; MARZOCHI et al.; 1994).

1.2 Ciclo de Vida

Os parasitos do género Leishmania sao expostos a diferentes
estresses e ambientes extra e intracelulares durante seu complexo ciclo
de vida, o que caracteriza um modelo biolégico genética e ecologicamente
complexo. Uma das principais caracteristicas destes parasitos é o fato de
serem organismos ditos digenéticos por apresentarem dois estagios em
seu ciclo de vida, sendo: a) um estagio extracelular, no vetor invertebrado
(flebotomineos hematodfagos) - figura 3; e b) um estagio intracelular, no
hospedeiro vertebrado - figura 4. Desta forma, os parasitos se
apresentam basicamente sob duas formas morfolégicas denominadas

promastigotas, encontradas nos vetores invertebrados, e amastigotas,
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encontradas nos hospedeiros vertebrados (SHAW, 1997; BATES et al.,
2004; BANULS et al., 2007), como demonstrado na figura 2.
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Figura 2 - Imagem esquematica das formas amastigota e promastigota, agentes
etioldgicos das leishmanioses. Detalhe para o nucleo, o cinetoplasto de cada forma
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Os vetores invertebrados, pequenos insetos da ordem Diptera e
sub-familia Phlebotominae, sdao comumente denominados de
flebotomineos hematoéfagos. Dos seis géneros de flebotomos descritos,

apenas dois tém importancia médica por serem vetores dos parasitos do
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género Leishmania: Phlebotomus, encontrado no “Velho Mundo” com 12
sub-géneros, e Lutzomyia, encontrado no “Novo Mundo” com 25 sub-
géneros (PIMENTA et al., 1994; KAMHAWI et al., 2000; BANULS et al.,
2007).

O principal vetor para a Leishmania chagasi, agente etiolégico da
leishmaniose visceral na América Latina, é a espécie Lutzomyia
longipalpis, provavelmente o vetor mais estudado nos ultimos anos em
regides neotropicais. Entretanto, existem muitos pesquisadores que
apontam para a existéncia de um complexo de espécies (BAUZER et al.,
2007).

Foto: Amely B. Martins

Figura 3 - Fotomicrografia de uma cultura de formas promastigotas de Leishmania
chagasi. Coloracdao hematoldgica por Hematoxilina e Eosina. Microscépio Optico com
contraste de fase, aumento de 1000x.

Dentre os hospedeiros vertebrados encontram-se diferentes
ordens de mamiferos: roedores, canideos, edentados, marsupiais,
procionideos, ungulados e primatas, sendo todos estes considerados
potenciais reservatorios da doenca. Humanos sao também possiveis
hospedeiros, mas na maioria dos casos sao considerados hospedeiros
acidentais (LAINSON e SHAW, 1987; DANTAS-TORRES, 2007).




Figura 4 - Amastigotas em macréfagos de cultura corados por Giemsa. 1) macréfago;
2) Nuacleo do macréfago; 3) Amastigota; 4) Fagolisossomo do macrofago; 5)
Cinetoplasto; e 4) Nucleo da amastigota. Fonte: Carvalho e colaboradores
(http://www.biof.ufrj.br/laminario.html).

O ciclo de vida (Figura 5) inicia-se quando uma fémea de
flebotomineo contaminada suga o sangue do hospedeiro vertebrado e,
enquanto se alimenta, promastigotas infectivas (metaciclicas) entram no
hospedeiro vertebrado por meio da probdscide do inseto. As
promastigotas sdo entdo fagocitadas pelos macréfagos do hospedeiro e no
interior do fagolisossomo formado transformam-se em amastigotas que
passam entdo a se reproduzir por fissdo binaria. As amastigotas
aumentam de numero dentro da célula até que esta seja rompida e
passam a infectar outras células fagociticas, dando continuidade ao ciclo
(MARZOCHTI et al, 1981).




Figura 5 - Imagem esquematica do ciclo de vida das espécies do género Leishmania.
(Fonte: WHO, 2004).

1.3 A Leishmaniose Visceral: Quadro Epidemioldgico Geral

no Brasil, na Paraiba e em Joao Pessoa

A leishmaniose visceral (LV) tem ampla distribuicao mundial,
ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas, onde
também ¢é denominada de Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ou
calazar neo-tropical e, na América Latina a doenca apesar de ocorrer em
pelo menos 12 paises apresenta cerca de 90% dos casos no Brasil,
especialmente na Regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Historicamente, data-se de 1913 o primeiro registro da
leishmaniose visceral no Brasil, de paciente proveniente de Boa
Esperanca, Mato Grosso. Posteriormente, 41 casos positivos para a LV
foram identificados em individuos provenientes das regides Norte e
Nordeste quando se pesquisava sobre a febre amarela (PENNA et al,
1934; ALENCAR et al, 1983).
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No Brasil, a LV inicialmente tinha um carater eminentemente
rural, entretanto, recentemente a doenca tem apresentado mudancas
importantes no padrao de transmissdo e vem se expandindo para as areas
urbanas de médio e grande porte. Atualmente, no Brasil a LV esta
registrada em 19 das 27 Unidades da Federacdo, em aproximadamente
1.600 municipios (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Segundo o Ministério da Saude, em 19 anos (1984-2002) os
casos de LVA notificados somaram 48.455, sendo que aproximadamente
66% deles ocorreram nos estados da Bahia, Cearda, Maranhdo e Piaui, ou
seja, com a assustadora maioria dos casos registrados no nordeste, como
demonstrado na Tabela 1, a exemplo do ano de 2000, onde dentre um
total de 4.858 casos registrados no Brasil 4.029 ocorreram na regiao
Nordeste, o que representa 82,9% do numero total de casos. Nos ultimos
dez anos, a média anual de casos no Pais foi de 3.156 casos, e a
incidéncia de 2/100.000 hab., como demonstra a Figura 6 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2003).

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados
de LV ocorreram na Regidao Nordeste, entretanto, na medida em que a
doenca se expande para as outras regides e atinge areas urbanas e
periurbanas, esta situacdao vem se modificando, a exemplo do periodo de
2000 a 2002, a Regiao Nordeste ja representa uma reducdao na média dos
casos para 77% (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Tabela 1 - Nimero de casos de Leishmaniose Visceral por Regido do Brasil

1991-2002
REGIAO | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002
Norte 53 99 84 118 | 117 | 133 | 152 | 112 | 375 | 366 | 440 | 438
Nordeste | 1.380 | 1.657 | 2.407 | 3.183 | 3.519 | 2.932 | 2.257 | 1.688 | 2.965 | 4.029 | 2.745 | 1.986
Centro 1 18 20 35 78 15 21 88 95 149 | 167 | 255
Oeste
Sudeste | 76 9 59 90 171 | 166 | 140 89 189 | 314 | 274 | 423
ESTADO
Paraiba | 92 81 46 91 127 89 72 22 61 108 | 199 60
TOTAL
BRASIL | 1-510 | 1.870 | 2.570 | 3.426 | 3.885 | 3.246 | 2.570 | 1.977 | 3.624 | 4.858 | 3.646 | 3.102

Tabela 1: Quantitativo do nimero de casos de Leishmaniose Visceral registrados por
Regido do Brasil, evidenciando o nimero total de casos registrados no pais e o nimero
de casos da Paraiba. Fonte: Ministério da Saude, 2003.
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O Ministério da Saude mantém o Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo (SINAN) que é alimentado, principalmente, pela
notificacao e investigacao de casos de doencas e agravos que constam da
lista nacional de doencas de notificacdo compulsdria, Portaria GM/MS N©° 5
de 21 de fevereiro de 2006, nesta portaria, publicada no Didrio Oficial da
Unido do dia 22 de fevereiro de 2006 - Secao I, encontram-se no anexo I
a Leishmaniose Tegumentar Americana e a Leishmaniose Visceral, dentre

outras.
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Figura 6 - NUumero de casos e coeficiente de incidéncia de leishmaniose visceral no Brasil, no
periodo de 1985 a 2002. (Fonte: Ministério da Saude, 2003).

O SINAN foi implantado no Brasil, no comeco da década de 90,
no entanto, esta implantacdo foi realizada de forma heterogénea nas
Unidades Federadas e Municipios. A partir de 1998, o uso do SINAN foi
regulamentado pela Portaria GM/MS n© 1882 de 18 de dezembro de 1997,
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tornando obrigatéria a alimentacdo regular da base de dados nacional
pelos municipios, estados e Distrito Federal.

A utilizacdo efetiva do SINAN permite a realizacdo do diagndstico
dindmico da ocorréncia de doencas como as leishmanioses na populacao,
podendo fornecer subsidios para explicacdes causais dos agravos de
notificagdo compulséria, além de vir a indicar riscos aos quais as pessoas
estao sujeitas, contribuindo assim, para a identificacao da realidade
epidemioldgica de determinada area geografica.

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e
sociais diferenciados, em funcdo da sua ampla distribuicdo geografica,
envolvendo as regidoes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste.

A urbanizacdo e periurbanizagago da LVA vém ocorrendo
significativamente nos ultimos dez anos, e este fato é evidenciado pelos
dados epidemioldgicos destes anos e em virtude dos surtos ocorridos em
centros urbanos como Rio de Janeiro, RJ], Belo Horizonte, MG, Aracgatuba,
SP, Santarém, PA, Corumba, MS, Teresina, PI, Natal, RN, S3o Luis, MA,
Fortaleza, CE, Camacari, BA, e mais recentemente as epidemias ocorridas
nos municipios de Trés Lagoas, MS, Campo Grande, MS, e Palmas, TO
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003). As areas de transmissdo da doenca no
Brasil estdo representadas na Figura 7.

Com relacao ao estado da Paraiba, de acordo com a Secretaria de
Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de Saude do Estado (SES-PB) em
2007 foram notificados 39 casos e, nos ultimos 5 anos ha uma diminuigao
do numero de casos notificados para o estado, entretanto, é importante
ressaltar a dificuldade existente na divulgacdao dos numeros de casos em
virtude da sub-notificacao e da existéncia de diagndsticos imprecisos.

O grafico 1 demonstra o numero de casos de leishmaniose
visceral notificados para o estado da Paraiba no periodo entre 1982 e
2007.
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Figura 7 - Distribuicdo de casos autdctones de Leishmaniose Visceral no Brasil em 2002.
(Fonte: Ministério da Saude, 2003).

Atualmente o Estado conta com 139 municipios sem transmissao
de leishmaniose visceral ou com casos silenciosos, 76 municipios com
transmissdo esporadica, seis municipios com transmissdo moderada
(Santa Rita, Conde, Barra de Santana, Campina Grande, Catolé do Rocha
e Souza), e dois municipios com transmissdo intensa (Jodo Pessoa e

Cajazeiras).
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O grafico 2 demonstra o numero de casos de leishmaniose
visceral notificados no periodo de 2000 a 2007 para a cidade de Jodo
Pessoa, evidenciando a mesma tendéncia de reducao no numero de casos
notificados observada para o estado. Para 2008, até o més de maio, ja
foram notificados 4 casos de leishmaniose visceral para a Capital do

estado.
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Grafico 1 - Casos humanos de leishmaniose visceral registrados na Paraiba entre os
anos de 1982 a 2007. (Fonte: FUNASA/SINAN - SES-PB).
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Grafico 2 - Casos humanos de leishmaniose visceral registrados em Jodo Pessoa entre
os anos de 2000 a 2007. (Fonte: FUNASA/SINAN - SES-PB)

1.4 Cultivo de formas amastigotas in vitro

Uma importante etapa do ciclo da leishmaniose visceral, assim
como de todas as leishmanioses, é a inoculacdo das formas
promastigotas, flageladas e alongadas, no hospedeiro vertebrado e, logo
apds esta inoculacdo, a diferenciacdao destas em amastigotas imoveis,
arredondadas e nao-flageladas. Esta citodiferenciacdo certamente é
essencial para o desenvolvimento da patogenicidade do parasito.

As amastigotas sdo responsaveis por todas as manifestacdes
clinicas nos hospedeiros vertebrados, entretanto, a grande maioria das
informacgdes metabdlicas, moleculares ou sobre a acdao de agentes

leishmanicidas dos parasitos do género Leishmania derivam de estudos
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realizados com as formas promastigotas, principalmente pelo fato destas
serem mais facilmente cultivadas in vitro.

Amastigotas tém sido obtidas a partir do cultivo de macroéfagos
murinos peritoniais ou outras linhagens de macrofagos infectados, ou
ainda a partir de tecidos infectados, porém apenas por um curto periodo
de tempo (GUPTA et al., 2001). Apesar das limitagcdes no cultivo das
formas amastigotas, muitos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de
padronizar modelos eficazes de cultivo in vitro dos parasitos sob esta
forma.

Apesar das dificuldades, o cultivo de amastigotas in vitro
constitui-se como uma importante ferramenta para estudos envolvendo
avaliacdo da acao de drogas anti-leishmania, identificacdo de genes
regulatérios e producdo de vacinas.

A maioria das pesquisas publicadas envolvendo a transformacao
de promastigotas refere-se a espécies do Novo Mundo e, além disto, tém
demonstrado que em muitos casos a alteracao de temperatura e pH
podem induzir a citodiferenciacio em amastigotas (MOHAREB et al.,,
1996), entretanto, normalmente ndo se consegue manter esta cultura de
amastigotas por um longo periodo. Muitos fatores parecem estar
envolvidos na diferenciacdo e manutencdo das culturas de amastigotas e,
observando-se as pesquisas ja realizadas neste sentido, percebe-se que
cada espécie requer uma condicdao especifica de temperatura, pH e
nutrientes (CYSNE-FINKELSTEIN et al.,1998).

O primeiro relato de sucesso no cultivo in vitro das formas
amastigotas, por um longo periodo de tempo, foi realizado com
Leishmania pifanoi onde o aumento da temperatura foi considerado fator
essencial para a transformacao e cultivo das amastigotas (PAN et al.,
1984). PAN e colaboradores (1993) demonstraram diversos métodos de
adaptacao (aumento da temperatura, diminuicao do pH e alteracdes no
meio de cultura) e também de caracterizacdo das amastigotas cultivadas
in vitro baseada em evidencias bioldgicas, morfoldogicas, imunoldgicas e

bioguimicas, demonstrando que estas amastigotas sdao muito similares as
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encontradas em macréfagos ou tecidos contaminados, e que apresentam
reacao distinta das formas promastigotas quando expostas a diferentes
tipos de estresses.

As amastigotas transformadas e cultivadas in vitro sao
denominadas de amastigotas axenicas, pois apesar de os testes
(celulares, bioquimicos e moleculares) mais variados demonstrarem a
intensa similaridade entre estas e as encontradas nos hospedeiros
vertebrados tornou-se um consenso entre os pesquisadores da area
adotar esta denominacao para as transformadas e cultivadas in vitro
(GUPTA et al., 2001).

Mohareb e colaboradores (1995) pesquisaram sobre a
transformacao de promastigotas de L. tropica, mantendo as culturas em
trés diferentes meios (Schneider, DMEM e RPMI-1640) e para cada tipo de
meio foram avaliados os efeitos da elevacao da temperatura para 34°C e
da diminuicdo do pH para 5,8, sendo cada parametro observado
separadamente e ambos ao mesmo tempo. Para este experimento
conseguiram sucesso ha transformacdao em Schneider e DMEM nas 3
condicOes avaliadas, sendo a maior taxa de transformacao observada para
o meio DMEM a 34°C e pH 5,8 no oitavo dia de cultivo. Entretanto as
culturas de amastigotas axenicas ndao apresentaram éxito em repiques por
longo periodo de tempo.

Em outra pesquisa, Mohareb e colaboradores (1996)
demonstraram uma alta taxa de transformacao das promastigotas de L.
major quando inoculadas na presenca de lisados celulares de macréfagos.
Entretanto, esta técnica apresenta a desvantagem observada por outras
técnicas de isolamento de amastigotas a partir de macréfagos ou tecidos
infectados, a contaminacao com células ou componentes celulares do
hospedeiro vertebrado.

Outra pesquisa muito importante, realizada por Cyshe-Finkelstein
e colaboradores (1998), demonstrou a intensa relacao entre a
metaciclogénese (populacdo de promastigotas no inicio da fase

estacionaria, pequenas, afiladas e com flagelo relativamente longo) e a
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eficiéncia na transformagao em amastigotas in vitro para L. amazonensis.
Neste trabalho conseguiu-se a transformacao de 100% das promastigotas
em amastigotas quando pelo menos 73% da cultura inicial de
promastigotas encontrava-se em fase de metaciclogénese. As
promastigotas metaciclicas in vivo encontram-se na valvula estomodeal
dos flebotomineos. Entretanto, estes autores demonstraram que para
promastigotas cultivadas in vitro a maior quantidade de metaciclicas é
encontrada entre o terceiro e quarto dias de cultivo em culturas de até 5
repiques.

Em virtude da dificuldade em se estabelecer modelos de infeccao
animal para Leishmania chagasi e, além disto, a necessidade de se
minimizar o maximo possivel a utilizacdo de animais em laboratério, o
estabelecimento de modelos que mimetizem o ciclo de vida destes
parasitos é de grande importancia para o desenvolvimento de diversas

pesquisas.

1.5 Tratamento das leishmanioses

O tratamento usual para as leishmanioses (visceral e cutanea),
desde a década de 60, é baseado no uso dos compostos antimoniais
pentavalentes (SbY). Os principais representantes destes antimoniais s&o
o estibogluconato de sédio e o antimoniato de meglumina (BERMAN,
1985; CROFT et al., 2006; SUNDAR et al., 2006).

No Brasil, os antimoniais pentavalentes ainda sdao a droga de
primeira escolha no tratamento da leishmaniose visceral, sendo
amplamente utilizado o antimoniato de meglumina sob denominagao
comercial de Glucantime®, enquanto em outras partes do mundo, como
india, utilizam o estibogluconato de sédio sob denominacdo comercial de
Pentostan® (FIGUEIREDO et al., 1999; RATH et al., 2003; CROFT et al.,
2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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O mecanismo de acao destes farmacos ndo esta ainda totalmente
elucidado, mas sabe-se que eles apresentam elevada toxicidade e
dificuldade de administracdao. Além disto, j@ € demonstrado que os
antimoniais pentavalentes (SbY) sdo reduzidos a trivalentes (Sb™) em
fagolisossomos no interior dos macréfagos, e que estes Sb™ s3o mais
toxicos ao parasito por inibir a atividade glicolitica, a via de oxidacao de
acidos graxos e a fosforilacao da adenosina difosfato (ADP). Entretanto, os
antimoniais pentavalentes sdo cerca de dez vezes menos toxicos a
mamiferos que os trivalentes, por isso ndao se faz a administracao direta
destes Ultimos (BERMAN et al., 1985; BERMAN et al., 1987; ROBERTS et
al., 1995; EPHROS et al., 1999; OUELLETTE et al., 2004; SUNDAR et al.,
2006).

Outros mecanismos de acdo reportados para antimonios
pentavalentes sdo: blogueio ndo especifico de proteinas de amastigotas,
inibicao da DNA Topoisomerase I, e aumento da suscetibilidade dos
parasitos ao estresse oxidativo pelo aumento do efluxo de tidis, glutationa
e tripanotiona em virtude da alteracao do potencial tiol redox (WALKER et
al., 2004; CHAKRABORTY et al., 1988).

Ao longo da Ultima década drogas alternativas ou novas
formulagdes das drogas padroes comecgaram a ser avaliadas e registradas
para uso em diversos paises, caracterizando a busca atual para vencer os
novos desafios da quimioterapia da leishmaniose visceral, como a ampla
resisténcia aos antimonios pentavalentes, a impossibilidade de aumentar
as doses em virtude dos efeitos colaterais graves, o alto custo dos
tratamentos e as co-infeccdoes com HIV (CROFT et al., 2006; SUNDAR et
al., 2006).

A Anfotericina B tem apresentado bons resultados no tratamento
das leishmanioses. Trata-se de um antibidtico antifingico isolado de
Streptomyces nodosus, cuja atividade leishmanicida foi primeiramente
descrita na década de 60 (SUNDAR et al., 2006).

A anfotericina B atua nas formas promastigotas e amastigotas,

tanto in vitro quanto in vivo e esta indicada como primeira escolha em
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pacientes com sinais de gravidade com idade inferior a 6 meses ou
superior a 65 anos, desnutricao grave, co-morbidades, incluindo infeccoes
bacterianas ou manifestacdes clinicas como ictericia, hemorragias e
edema (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Atualmente, duas formas da anfotericina B estdao disponiveis pelo
Ministério da Saude: o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B
lipossomal, com eficacias comparaveis, sendo que esta Ultima apresenta
menor toxicidade e custo mais elevado, o que pode dificultar o seu uso em
saude publica (OUELLETTE et al., 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A pentamidina, uma diamidina aromatica, foi usada como
segunda opc¢ao no tratamento da leishmaniose visceral em varios paises,
especialmente na India, entretanto devido & alta toxicidade e casos de
diabetes dependentes de insulina relatados como efeitos colaterais teve o
uso totalmente abolido na india (SUNDAR et al., 2006).

Existem atualmente diversas drogas sendo testadas ja na fase
clinica para prospeccao de novos medicamentos visando o tratamento das
leishmanioses (BERMAN, 1981; CROFT et al., 2006; SUNDAR et al,,
2006), a exemplo de:

a) Paromomicina - um antibidético aminoglicosideo extraido de
culturas de Streptomyces rimosus originalmente identificado como
antileishmanicida na década de 1960, esta em fase III de estudos clinicos;

b) Sitemaquina - um andlogo oral da 8-aminoquinolina
primeiramente descrito na década de 1970 por Walter Reed Army
Institute os Research (WRAIR, http://wrairwww.army.mil/), no Brasil teve
éxito em 67% dos pacientes infectados por L. chagasi tratados com dose
diaria de 2 mg/Kg por 28 dias, mas ainda estd em fase II de estudos
clinicos;

¢) Imiquimode - um composto antiviral usado primariamente no
tratamento do papilomavirus humano (HPV), é um imunomodulador
estimulante da resposta imune no local de aplicacao, além disto, induz a
producdo de citocinas e Oxido nitrico pelos macréfagos, mas tem

apresentado efeito apenas contra a leishmaniose cutanea;
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d) Miltefosina - inicialmente estudada como droga antitumoral é
a primeira droga oral sendo testada para o tratamento da leishmaniose
visceral. Sua atividade antileishmania foi inicialmente demonstrada na
década de 1980, atualmente estd em fase IV de estudos clinicos e em
2002 foi aprovada na India para o tratamento oral da leishmaniose
visceral e em 2005 na Colombia para o tratamento da leishmaniose
cutanea. Ainda apresenta limitacdes que tornam necessarias otimizagoes
em sua estrutura, como teratogenicidade, meia-vida prolongada, indugao
a disturbios intestinais e toxicidade renal.

Ao contrario das duas Ultimas décadas onde as Unicas opgdes de
tratamento das leishmanioses eram os antimonios pentavalentes,
atualmente tem-se observado um consideravel avanco nas pesquisas e no
desenvolvimento de novas opcgoes terapéuticas.

Entretanto, a toxicidade desses agentes, o alto custo dos
tratamentos, as dificuldades de administracao, o surgimento de
resisténcia as drogas utilizadas e a persisténcia dos efeitos colaterais,
mesmo apos alteracdes das doses e duracao do tratamento, sao grandes
desvantagens ainda existentes. Nao apenas os antimoénios pentavalentes,
mas drogas alternativas, como a anfotericina B e a pentamidina, também
possuem efeitos colaterais desagradaveis (ROCHA et al., 2005;
CARVALHO et al., 2001). Neste sentido, a procura continua por novos
agentes terapéuticos para as leishmanioses ainda é essencial.

O cenario da pesquisa em prol da quimioterapia ou prevencao
das leishmanioses sdao animadores, entretanto, a falta de resposta aos
medicamentos mais usuais, a toxicidade medicamentosa, os efeitos
colaterais graves e o alto custo do tratamento tornam urgente a
necessidade de drogas efetivas que reponham e/ou suplementem as de
uso atual.

Uma alternativa pertinente seria a utilizacgdo de compostos
vegetais isolados que podem fornecer novos modelos terapéuticos no
tratamento de Ileishmanioses. De fato, plantas com propriedades

terapéuticas sdo de grande relevancia na medicina em todo o mundo,
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principalmente nos paises em desenvolvimento, onde as drogas sao
importadas, de alto custo e a maioria das vezes inacessiveis a grande
parte da populacao (MINJA, 1994; ROCHA, et al. 2005).

1.6 Utilizacao de Fitoconstituintes com Potencial

Antileishmania

A falta de resposta aos medicamentos mais usuais, a toxicidade
medicamentosa, os efeitos colaterais graves e o alto custo do tratamento
tornam urgente a necessidade de drogas efetivas que reponham e/ou
suplementem as de uso atual (MINJA, 1994). Uma alternativa pertinente
seria a utilizacdo de compostos vegetais isolados que podem fornecer
novos modelos terapéuticos no tratamento de leishmanioses (ROCHA, et
al. 2005).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos no intuito de se
caracterizar a acao de compostos naturais isolados, extratos ou fracdoes de
origem vegetal sobre os parasitos do género Leishmania, como foi
realizado no presente estudo.

O extrato fendlico da fibra da casca da palmeira Cocos nucifera a
10 pg/mL demonstrou-se significativamente leishmanicida sobre
promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis
(MENDONCA-FILHO et al., 2004). Delorenzi e colaboradores (2001)
demonstraram a acdo antileishmania da fracdo cloroférmica e do alcaldide
coronaridine, extraidos de Peschiera australis que ocorre no Brasil,
Argentina, Uruguai e Paraguai. A atividade antileishmania foi observada
em promastigotas e amastigotas intracelulares em macréfagos murinos
infectados.

Braga e colaboradores (2007) avaliaram a atividade
antileishmania de 24 extratos metanodlicos oriundos de 20 diferentes

espécies vegetais sobre L. amazonensis e L. chagasi. Dentre todos os
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extratos avaliados 10 tiveram ICsp menores que 75 pg/mL contra L.
amazonensis sendo que a menor (4 pg/mL) foi observada para a espécie
Vernonia polyanthes (nome comum: assa-peixe). Para a Leishmania
chagasi apenas um extrato, oriundo das folhas da espécie Ocimum
gratissimum (nome comum: alfavacao) demonstrou ICsgigual a 71 pg/mL,
todos os outros demonstraram valores acima de 250 pg/mL.

As propriedades imunomodulatorias do alho (Allium sativum)
foram avaliadas sobre camundongos infectados por L. major, indicando
gue o tratamento com alho é eficaz tanto isoladamente quanto em
associacdo ao antimdnio pentavalente Glucantime®, por desencadear uma
resposta associada a citocinas relacionadas a linfécitos tipo TH1
(GHAZANFARI et al., 2000).

Outra forma de investigacdao da acdo de farmacos in vivo, que
tem se demonstrado bastante eficaz e que pode funcionar como uma
alternativa para confirmacao dos resultados prévios observados in vitro,
ou como forma de minimizar a dificuldade que existe de fazer com que os
compostos alcancem as amastigotas intracelulares, refere-se a utilizacao
de polimeros biodegraddveis ou nanoparticulas (como lectinas) que
encapsulam os famacos, de maneira que estes sejam fagocitados pelas
células do sistema fagocitico mononuclear, como macréfagos, e alcancem
os parasitos (TORRES-SANTOS et al., 1999; PINERO et al., 2006).

O composto 2',6'-Dihidroxi-4'-Metoxichalcona, isolado da espécie
Piper aduncun, encapsulado por nanoparticulas de poli(D,L-Lactida),
apresentou maior atividade antileishmania sobre amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, quando comparado ao composto nao
encapsulado (TORRES-SANTOS et al., 1999).

Em outro estudo, realizado por Pifiero e colaboradores (2006), foi
avaliada a acdao de uma chalcona semi-sintética (trans-chalcona) sobre
promastigotas de L. braziliensis, L. tropica, L. infantum e L. amazonensis,
demonstrando potente efeito inibitério em todas as linhagens ensaiadas.
Além disto, eles avaliaram a trans-chalcona encapsulada em polimeros de

acido polildtico (PLA) ou 4&cido polilatico/glicosado (PLGA) sobre
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camundongos infectados por L. amaznensis, reduzindo as lesdes em
31,25% para o composto encapsulado com PLGA e 10,75% para PLA,
inibindo a patogenicidade do parasita in vivo.

A enorme potencialidade existente no uso de plantas medicinais
ainda estd longe de ser esgotada, principalmente em virtude da grande
biodiversidade ainda inexplorada. Diversas possibilidades e solugdes, para
as atuais e futuras necessidades, certamente serao encontradas no reino
vegetal, seja pela descoberta e desenvolvimento de novas moléculas com
atividade terapéutica, novas aplicacdes na tecnologia farmacéutica ou pelo
desenvolvimento de fitoterapicos com maior eficiéncia de agcao (SCHENKEL
et al., 2003).

1.7 Compostos utilizados neste estudo

1.7.1 Acido Usnico

O acido usnico (figura 8) é um metabdlito secundario encontrado
em diversos géneros de liquens epifitos, como Usnea, Cladonia, Lecanora,
Ramalina, Evemia, Parmelia e Alectoria. Foi inicialmente isolado pelo
pesquisador alemao W. Knop em 1844, e sintetizado pela primeira vez por
Curd e Robertson entre 1933 e 1937. Este composto é denominado como
2,6-Diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzenofuradiona
pela IUPAC, possui formula molecular igual a CigH1607 € massa molecular
de 344,31. Além da denominagdao mais comum como acido Usnico
também pode ser chamado de acido usninico ou usneina (HAWORTH et
al., 1971; CARDARELLIA et al., 1997; INGOLFSDOTTIR, 2002).




Figura 8 - Estrutura quimica do acido Usnico.

O 4acido Usnico possui um amplo espectro de propriedades
bioldgicas, dentre estas se destaca principalmente a grande atividade
antimicrobiana, além das atividades antivirais e antimitotica
(LAUTERWEIN et al., 1995; CAMPANELLA et al., 2002; COCCHIETTO et
al., 2002; ELO et al., 2007).

Diversos estudos demonstram a atividade antimicrobiana do
acido Usnico, principalmente sobre bactérias gram-positivas. A exemplo
destacamos os experimentos realizados por Lauterwein e colaboradores
(1995) que demonstraram a atividade antimicrobiana desta molécula
sobre cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, e algumas espécies anaerdbias, como espécies dos
géneros Bacteroides e Clostridium. Mesmo sobre linhagens de
Enterococcus resistentes a vancomicina e S. aureus resistentes a
meticilina o acido Usnico apresentou atividade antimicrobiana eficiente
(ELO et al., 2007).

Relata-se na literatura uma importante acao antimitética e anti-

proliferativa do acido Usnico, que tem demonstrado grande importancia
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em estudos sobre o controle de células cancerigenas (CARDARELLIA et al.,
1997; SANTOS et al., 2006).

Outras pesquisas revelam ainda que o acido Usnico tem uma
importante propriedade inseticida, demonstrada contra as larvas do
mosquito Culex pipiens (CETIN et al., 2008), e atividade antiviral,
observada sobre poliomavirus de ratos (CAMPANELLA et al., 2002).

A atividade anti-leishmania do acido Usnico foi avaliada com
promastigotas das espécies L. amazonensis, L. braziliensis e L. donovani,
apresentando-se eficiente para todas, e sobre camundongos BALB/c
infectados por L. amazonensis, apresentando resposta satisfatéria quando
administrado diretamente nas lesdes (FOURNET et al., 1997).

1.7.2 Cumarina

A cumarina (Figura 9) é um composto quimico encontrado em
diversas espécies vegetais como alguns tipos de feijdo, baunilha,
morango, cereja, canela e erva-doce. Tem um aroma doce e, em
decorréncia desta caracteristica tem sido utilizado em perfumes desde
1882 (MCNAUGHT et al., 1997).

Também é denominada como 1,2-benzopirano, possui férmula
molecular CoHgO, e massa molecular igual a 146,14. Tem sido isolada de
espécies dos géneros Asperula e Melilotus (MCNAUGHT et al., 1997).

A cumarina é composto ativo de diversos medicamentos ja
comercializados, como VENALOT® e VECASTEN®. Cada comprimido de
VENALOT, que é recomendado para problemas de circulagao periférica
venosa e linfatica, contém 15 mg de cumarina, enquanto o VECASTEN,
gque é um fitoterapico extraido de Melilotus oficinalis e apresenta
recomendacdes de uso similares ao VENALOT, contém cerca de 4 mg de

cumarina por comprimido.
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Figura 9 - Estrutura quimica da cumarina.

Amplamente utilizada como anti-coagulante, a cumarina tem-se
demonstrado eficiente na administracdo oral em pacientes com proéteses
cardiacas mecanicas (GOHLKE-BARWOLF et al., 2008). Além disto, outra
recente pesquisa evidenciou a atividade da cumarina na regulagao do
hipertireoidismo, sem desenvolver hepatotoxicidade, possivelmente por
inibir a acdo da tiredide tanto em nivel glandular quanto no nivel de
conversao de T4 em T3 (PANDA et al., 2007).

Outra atividade ja descrita para a cumarina isolada a partir da
espécie vegetal Phymatodes scolopendria é a de broncodilatagao
dependente de relaxamento traqueal (RAMANITRAHASIMBOLA et al.,
2005).

A cumarina extraida de Amburana cearensis também foi avaliada
sobre L. amazonensis, L. braziliensis e L. donovani, demonstrando
atividade anti-leishmania para todas as linhagens ensaiadas. Além disto, a
cumarina apresentou atividade antimicrobiana contra Escherichia coli,

Shigella flexneri, e Trichophyton mentagrophytes (BRAVO et al., 1999).




1.7.3 Quercetina

A Quercetina (Figura 10) é um flavonodide natural amplamente
distribuido no Reino Vegetal, cuja nomenclatura pela IUPAC (Unido
Internacional de Nomenclatura Quimica Pura e Aplicada) é: 2-(3,4-
Dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopirano-4-1 (MCNAUGHT et al.,
1997; HAVSTEEN, 1983).

Os flavondides, por sua vez, sao compostos polifendicos que
apresentam estrutura quimica que favorece sua acdo antioxidante
composta por 2 anéis de benzeno ligados por um grupo pirano (C6-C3-
C6). Esta importante classe de metabdlitos secundarios de plantas pode
ser amplamente encontrada no reino vegetal e em diversos itens
comumente utilizados na alimentacdo humana, além disto, apresentam
um amplo espectro de propriedades farmacoldégicas (MCNAUGHT et al.,
1997; HAVSTEEN, 1983).

A quercetina, uma aglucona de diversos glicosideos como rutina
e quercitrina, apresenta-se sob forma de um pd de coloracdao amarelo-
ouro, possui formula molecular CisHi00; € massa molecular igual a
302,24. Também ¢é amplamente distribuida no reino vegetal, sendo
encontrada em diversos vegetais, vinho tinto e propolis (MITTRA et al.,
2000).

O consumo diario médio da quercetina é de cerca de 30 mg/dia,
entretanto apenas 30-50% da quercetina ingerida é absorvida pelo
organismo, enquanto a quantidade restante apenas passa pelo trato
intestinal. Fabricantes de suplementos alimentares com quercetina
sugerem uma suplementacao desta dose diaria para 400 a 1.200 mg/dia,
para garantir as propriedades anti-inflamatdrias, anti-histaminicas, anti-
virais e anti-oxidantes atribuidas a quercetina (ROSS et al., 2002;
JAKUBOWICZ-GIL et al., 2008).
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Figura 10 - Estrutura quimica da quercetina.

Diversas pesquisas tém demonstrado o potencial anti-tumoral da
guercetina, principalmente por sua caracteristica antioxidante, por atuar
na regulacdao da expressdao de oncogenes e proteinas do ciclo celular
(RANELLETTI et al., 2000; CASAGRANDE et al., 2001; LOPEZ-LAZARO,
2002).

A alta capacidade antioxidante da quercetina e a capacidade de
combater radicais livres tém sido relacionadas também a caracteristica
neuro-protetora deste composto, evidenciada por diversos estudos que
demonstram a capacidade da quercetina de prevenir o estresse oxidativo
prevenindo a apoptose em neurdnios (MERCER et al., 2005; SILVA et al.,
2008). Entretanto pesquisas recentes demonstram que a quecretina
também apresenta toxicidade aos neurbnios com ICsg de 15 pg/mL
(JAKUBOWICZ-GIL et al., 2008).

A acdo anti-leishmania da quercetina tém sido relatada para
algumas espécies do género Leishmania, mas ndo foi investigada para a
espécie Leishmania chagasi. Sobre Leishmania donovani a quercetina

demonstrou atividade leishmanicida em promastigotas e amastigotas
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intracelulares (MITTRA et al., 2000; TASDEMIR et al., 2006; SEN et al.,
2008).

A atividade anti-tripanosomatideos da quercetina também foi
relatada por Tasdemir e colaboradores (2006) sobre as espécies
Trypanosoma brucei rhodesiense e T. cruzi, exibindo menor ICsy (8,3

Mg/mL) para T. brucei.

1.7.4 Reserpina

A reserpina (figura 11) é um metabdlito secundario natural
extraido de espécies do género Rauwolfia, especialmente de raizes de
Rauwolfia serpentina e Rauwolfia vomitaria, que tém sido utilizadas na
medicina tradicional por muitos séculos na India, onde as raizes das
referidas espécies vegetais eram utilizadas em chas no combate a
disturbios neuroldgicos. As propriedades farmacoldgicas da R. serpentina
é documentada por povos hindus entre os anos 1000 e 2000 a.c, em que
se relatam suas supostas caracteristicas sedativas (LOPEZ-MUNOZ et al.,
2004).

Este alcaldide foi isolado na metade do século 20 e, deste entdo,
tem representado um grande avanco no tratamento da esquizofrenia e
marcou o inicio das pesquisas voltadas para a psicofarmacologia. O
primeiro pesquisador a confirmar os efeitos sedativos e hipotensores dos
compostos do género Rauwolfia foi Emil Schlittler em meados de 1940, e
0s primeiros que publicaram pesquisas demonstrando a eficacia
antipsicotica da reserpina foram Nathan Kline, Robert Noce e Jean delay
em meados de 1954 (LOPEZ-MUNOZ et al., 2004).




Figura 11 - Estrutura quimica da reserpina.

A reserpina, denominada como metil-11,17a-dimetoxi-18p3-
[(3,4,5-trimetoxibenzoil)oxi]-3B,20a-ioinban-16B-carboxilato, possui
formula molecular igual a Cs3H4N>O9 € massa molecular de 608,68
(MCNAUGHT et al., 1997; LOPEZ-MUNOZ et al., 2004).

A reserpina apresenta um potente efeito anti-hipertensivo por
inibir @ acdo de vesiculas transportadoras de aminas biogénicas, que
normalmente sdo responsaveis pela liberacdao de neurotransmissores
como norepinefrina, serotonina e dopamina em vesiculas pré-sinapticas
(SCHULDINER et al., 1993).

Estudos mais recentes demonstram que a reserpina aumenta a
longevidade e resisténcia a diferentes tipos de estresse de Caenorhabditis
elegans e, além disto, que a administracdo continuada deste composto
ndo esta associada ao desenvolvimento de cancer de mama nem de Ulcera
gastrica (SHORR et al., 1993; CURB et al.,1982; SRIVASTAVA et al.,
2008).

Com relacdo a pesquisas envolvendo espécies do género

Leishmania, a reserpina demonstrou-se eficaz em experimentos que
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avaliaram a influencia deste composto na reversdo de resisténcia a
multiplas drogas de L. enriettii e L. donovani resistentes a pentamidina e
estibogluconato de sédio (WONG et al., 2007).







2.1 Objetivo Geral

Estabelecer o ciclo do parasito Leishmania chagasi in vitro e
avaliar comparativamente o potencial antileishmania de compostos

naturais isolados sobre as formas promastigotas e amastigotas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a atividade antileishmania dos compostos naturais
isolados: acido Usnico, cumarina, quercetina e reserpina, sobre as formas
promastigotas de Leishmania chagasi e determinar a ICsg dos compostos

ensaiados sobre as formas promastigotas.

2.2.2 Estabelecer um modelo in vitro para mimetizar o ciclo de
vida de L. chagasi para renovacao dos repiques, estabelecendo o cultivo

das formas amastigotas in vitro.

2.2.3 Avaliar a atividade antileishmania do composto isolado
acido Usnico sobre as formas amastigotas de L. chagasi e determinar a

ICso do acido Usnico sobre as formas amastigotas.




3 Materiais e

Métodos
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3.1 Compostos naturais isolados

Foram utilizados os compostos naturais isolados: acido Usnico,
cumarina, quercetina e reserpina.
Todos os compostos ensaiados foram gentilmente cedidos pelo

professor Dr. José Maria Barbosa Filho.

3.2 Preparo das solucoes de estoque dos compostos

Foram testados dois possiveis solventes para auxiliar na diluicao
dos compostos apolares em meio aquoso: o0 detergente polisorbato
Tween-80 e o dimetilsulfoxido [DMSO (CHs3),SO - Vetec, Brasil].

O tween demonstrou-se altamente leishmanicida, com morte
total dos parasitos a 0,1%, ao contrario do DMSO que nao teve atividade
em nenhuma concentracao menor que 1%. Em virtude disto, o DMSO foi
utilizado para diluir os compostos.

Cada composto foi pesado e diluido de maneira a obter uma
concentracao final em estoque de 5 mM. Apds a pesagem, cada composto
foi macerado com 1% do volume final de DMSO, em cadinho de porcelana
por cerca de 5 minutos e, logo apds, completou-se até o volume final da
solugao com tampao fosfato salina (PBS - NaCl 145 mM, Na,HPO4 9 mM
NaH,PO4 1 mM, pH 7,4) ou o préprio meio de cultura (Schneider
suplementado com 20% de soro bovino fetal-SBF, 50 upg/mL de
estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina).

Os compostos: acido Usnico, quercetina e reserpina,
caracterizados como substancias apolares, ndo apresentaram dissolugao
total em meio aquoso, permanecendo em emulsao no estoque. Enquanto

a cumarina foi totalmente dissolvida.




D—

Além disto, a concentracao final de DMSO em cultura nao
ultrapassou 0,5%, nao apresentando toxicidade para os modelos celulares

ensaiados.
3.3 Cepa de L. chagasi utilizada

Para a realizacao de toda etapa experimental foi utilizada a cepa
de Leishmania chagasi MHOM/BR/1970/BH46 gentilmente cedida pela
professora Dra. Maria Norma Melo, da Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG.

A cepa foi isolada a partir de um caso humano de leishmaniose
visceral, por puncdo de Medula Ossea de paciente do vale do Rio Doce
Conselheiro Pena-MG, pela inoculacdo em hamster e posterior passagem

para cultura in vitro e criopreservada.

3.4 Cultivo e manutencao de promastigotas

As formas promastigotas de Leishmania chagasi foram cultivadas
in vitro em meio de cultura bifasico constituido por uma fase sélida de
agar-sangue (“Novy-Macneal-Nicolle” - NNN), e uma fase liquida do meio
Schneider (meio para cultivo de insetos) suplementado com 20% de soro
bovino fetal (SBF), 50 pg/mL de estreptomicina e 100 UI/mL de penicilina.
Além disto, as culturas foram mantidas a 25 + 2°C e repicadas
semanalmente nao ultrapassando vinte repiques.

As formas promastigotas foram criopreservadas em meio
Schneider acrescido de 10% de glicerol estéril, garantindo a estocagem da
cepa BH46 para futura utilizagao. A criopreservacao foi realizada com as
promastigotas obtidas a partir de culturas no 5° dia de crescimento (fase
estacionaria), acrescidas de glicerol que foi adicionado lentamente, gota a

gota, na cultura sob agitacdo manual. Apds 15 minutos de agitacdo,
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aliquotas de 1mL da cultura glicerinada foram distribuidas em tubos
criogénicos e mantidas em ultrafreezer a -80° C.

Para recuperacao das promastigotas criopreservadas, o material
foi descongelado a temperatura ambiente e, apds observacao dos
parasitos ao microscopio 6ptico foi realizado um inoculo de ~300ul da
solucdao de criopreservacao em 1,5mL de meio NNN/Schneider, sendo
posteriormente incubada a 25 + 2°C.

A BH46 encontra-se criopreservada (a -80°C) no Laboratério de
Biologia Molecular e Ecologia - LABIME - Departamento de Biologia
Molecular - Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza - Universidade
Federal da Paraiba e mantidas em nitrogénio liquido no Laboratdrio de
Biologia de Leishmania do Departamento de Parasitologia - Instituto de

Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Minas Gerais.

3.5 Avaliacao do Perfil de Crescimento dos Parasitos

A avaliacdo do perfil de crescimento das formas amastigotas e
promastiotas de L. chagasi foi realizada a partir de um indculo inicial de
1x10°® parasitos/mL para ambas as formas. As formas promastigotas
foram inoculadas em meio NNN/Schneider e incubadas a 25+1°C por sete
dias, enquanto as formas amastigotas foram inoculadas em
NNN/Schneider e em meio Schneider em garrafas para cultivo celular e
incubadas a 37 °C com atmosfera de 5% de CO, (estufa Sanyo modelo
COM-153, Sanyo Electric Co., Japan) por sete dias.

Para a avaliacao da curva de crescimento dos parasitos foram
retiradas aliquotas dos indculos, a cada 24 horas de cultivo, e diluidas em
solugao de fixacao ISOTON (acido citrico 0,05M, NaCl 0,12M, formaldeido
0,5%, pH 7,2) e quantificadas em camara hemocitométrica de Neubauer
com o auxilio de microscopio optico (Olympus BX 41, EUA) num aumento
final de 400x.




SD—

A média aritmética de duas contagens foi utilizada para calcular
o numero de parasitas para cada mL de cultura. O calculo foi realizado

utilizando-se a formula:
NP =MQ,1/D , 10*

Onde:
NP = NUmero de parasitas
MQ = Média dos quatro quadrantes

D= Diluicao da amostra

O calculo foi realizado levando-se em consideracdo o numero
total de células. O numero de parasitos, para cada dia de contagem, foi
plotado em tabela no programa GraphPad Prism5.0 onde foi montado um
grafico em escala logaritmica para avaliagdo da curva de crescimento e
estimativa do tempo de geracao (periodo necessario para a duplicacao do

numero de células da cultura).

3.6 Estabelecimento do Ciclo de Vida de L. chagasi in vitro

Para renovacao dos repiques de L. chagasi BH46 in vitro e
manutengdo dos parasitos com todas as suas caracteristicas peculiares a
cada fase de vida destes parasitos digenéticos foi estabelecido o ciclo de
vida in vitro, buscando mimetizar todas as etapas de vida in vivo (PAN et
al., 1993; MOHAREB et al, 1995; MOHAREB et al, 1996).

Neste sentido, as formas promastigotas foram cultivadas, como
demonstrado no topico anterior, estabelecendo-se in vitro as fases lag, log
ou exponencial e estacionadria dos parasitos, objetivando mimetizar o
fenOmeno de metaciclogénese e todo arcabouco genético expresso nesta

forma parasitaria.
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Outra importante etapa foi estabelecer a infeccdo de macréfagos
murinos, com transformacao das formas promastigotas em amastigotas
intracelulares, mantendo a infectividade das promastigotas e favorecendo
a manutencao da expressao génica das formas amastigotas intracelulares.

O ciclo in vitro foi completado com o isolamento das amastigotas
e posterior cultivo destas novamente como promastigotas.

As etapas metodoldgicas do estabelecimento do Ciclo de Vida de
L. chagasi in vitro compreenderam: a) cultivo e manutencao das formas
promastigotas, detalhado no item anterior (3.5); b) infeccao de
macrofagos murinos in vitro; e c) isolamento de amastigotas. As etapas b

e c sao detalhadas nos tdpicos seguintes.

3.7 Infeccao de Macrofagos Murinos com promastigotas de

L. chagasi

Esta etapa foi realizada utilizando-se macréfagos peritoneais de
camundongos suicos do Biotério Thomas George - Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica/ANVISA e sob a autorizacdo do Comité de Etica
em Pesquisa Animal - CEPA/LTF.

Os animais foram elicitados com injecao intraperitoneal de 1mL
de caldo tioglicolato (Gibco, EUA) cinco dias antes do inicio dos
experimentos, visando o aumento da quantidade de macroéfagos pela acao
promotora de injecdo do tioglicolato. Apds os cinco dias os camundongos
foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e coletou-se o0s
macrofagos da cavidade peritoneal por meio de uma lavagem na referida
cavidade com injecao e posterior recuperacao de 10 mL de PBS completo
(PBS + 3% de SBF) gelado.

Logo apds, o lavado foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos
(centrifuga Excelsa Baby I, Fanem, Brasil), o sobrenadante foi descartado

e o0 pelet foi ressuspendido em 1mL de meio RPMI 1640 (Cultilab, Brasil)
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completo [RPMI 1640 + 10% SBF + estreptomicina (50ug/ml) e penicilina
(100 UI/mL)].

As células ressuspendidas foram quantificadas em camara
hemocitométrica de Neubauer com o auxilio do azul de Trypan a 0,4%,
um corante vital que realga em azul as células invidveis e nao colore as
células viaveis, que sdao capazes de expulsar o corante para o meio
extracelular.

O numero de células por mL de amostra foi calculado segundo a

seguinte férmula:
NC=MQ,1/D,10%,1,1

Onde:

NC = Numero de células

MQ = Média dos quatro quadrantes
D= Diluicao da amostra

1,1 = Fator de correcao da diluicdo com o azul de Trypan

O numero de células foi calculado para as vidveis e inviaveis
separadamente e, a partir dos numeros obtidos calculou-se a
porcentagem de células viaveis em relacdo ao numero de células totais
(viaveis + inviaveis). Suspensdes com viabilidade abaixo de 95% nao
foram utilizadas.

Seis mililitros da suspensdo de macrofagos, ajustada para uma
concentracdo de 1,10° células/mL, foram transferidos em garrafas de
cultivo celular com capacidade para 20 mL cada e incubados a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, (estufa Sanyo, Japao) por 2 horas para
aderéncia das células. Apds esse periodo as culturas foram visualizadas
em microscopio invertido (Wilovert S, Hund Wetzlar - EUA) para
observacdo dos macrofagos aderidos, as garrafas foram lavadas 10 vezes
com RPMI 1640 (Cultilab, Brasil) previamente aquecido a 37°C, retirando

as células nao aderidas.
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Durante o periodo de incubacao dos macrofagos, culturas de
formas promastigotas de Leishmania chagasi em fase estacionaria de
crescimento, rica em formas metaciclicas (infectivas), foram centrifugadas
a 4.000 rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 6-10°C (Sorvall
RC 5C Plus, DuPont, EUA), ressuspendidas em meio RPMI completo,
guantificadas e ajustadas para a proporcao de 10 promastigotas por
macrofago. As promastigotas foram adicionadas as garrafas contendo os
macrofagos e incubadas por 3 a 4 horas.

Posteriormente, as garrafas foram lavadas 3 vezes com RPMI
1640 completo pré-aquecido para remover as promastigotas nao
aderentes e nao internalizadas. Os macréfagos infectados foram entao

incubados por 48 horas a 37°C em estufa de CO,.

3.8 Isolamento de amastigotas extracelulares

Apds as 48 horas de cultivo dos macréfagos infectados muitos
destes ja estavam lisados em virtude da multiplicacdo das formas
amastigotas intracelulares e, muitas destas encontravam-se em
suspensao no meio. O isolamento de amastigotas extracelulares foi
realizado pelo método de filtragem com |a de vidro, previamente utilizado
para extracdo de amastigotas de tripanosomatideos de acordo com
Andrade, H. M.! (comunicacdo pessoal em dezembro de 2007), e
adaptado neste trabalho para os parasitos do género Leishmania.

Foi retirado o meio da garrafa lavando-a 3 vezes e transferiu-se o
lavado para um falcon de 50 mL. A suspensao foi centrifugada a 3.000

rpm por 7 minutos.

! Comunicacdo pessoal com a Dr. Hélida Monteiro de Andrade (Laboratério de
Imunoparasitologia - UFMG)




(61 .

Enquanto a suspensao era centrifugada colocou-se uma seringa
de 30 mL sem o émbolo em um falcon de 50 mL, adicionou-se 1,5 g de |a
de vidro estéril até preencher 10 mL, posteriormente adicionou-se mais
1,0 g de 13 de vidro estéril até completar a seringa, formando uma malha
impermeavel aos macrofagos e de livre passagem as amastigotas. Para
equilibrar o filtro formado pela seringa com a de la de vidro passou-se 30
mL de meio RPMI completo pela seringa (Figura 12).

Apbés a centrifugacdo o pellet foi ressuspendido com
aproximadamente 5 mL de meio RPMI completo, filtrou-se a suspensao na
seringa com |a de vidro e, posteriormente a seringa foi lavada com 30 mL
de meio limpo para a passagem de toda suspensdao. O filtrado foi
centrifugado novamente a 3.000 rpm por 7 minutos e, logo apdés a
centrifugacao o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido
com 5 mL de meio de cultura. O nimero de células foi calculado por meio
de contagem de células em camara hermocinética de Neubauer, com
calculo do numero total de amastigotas e macrofagos semelhante as
contagens realizadas nos itens 3.5 e 3.6. Nao foram utilizadas as
suspensdoes com mais de 1% de macréfagos na concentracao final para
evitar a contaminacao das amastigotas filtradas.

As amastigotas isoladas nesta etapa foram: 1) mantidas como
amastigotas; ou, 2) cultivadas em NNN/Schneider a 24°C para voltarem a

forma promastigota e completar o ciclo de vida in vitro.
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Figura 12 - Esquema demonstrativo da etapa de isolamento de amastigotas
extracelulares pelo método de filtragem com |& de vidro, onde 1) Lavagem da garrafa de

cultivo celular; 2) Centrifugacao; 3) Ressuspensdao do pellet; 4) Filtragem em seringa
com |a de vidro; 5) Contagem de células em camara hermocinética de Neubauer.

3.9 Transformacao de Amastigotas

Para a transformacao de promastigotas em amastigotas axenicas
foram realizados trés tipos de experimentos, sendo: a) Transformacao
extracelular direta; b) Transformacao a partir de promastigotas
metaciclicas recém repicadas; e c) Isolamento e cultivo de amastigotas
originadas pelo ciclo in vitro. Cada tipo de experimento tem a metodologia

detalhada nos topicos seguintes.




3.9.1 Transformacao extracelular direta:

Promastigotas de L. chagasi BH46 inicialmente cultivadas em
NNN/Schneider pH 7,2, suplementado com 20% de Soro Bovino Fetal
(SBF), 50 pg/mL de estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina e 24°C , com
mais de 6 repiques in vitro, foram inoculadas em uma concentragao inicial
de 1x10° promastigotas/mL sob diferentes condi¢cdes, demonstradas na
tabela 2. Para cada condicao de meio foram observados os efeitos da
variacao do pH (entre 7,2 e 5,5) e da temperatura (entre 24 e 37°C).

O meio Schneider, para todos os testes, foi suplementado com
20% de SBF, 30 ug/mL de estreptomicina e 60 UI/mL de penicilina. Além
dos testes, foram realizados repiques com as condicOes especificadas para
o cultivo de promastigotas (pH 7,2 e 24°C). As alteragbes morfoldgicas
foram monitoradas diariamente com microscdpio optico de luz com ou

sem contraste de fase.

Tabela 2 - Experimentos para transformacao
extracelular direta em amastigotas axenicas
pH do meio

Meio de Cultura liquido Tempféatura
Schneider ("C)
NNN/Schneider 7,2 37
NNN/Schneider 5,5 37
NNN/Schneider 5,5 24
NNN/Schneider
(Controle) 712 24
Schneider 7,2 37
Schneider 5,5 37
Schneider 5,5 24
Schneider (Controle) 7,2 24
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3.9.2 Transformacao a partir de promastigotas

metaciclicas recém repicadas

A transformacdao em amastigotas axenicas a partir de
promastigotas metaciclicas foi realizada por uma adaptacao da técnica de
Cysne-Finkelstein e colaboradores (1998).

Foi realizada a infeccdo de macrofagos murinos in vitro, como
descrito no item 3.6, apdés 48 horas da infeccdo as amastigotas
extracelulares foram isoladas (item 3.7) e cultivadas em meio
NNN/Schneider pH 7,2 suplementado com 100 UI/mL de penicilina e 50
ug/mL de estreptomicina a 24°C por cinco dias, de maneira que as
amastigotas transformaram-se em promastigotas com maior capacidade
de metaciclogénese. As promastigotas recém repicadas, no quinto dia,
foram transferidas para as condigdes de meio, temperatura e pH referidas
na tabela 2, observando-se o efeito do aumento de temperatura e
diminuicao de pH para a transformacao.

O meio Schneider, para todos os testes de transformacao, foi
suplementado com 20% de SBF, 30 ug/mL de estreptomicina e 60 UI/mL
de penicilina. Além dos testes, foram realizados repiques mantendo-se as
condicOes especificadas para o cultivo de promastigotas (pH 7,2 e 24°C).
As alteracbes morfoldgicas foram monitoradas diariamente com

microscépio éptico de luz com ou sem contraste de fase.

3.9.3 1Isolamento e cultivo de amastigotas originadas

pelo ciclo in vitro

Foi realizada a infeccdo de macrofagos murinos in vitro, como
descrito no item 3.7, apdés 48 horas da infeccdo as amastigotas
extracelulares foram isoladas (item 3.8). Diferentemente do item anterior,

neste experimento as amastigotas nao foram transformadas em
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promastigotas, mas pelo contrario, foram realizados diversos testes para
manter as amastigotas isoladas cultivadas in vitro. Para tanto, as
amastigotas isoladas foram cultivadas sob as condicdes descritas na
tabela 3, observando-se os efeitos do pH e dos diferentes tipos de meio

sobre a manutencao das amastigotas in vitro.

Tabela 3 - Experimentos para cultivo direto de
amastigotas axenicas

. pH do meio Temperatura
Meio de Cultura liquido (°C)
NNN/Schneider 7,2 37
NNN/Schneider 5,5 37
Schneider 7,2 37
Schneider 5,5 37
RPMI completo 7,2 37
RPMI completo 5,5 37

3.10 Avaliacdo da atividade anti-promastigota dos

compostos naturais isolados

Para avaliar a atividade antileishmania dos compostos naturais
isolados quercetina, acido Usnico, cumarina e reserpina foram realizados
experimentos observando-se o efeito dos compostos sobre o crescimento
das formas promastigotas de Leishmania chagasi.

A partir de uma cultura em fase logaritmica de crescimento,
guantificada por meio de contagem de aliquota diluida em ISOTON em
cdmara de Neubauer, foi realizado um inoculo com 1x10°
promastigotas/mL, meio Schneider completo pH 7,2, e adicionando-se os
compostos a serem avaliados sob diferentes concentragdes. O inoculo foi
incubado a 24°C e apds 72 horas de incubagdo as promastigotas foram

guantificadas em camara de Neubauer como detalhado no item 3.6.
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Cada concentracao de composto ensaiada foi realizada em
guintuplicata e as culturas mantidas nas mesmas condicoes de meio e
temperatura, sendo a auséncia dos produtos avaliados foram consideradas
como controle. A porcentagem de crescimento das culturas foi calculada

considerando o grupo controle como 100% de crescimento.

3.11 Avaliacao da atividade anti-amastigota do composto

natural isolado acido usnico

Foram realizados experimentos de observacao do efeito do
composto que apresentou menor ICso contra as formas promastigotas
sobre o crescimento das formas amastigotas de Leishmania chagasi como
forma de avaliar a atividade antileishmania do composto natural.

A partir de uma cultura de amastigotas no quinto dia de cultivo,
guantificada por meio de contagem de aliquota diluida em ISOTON em
camara de Neubauer, foi realizado um inoculo com 1x10° amastigotas/mL,
em meio schneider suplementado com 30% de SBF, 30 pg/mL de
estreptomicina e 60 UI/mL de penicilina, adicionado com o composto a ser
avaliado em diferentes concentragdes. Os inoculos foram feitos em placas
com 96 pogos com um volume final de 250 pL por poco. As placas foram
incubadas a 37 °C e apdés 72 horas de incubacdo as amastigotas foram
guantificadas em camara de Neubauer como detalhado no item 3.5.

Cada concentracao de composto ensaiada foi realizada em
guintuplicata e as culturas mantidas nas mesmas condicdoes de meio e
temperatura, sendo a auséncia dos produtos avaliados foram consideradas
como controle. A porcentagem de crescimento das culturas foi calculada

considerando o grupo controle como 100% de crescimento.




3.12 Utilizacdao de Pentamidina como Referéncia

O isetionato de pentamidina, Laboratorios Filaxis S.A. - Brasil, foi
utilizado como droga de referéncia na comparacdao com os dados obtidos
para os compostos naturais ensaiados quercetina, acido Usnico, cumarina
e reserpina. O isocienato de pentamidina, que ao longo da pesquisa sera
referido apenas como pentamidina, foi adquirido sob a forma de frasco-
ampola com 300mg de isotienato de pentamidina sob a forma de pd
liofilizado injetavel, este foi diluido em PBS e ensaiado a 5, 10, 15 e 20
Mg/mL (8,4, 16,8, 25,2 e 33,7 uM) sobre as formas promastigotas e

amastigotas de Leishmania chagasi.

3.13 Analise estatistica

Os valores de ICsy (concentracao da droga capaz de inibir o
crescimento dos parasitos em 50%) para cada composto foram calculados
por meio de regressao nao linear calculada pelo software GraphPad Prism
4.0, utilizando-se a equacdo sigmoidal dose-resposta, cuja formula estd
demonstrada na figura 13. Todos os dados obtidos em cada experimento
foram comparados utilizando-se analise de varidancia ANOVA e o teste
Bonferroni de multipla comparacao, também pelo software GraphPad
Prism 4.0. Foram considerados estatisticamente significativos os

resultados com p<0,05.

Maximo - Mimimo)

" =Minim-:r+': L
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Figura 13 - Equacdo sigmoidal dose-resposta utilizada pal@ular a 1G, dos compostos
ensaiados. Y = Resposta; X = Logaritmo da conce@tralos compostos; Maximo = efeito
méximo (% maxima de inibicdo) e Minimo = Efeito imn (% minima de inibicdo, aqui
igual ao controle com 0% de inibicao).
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4 Resultados

Discussao




4.1 Avaliacao do Perfil de Crescimento dos Parasitos

O perfil de crescimento dos parasitos foi realizado avaliando-se
as curvas de crescimento, que podem ser verificadas no grafico 3, para as
formas promastigotas de Leishmania chagasi (MHOM/BR/1970/BH46). Por
meio da curva de crescimento é possivel determinar as principais fases
gue mimetizam o desenvolvimento dos parasitos in vivo, além de auxiliar
na manutencao das formas promastigotas in vitro e na escolha do melhor
momento para realizacao de cada experimento. As principais etapas
evidenciadas na curva de crescimento sao as fases exponencial e
estaciondria em cada sistema de cultivo.

Para as espécies do género Leishmania a determinacao destas
fases é importante também para a obtencdao de amastigotas axénicas,
como demonstrado por Cysne-Finkelstein e colaboradores (1998), que
evidenciaram a correlacdo entre a metaciclogénese, fase exponencial
tardia, e a capacidade de transformacao in vitro.

As curvas de crescimento geradas pelo cultivo das promastigotas
em meio NNN/ Schneider e apenas em meio Schneider foram comparadas
com a finalidade de determinar o perfil de crescimento dos parasitos sob
diferentes meios, visto que as culturas sdao estocadas in vitro em meio
NNN/Schneider, porém os experimentos sao realizados apenas em meio
Schneider.

As culturas apresentaram um perfil de crescimento distinto apds
o segundo dia de incubacdo, ou seja, permaneceram similares na fase
inicial de adaptacao dos parasitos ao meio, fase lag. A partir do segundo
dia as culturas em meio NNN/Schneider apresentaram maior taxa de
crescimento, aumentando o numero de parasitos de maneira mais
acentuada. Entretanto, ambas as culturas apresentaram o mesmo perfil
de crescimento, com fase logaritmica entre o segundo e o quarto dias,
fase logaritmica tardia entre o quarto e o quinto dias. No sexto dia ambas
as culturas se encontravam em fase estacionaria e, apds o sétimo dia as

culturas entraram em declinio (Grafico 3).
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Durante o cultivo in vitro das formas promastigotas de
Leishmania dois tipos principais ocorrem em cultura: as promastigotas
prociclicas e as promastigotas metaciclicas. Promastigotas prociclicas sao
formas mais alongadas, ndo infectivas para o hospedeiro mamifero e que
replicam ativamente, sendo predominantes na fase exponencial ou
logaritmica de crescimento in vitro e, in vivo as prociclicas sdo
encontrados no intestino médio do vetor flebotominio. As promastigotas
metaciclicas sdao definidas como formas pequenas, delgadas, com flagelo
relativamente longo e que ocorrem em grande numero no inicio da fase
estacionaria in vitro, ou fase exponencial tardia. In vivo as metaciclicas
sao encontrados no intestino anterior do flebotomineo e sao infectivas
para o0 hospedeiro mamifero (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998;
KAMHAWI, 2006).

Como a fase logaritmica tardia é caracterizada por conter maior
nimero de formas promastigotas metaciclicas (CYSNE-FINKELSTEIN et
al., 1998; KAMHAWI et al., 2004) os experimentos de cultivo dos
parasitos na presenca dos compostos e a infeccdo de macrofagos murinos

foram realizados com culturas no quinto dia de cultivo.
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Grafico 3 - Curvas de crescimento das formas promastigotas de L. chagasi em meio
NNN/Schneider e apenas em Schneider. O grafico representa a média = desvio padrdo
(DP) de dois experimentos independentes realizados em triplicata.




4.2 Estabelecimento do Ciclo de Vida de L. chagasi in vitro

As formas promastigotas de L. chagasi sao mais facilmente
cultivadas in vitro, entretanto, os parasitos deste género sao
caracterizados por um ciclo de vida digenético, com duas formas de vida
principais, amastigotas no hospedeiro vertebrado e promastigotas no
hospedeiro invertebrado (WHO, 2002). Neste sentido, as culturas de
promastigotas quando mantidas in vitro por um longo periodo de tempo e
com muitos repiques tendem a perder sua capacidade infectiva e de
metaciclogénese, como demonstrado por Cysne-Finkelstein e
colaboradores (1998).

Para renovacao dos repiques de L. chagasi, cepa
MHOM/BR/1970/BH46, in vitro e manutencao dos parasitos com todas as
suas caracteristicas peculiares a cada fase de vida, normalmente sao
mantidas formas amastigotas em animais, como camundongos,
infectados. Porém, nem sempre estes modelos de infeccao animal sdo
facilmente mantidos, além da triagem inicial dos efeitos de compostos
naturais isolados que requerem testes que sejam simples de manipular,
reprodutiveis e faceis de quantificar. Desta forma, o estabelecimento de
modelos in vitro, que busquem mimetizar as etapas de vida in vivo, sao
importantes e necessarios (GUPTA et al., 2001).

Neste sentido, o ciclo de vida in vitro dos parasitos foi
estabelecido, neste estudo, com a finalidade de manter as caracteristicas
de infectividade e capacidade de metaciclogénese dos parasitos. Para
tanto, as formas promastigotas foram cultivadas estabelecendo-se in vitro
as fases lag, log ou exponencial e estaciondria dos parasitos, como
evidenciado pela curva de crescimento (Grafico 3), buscando mimetizar o
fendmeno de metaciclogénese contendo todo arcabougo genético expresso
nesta forma parasitaria.

Outra importante etapa foi desenvolver a infeccdo de macréfagos

murinos, com transformacdao das formas promastigotas em amastigotas




intracelulares, mantendo a infectividade das promastigotas e favorecendo
a manutencao da expressao génica das formas amastigotas intracelulares.

Para estabelecer o ciclo de vida in vitro de Leishmania chagasi
macrofagos peritoneais de camundongos suicos/LTF foram
experimentalmente infectados com formas promastigotas de L. chagasi
(Figura 14). Obteve-se sucesso na infeccao dos macréfagos que, apos 4
horas de exposicdo ja apresentavam amastigotas intracelulares e, apds 48
horas de incubacdo cerca de 60% dos macréfagos encontravam-se
infectados e uma média de 4,75x10* amastigotas/mL foram encontradas

em suspensao (Figuras 14 e 15).

Figura 14 - Macrofagos experimentalmente infectados com formas promastigotas de
Leishmania chagasi, na proporcao de 10 promastigotas por macréfago, e incubados a
37°C com atmosfera de 5% CO,, apds 48 horas de infecgdo. As setas indicam as regides
dos macrofagos com maior concentracdo de amastigotas e o trangulo indica amastigotas
em suspensdo. Microscopio Optico com contraste de fase, aumento final de 400x.

As amastigotas em suspensao foram isoladas por meio de
filtragem em seringa com malha de |a de vidro, de maneira que para
todos os experimentos, apdés a filtragem ndo foram encontrados

macréfagos contaminantes. Todas as amastigotas isoladas mostraram-se
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eficientes em voltar a forma promastigota um dia apdés o cultivo em
NNN/Schneider, pH 7,2 a 24°C.

Figura 15 - Amastigotas em suspensdo apds rompimento dos macréfagos murinos
infectados. Microscopio Optico com contraste de fase, aumento final de 400x mais zoom
Otico da cdmera digital de aproximadamente 3x.

As formas promastigotas resultantes dos primeiros repiques apds
a infeccdo dos macréfagos e cultivo na forma promastigota recém
originada das amastigotas intracelulares demonstraram curva de
crescimento diferente das formas promastigotas com mais de 10 repiques,
como demonstrado no grafico 4. Para as culturas recém repicadas o
tempo de geracdo (periodo necessario para que a cultura duplique o
nimero de células) foi estimado graficamente em 16 horas, enquanto
para as culturas com mais de 10 repiques foi de 22 horas e 30 minutos,
como demonstrado no grafico 5. Além disto, por meio de uma analise
visual qualitativa em microscopia Optica, foi possivel verificar que as
culturas recém repicadas e transformadas em promastigotas
apresentaram maior motilidade, principalmente na fase exponencial, e
maior diferenca morfoldgica entre as formas prociclicas e metaciclicas,

quando comparadas as culturas com mais de 10 repiques.
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Estas diferencas evidenciam a importancia de se manter as
leishmanias in vitro sob diferentes condicdes que mimetizem o ciclo do
parasito in vivo, de maneira que nao se repique as formas promastigotas
indefinidamente sob esta forma sem que os parasitos expressem sua
diversidade genética, como pela infeccdo de macrofagos e pela
transformacdao em amastigotas.

Outra importéancia do estabelecimento do ciclo de vida in vitro do
parasito € o aumento na capacidade de metaciclogénese em culturas com
poucos repiques na forma promastigota, como demonstrado por Cysne-
Finkelstein e colaboradores (1998), onde o fendbmeno da metaciclogénese
garante a infectividade das cepas ensaiadas e favorece a transformacao in

vitro das promastigotas em amastigotas metaciclicas.
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Grafico 4 - Curvas de crescimento das formas promastigotas de L. chagasi no 10°
repique e das recém-repicadas na forma promastigota, apos infeccdo de macroéfagos
murinos e cultivo sob a forma de amastigota intracelular (2° repique). O cultivo de
ambas culturas foi realizado em meio NNN/Schneider. O grafico representa a média = DP
de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
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Grafico 5 - Demonstragdo grafica da estimativa do tempo de geracdo (periodo

necessario para que a cultura dupligue o nimero de células), onde as culturas com
menor numero de repiques (2° repique sob a forma promastigota, logo apds a cultura
sob a forma amastigota intracelular in vitro) apresentaram menor tempo de geragao (16
horas), quando comparadas as culturas no 10° repique (22 horas e 30 minutos).
p<0,001 na comparagao entre o tempo de geragao do 10° e do 2° repiques.

4.3 Transformacao de Amastigotas

As amastigotas sdo as formas parasitarias do género Leishmania
responsaveis pelas manifestacdes clinicas nos hospedeiros vertebrados,
por isso é essencial o desenvolvimento de novos modelos de cultivo in
vitro desta forma parasitaria. Porém se observa que a grande maioria das
pesquisas envolvendo as espécies do referido género derivam de estudos
realizados com as formas promastigotas, provavelmente pelo fato destas
serem mais facilmente cultivadas in vitro (PAN et al., 1993; MOHAREB et
al., 1995; GUPTA et al., 2001).

Amastigotas tém sido obtidas a partir do cultivo de macréfagos

murinos peritoniais ou outras linhagens de macrofagos infectados, ou
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ainda a partir de tecidos infectados, porém apenas por um curto periodo
de tempo e com a desvantagem de que neste isolamento normalmente as
culturas de amastigotas apresentam contaminacao por componentes
celulares dos hospedeiros. Apesar das limitacdes no cultivo das formas
amastigotas, muitos estudos tem sido desenvolvidos no sentido de
estabelecer modelos eficazes de cultivo in vitro dos parasitos sob esta
condicao, constituindo-se uma importante ferramenta para estudos
envolvendo a producdo de vacinas, a identificacdo de genes regulatérios
ou ainda a avaliagcao da acao de drogas antileishmania (PAN et al., 1993;
MOHAREB et al., 1995; GUPTA et al., 2001).

As amastigotas sao organismos acidofilos, ou seja, apresentam
um metabolismo étimo em pH &cido, como o encontrado no vacuolo
parasitéforo. Esta adaptacao pode estar ligada a expressdao de bombas de
protons especificas na membrana plasmatica dos parasitos, que estariam
envolvidas na captura de metabdlitos e manutencdo do pH citoplasmatico
normal das amastigotas (ANTOINE et al., 1998).

As formas amastigotas de Leishmania spp. caracterizam-se
principalmente pela forma ovalada e auséncia de flagelo livre, além de
serem bioquimicamente bastante distintas das formas promastigotas (PAN
et al., 1993; SHAW, 1994).

Embora muitos autores tenham demonstrado que o pH acido e
temperatura elevada sejam fatores essenciais para ativar a
citodiferenciacao in vitro das promastigotas (PAN et al., 1993; MOHAREB
et al., 1995; MOHAREB et al., 1996; BARAK et al., 2005), as condicoes
ideais de temperatura e pH para o cultivo das amastigotas variam entre
as diferentes espécies e cepas de Leishmania, o que ressalta sua
heterogeneidade bioldgica. Desta forma as condicdes de cultivo devem ser
padronizadas para cada novo isolado a ser estudado (GUPTA et al., 2001).

Considerando-se, portanto, as diferencas de crescimento,
fisiologia e bioquimica entre as diferentes espécies e cepas de Leishmania,
as condicOes para diferenciacdo de promastigotas de L. chagasi (cepa

MHOM/BR/1970/BH46) em amastigotas axénicos foram otimizadas em




nosso laboratdrio a partir de protocolos previamente descritos para outras
cepas, com modificacoes (PAN et al., 1993; MOHAREB et al., 1995;
CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998; GUPTA et al., 2001).

A transformacdo in vitro de promastigotas em amastigotas
axenicas foi avaliada neste estudo por meio de trés tipos de experimentos
distintos, onde observou-se a capacidade de transformacao direta em
culturas com mais de seis repiques in vitro como promastigotas; a
transformacdo a partir de promastigotas metaciclicas recém repicadas; e
pelo isolamento e cultivo de amastigotas originadas pelo ciclo in vitro.

Nos experimentos de transformacao direta a diferenciacao foi
satisfatéria no cultivo a 37°C para ambos meios avaliados (bifasico
NNN/Schneider e apenas Schneider) e para as duas faixas de pH
ensaiadas (Tabela 4), entretanto, para os testes com apenas a diminuigao
do pH ndo foi observada uma diferenciacdo no nimero total de células,
permanecendo alguns parasitos ainda sob a forma promastigota.

Para todos os ensaios de transformacgao direta dos parasitos no 6°
repique sob a forma promastigota, onde observou-se a diferenciacdo para
amastigotas axenicas, ndao foi possivel repicar as culturas com formas
amastigotas sem que estas voltassem por um periodo de pelo menos dois
dias para a forma promastigota, aumentando desta forma a contaminacgao
da cultura de amastigotas axénicas por formas promastigotas.

Nos experimentos de transformacao direta a diferenciacao nao foi
satisfatéria nos cultivos a 24°C com diminuicdo do pH para 5,5 para
ambos meios avaliados (Tabela 4). Nestes ensaios foi observada uma
diferenciacao parcial, onde todos os parasitos assumiram uma forma
arredondada, porém com o flagelo externo e aparentemente imoével
(Figura 16).




Figura 16 - Resultados da diferenciacao in vitro de promastigotas com mais de seis
repiques, incubados a 24°C e pH 5,5. As setas indicam as formas arredondadas com a
presenca de flagelo externo e o tridngulo indica a presenca de formas promastigotas
contaminantes.

Tabela 4 - Resultados para transformacao extracelular direta em
amastigotas axenicas, apds 5 dias de incubacéo

pH do
Meio de meio Temperatura
Cultura liquido (°C) Resultados
Schneider
Amastigotas axenicas, forma
arredondada e auséncia de flagelo.
NNN/Schneider 7,2 37 Contaminacgdo por promastigotas na
proporcao aproximada de 5
amastigotas para 1 promastigota.
Amastigotas axenicas, forma
NNN/Schneider 5,5 37 arredondada e auséncia de flagelo.
Numero reduzido de amastigotas.
NNN/Schneider 5,5 24 Formas arredondadas, porém com
flagelo externo.
NNN/Schneider .
(Controle) 7,2 24 Apenas promastigotas
Poucas amastigotas axenicas, forma
Schneider 7,2 37 arredondada e auséncia de flagelo.
Contaminacgdo por promastigotas.
Schneider 5,5 37 Poucas amastlgotasAax_enlcas, forma
arredondada e auséncia de flagelo.
Schneider 5,5 24 Formas arredondadas, porém com
flagelo externo.
Schneider .
(Controle) 7,2 24 Apenas promastigotas
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Na transformacdo a partir de promastigotas metaciclicas recém
repicadas foram considerados os resultados observados por Cysne-
Finkelstein e colaboradores (1998) que demonstraram a relacao entre o
fendOmeno da metaciclogénese e a quantidade de repiques das culturas de
promastigotas, além da relacdao com a capacidade de diferenciacdo in vitro
para as formas amastigotas axenicas.

Neste outro experimento, as amastigotas recém isoladas do ciclo
de vida in vitro, no 2° repique, foram avaliadas sob as mesmas condicoes
relacionadas na transformacao direta, entretanto, diferentemente dos
experimentos com promastigotas no 6° ou mais repiques, nesta avaliagao
a citodiferenciacdo em amastigotas axénicas foi satisfatéria para todos os
ensaios a 379C em meio NNN/Schneider independente da faixa de pH,
além disto, ndo foi observada contaminacdao por formas promastigotas em
nenhum dos ensaios quando a transformacao em formas amastigotas foi
observada (Tabela 5).

Para os ensaios de transformacao a partir de promastigotas no 2°
repique e cultivo a 24°C e pH 5,5 a diferenciacdao para amastigotas
axenicas nao ocorreu de forma satisfatéria, de maneira que, para o meio
bifasico foram encontradas apenas formas promastigotas e para o meio
schneider a transformacao foi parcial, com a cultura apresentando
parasitos arredondados, porém com flagelo externo.

No isolamento e cultivo de amastigotas originadas pelo ciclo in
vitro, as amastigotas nao foram transformadas em promastigotas, sendo
realizados diversos ensaios para manter as amastigotas isoladas
cultivadas in vitro (Tabela 6). Neste experimento apenas as amastigotas
incubadas em meio NNN/Schneider a 37°C se mantiveram sob a forma
amastigota, entretanto, para o meio com pH 5,5 o numero de amastigotas
axenicas apés 5 dias de cultivo foi muito menor que o observado no meio

com pH 7,2.




Tabela 5 - Resultados para transformacao a partir de
promastigotas metaciclicas do 2° repique, apods 5 dias de

incubacao
pH do
Meio de meio Temperatura
Cultura liquido (°C) el
Schneider
Auséncia de formas promastigotas.
NNN/Schneider 7,2 37 Amastigotas axenicas, forma
arredondada e auséncia de flagelo.
Auséncia de formas promastigotas.
NNN/Schneider 5,5 37 Amastigotas axenicas, forma
arredondada e auséncia de flagelo.
NNN/Schneider 5,5 24 Apenas promastigotas
NN(I\CI:/()S;nif;QE)CIer 7,2 24 Apenas promastigotas
Auséncia de formas promastigotas.
Schneider 7,2 37 Amastigotas axenicas, forma
arredondada e auséncia de flagelo.
Poucas amastigotas, formas
Schneider 5,5 37 arredondadas, porém com flagelo
externo.
Poucas amastigotas, formas
Schneider 5,5 24 arredondadas, porém com flagelo
externo.
(SCC:r?terlodlzg 7,2 24 Apenas promastigotas

As amastigotas axenicas (figura 17) originadas por meio da
diferenciacao a partir de promastigotas no 2° repique e cultivadas em
NNN/Schneider com pH 5,5 ou 7,2 a 37°C foram repicadas e, apds 3

repigues ainda conservaram a morfologia caracteristica das formas

amastigotas e nao apresentaram contaminacao por promastigotas.

Apesar do sucesso na transformacao in vitro de promastigotas
em amastigotas, as condicoes ideais para se obter culturas axenicas nao
estdo ainda totalmente compreendidas, afinal, diferentes espécies de

Leishmania tem restricOes e necessidades distintas para serem cultivadas

sob a forma amastigota axenica (PAN et al., 1993).
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Tabela 6 - Resultados para o cultivo direto de amastigotas
axenicas, apos 5 dias de incubacado

. pH flo Temperatura
Meio de Cultura ’me_lo (°C) Resultados
liquido
NNN/Schmelder | 7,2 | 37 | hmesens e sty
Amastigotas axenicas com forma
NNN/Schneider 5,5 37 arredondada e auséncia de flagelo,
porém em numero muito reduzido
Schneider 7,2 37 Nenhum parasito
Schneider 5,5 37 Nenhum parasito
RPMI completo 7,2 37 Nenhum parasito
RPMI completo 5,5 37 Nenhum parasito

Como exemplo temos L. brasiliensis e L. panamensis que, apesar
de terem demonstrado sucesso na diferenciagao e adaptacao ao meio
schneider, nao demonstraram capacidade de transformacao e
sobrevivéncia no meio UM54, originalmente utilizado para a obtencao de
culturas de amastigotas axenicas de L. pifanoi (GUPTA et al., 2001).

Por outro lado, Mohareb e colaboradores (1995) obtiveram
sucesso na transformacao in vitro para amastigotas axenicas nos meios
DMEM e Schneider, com a transformagcao maxima observada para o meio
D-MEM com pH 5,8 e 34°C, entretanto, ndao obtiveram sucesso na
diferenciacao para o meio RPMI, corroborando com os resultados
observados neste estudo para este meio.

Em outros estudos, realizados por Gupta e colaboradores (1996 e
1999), a citodiferenciacdo das formas promastigotas em amastigotas
axenicas de L. donovani foi conseguida apenas em meio bifasico com a
fase sodlida suplementada com sangue, ou seja, semelhante ao observado
na presente pesquisa, onde a maior eficiéncia na transformacdao e a
melhor manutencao das amastigotas axenicas foi encontrada para os
cultivos no meio bifasico NNN/Schneider.

Os resultados obtidos neste estudo com Leishmania chagasi
corroboram com os resultados de Cysne-Finkelstein e colaboradores

(1998) com Leishmania amazonensis, onde a capacidade de diferenciacao
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demonstrou-se relacionada a capacidade de metaciclogénese. Com L.
chagasi, na presente pesquisa, a transformacao das formas promastigotas
em amastigotas axenicas ocorreu de maneira mais eficiente com as
culturas recém-repicadas sob a forma de promastigotas oriundas do ciclo

de vida estabelecido in vitro.

Figura 17 - Amastigotas axenicas mantidas em cultivo in vitro. A) amastigotas
diferenciadas in vitro a partir de promastigotas no 2° repique, apos ciclo de vida in vitro,
concentradas por centrifugacdo e coradas por hematoxilina e eosina, AF. 1000x; B)
amastigotas diferenciadas in vitro a partir de promastigotas no 2° repique, apds ciclo de
vida in vitro, microscopio éptico com contraste de fase, AF. 400x; C) amastigota axenica
isolada apds infeccdo de macréfagos murinos peritoniais, microscopio Optico com
contraste de fase, AF. 1000x mais zoom 6ético da camera digital de aproximadamente 3x;
D) amastigotas axenicas isoladas apos infeccdo de macrofagos murinos peritoniais,
microscopio Optico com contraste de fase, AF. 400x. As setas indicam as regides com
nucleo e cinetoplasto.

A diferenca observada entre a transformacgao das promastigotas
no 6° repique e as promastigotas no 2° repique evidenciam o sucesso
obtido no estabelecimento do ciclo in vitro, pois as culturas recém

repicadas sob a forma promastigota, apds passagem sob a forma
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amastigota no ciclo in vitro, demonstraram-se mais competentes para a
citodiferenciacao in vitro.

Diferentes metodologias de alteracao de pH e temperatura foram
descritos na literatura cientifica. Cysne-Finkelstein e colaboradores (1998)
descreveram o cultivo das amastigotas de L. amazonensis com alteragao
direta para pH 5,5, e s6 apds 6 dias de cultivo aumentou a temperatura
para 32°C, enquanto Hodgkinson e colaboradores (1996) descreveram o
cultivo e a caracterizacdo de amastigotas axénicos de L. amazonensis
utilizando a reducao gradual de pH e aumento gradual da temperatura,
chegando ao pH 4,6 e a temperatura de 32°C.

Teixeira e colaboradores (2002) descrevem a citodiferenciagcao de
promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi em
amastigotas utilizando a variacdo simultdnea de pH e temperatura,
conforme realizado no presente estudo. Estes autores obtiveram culturas
com altas taxas de amastigotas (entre 90 a 98%), mas nao conseguiram
manter as culturas por mais de 2 repiques.

O aumento de temperatura e redugao no valor de pH realizados
de modo gradual, bem como a utilizacdao de meios de cultivo complexos
mostram-se eficazes para a obtencao de amastigotas axénicas e permitem
o cultivo dos parasitos por longos periodos (HODGKINSON et al., 1996;
BALANCO et al., 1998). Entretanto, o longo periodo de tempo necessario
para obtencdao de tais culturas (até 2 meses) e o baixo numero de
amastigotas gerados devido as exigéncias nutricionais dos parasitos torna
estas metodologias pouco praticas para a triagem de farmacos.

Embora a manutencdo da cultura de amastigotas axénicas em
longo prazo ainda ndo tenha sido demonstrada em nosso laboratério, em
virtude do curto periodo de experimentacdao, as formas obtidas foram
mais infectivas para as células hospedeiras (macrofagos murinos
peritoneais) que as formas promastigotas e, além disto, mantiveram a
capacidade de reverter a forma promastigota quando transferidas para
condicoes de cultivo adequadas. Estas caracteristicas sdo tipicas de

formas amastigotas intracelulares e tém sido descritas para amastigotas
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axenicas de outros autores (PAN et al., 1993; GUPTA et al., 2001;
TEIXEIRA et al., 2002; SILVA, 2008).

4.4 Avaliacao da atividade anti-promastigota dos

compostos naturais isolados

Nesta pesquisa foram avaliados 4 compostos naturais isolados,
acido Usnico, cumarina, quercetina e reserpina, sobre promastigotas de
Leishmania chagasi MHOM/BR/1970/BH46. Para cada composto foram
avaliados os efeitos sobre o crescimento dos parasitos em diferentes
concentracoes, de maneira a estabelecer as curvas dose-efeito e a ICsg
(concentracao capaz de inibir o crescimento das culturas em 50%) de
cada um (Tabela 7 e 8).

Com relacdao ao acido Usnico, os resultados da inibicdo do
crescimento e efeito deste composto sobre as promastigotas de L. chagasi
estdo demonstrados nos gréaficos 6 e 7. O acido Usnico apresentou
reducdo significativa do crescimento dos parasitos a partir da
concentracao de 0,025 mM (25uM) com percentual de inibicao (PI) de
22,97 £ 6,7% para esta concentracao do composto e, demonstrou um PI
de 94,69 =+ 1,3% para a concentracao de 0,2 mM (200 pM). Estas
concentracdes foram similares as observadas por Fournet e colaboradores
(1997), que avaliaram a reducao significativa do crescimento dos
parasitos a partir de 29,4 yM (10 pg/mL) para L. donovani e de 72,6 uM
(25 pg/mL) para L. amazonensis e L. braziliensis.

A ICso do acido usnico para as promastigotas de L. chagasi foi de
0,0417 mM (41,7 uM).
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Grafico 6 — Porcentagem de inibigdo do crescimento de formas promastigotas de
Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentragées do composto isolado acido
Usnico. O indculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média e
desvio padrao de dois experimentos independentes realizados em triplicata. * p < 0,01;
** p < 0,001 em relagdo ao controle.
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Grafico 7 - Curva concentracao-resposta do composto acido Usnico sobre promastigotas
de Leishmania chagasi demonstrando o efeito do composto sobre o numero de
parasitos/mL. O ajuste da curva foi realizado de acordo com a equagao sigmoidal dose-
resposta detalhada no item 3.13. Os pontos representam a média e desvio padrao de
dois experimentos independentes realizados em triplicata.

Os resultados da atividade do composto isolado cumarina sobre o
crescimento das formas promastigotas de L. chagasi estao demonstrados
nos graficos 8 e 9.

A cumarina apresentou reducao significativa do crescimento dos
parasitos a partir da concentracao de 0,5 mM (500 uM), onde demonstrou
inibicao de 29,31 + 8,4%. Os maiores valores de inibicdo do crescimento,
obtidos para as concentracdes de 1,5 e 2 mM, foram de 66,86 £ 6,1% e
67,51 £ 4,2%, respectivamente. Bravo e colaboradores (1999)
demonstraram atividade da cumarina sobre L.amazonensis, L. braziliensis
e L. donovani a partir da concentragao de 0,342 mM (50 pug/mL), ou seja,

um efeito significativo com concentracdes menores que as observadas no
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presente estudo com L. chagasi. A ICsgp da cumarina sobre promastigotas
de L. chagasi foi de 1,07 mM.
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Grafico 8 - Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de
Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentracdes do composto isolado
cumarina. O indculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média
e desvio padrao de dois experimentos independentes realizados em triplicata. ** p <
0,001 em relacao ao controle.

Os resultados referentes a acdo da quercetina sobre
promastigotas de Leishmania chagasi estdao demonstrados nos graficos 10
e 11. Este composto apresentou efeito significativo na reducao do
crescimento da cultura a partir da concentracéao de 0,1mM e, para as
maiores concentragoes avaliadas, 1,5 e 2 mM, os valores percentuais de
inibicdo do crescimento das culturas foram de 74,76 £ 13,1 e 80,67 +

11,1%, respectivamente.
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Grafico 9 - Curva dose-resposta da cumarina sobre promastigotas de Leishmania
chagasi demonstrando o efeito do composto sobre o nimero de parasitos/mL. O ajuste
da curva foi realizado de acordo com a equacao sigmoidal dose-resposta detalhada no

item 3.13. Os pontos representam a média e desvio padrdao de dois experimentos
independentes realizados em triplicata.

A ICso para a quercetina foi de 0,271 mM (271 uM), muito maior
do que a de 45,5 uM observada por Mittra e colaboradores (2000), e de
3,3 UM avaliada por Tasdemir e colaboradores (2006), ambos sobre
Leishmania donovani, espécie do mesmo complexo que a Leishmania
chagasi. Além disto, estes autores também demonstraram que a
guercetina foi capaz de minimizar a infeccao por L. donovani em modelos
animais.

Em L. donovani a quercetina provoca a interrupcao do ciclo
celular, levando os parasitos a apoptose (MITTRA et al., 2000), além de
inibir a acao de uma topoisomerase tipo I pela estabilizacao de um
complexo de clivagem topoisomerase I - DNA e pela capacidade de ligar-
se a enzimas citoplasmaticas e intercalar-se a moléculas de DNA em altas
concentracgoes - 300 uM (DAS et al., 2006).

©-
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Grafico 10 - Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de
Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentracdes do composto isolado
quercetina. O inéculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média
e desvio padrao de dois experimentos independentes realizados em triplicata. * p <
0,05; ** p < 0,001 em relacdo ao controle.
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Grafico 11 - Curva concentragdo-resposta do composto quercetina sobre promastigotas
de Leishmania chagasi demonstrando o efeito do composto sobre o numero de
parasitos/mL. O ajuste da curva foi realizado de acordo com a equagao sigmoidal dose-
resposta detalhada no item 3.13.
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Os resultados do efeito da reserpina sobre promastigotas de L.
chagasi estao demonstrados nos graficos 12 e 13.

Para o composto isolado reserpina a significativa inibicao do
crescimento foi observada para concentragdes a partir de 0,5 mM, com
inibicdo de 48,97 + 10,9%, e a inibicdo maxima de crescimento foi de
67,15 £ 21,8% para a concentracao de 1,5 mM. A ICsq da reserpina, igual
a 1,75 mM, foi a maior de todos os compostos naturais ensaiados. A
reserpina também foi o composto que demonstrou os resultados
estatisticamente menos consistentes, com maiores valores de p e maiores

desvios-padrao.
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Grafico 12 - Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de
Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentracdes do composto isolado
reserpina. O indculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média
e desvio padrdo da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. *
p < 0,05; **p < 0,01; e *** p < 0,001 em relacdao ao controle.
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Grafico 13 - Curva dose-resposta da reserpina sobre promastigotas de Leishmania
chagasi demonstrando o efeito do composto sobre o nimero de parasitos/mL. O ajuste
da curva foi realizado de acordo com a equacao sigmoidal dose-resposta detalhada no
item 3.13. Os pontos representam a média e desvio padrdao de dois experimentos
independentes realizados em triplicata.

Os resultados obtidos com o0s compostos naturais isolados
ensaiados foram comparados ao potencial anti-promastigota da
pentamidina, classificada como uma das drogas de primeira escolha no
tratamento da leishmaniose visceral (CROFT et al., 2006).

A ICso da pentamidina (21,2 uM) foi menor do que a de todos os
compostos ensaiados, entretanto, o efeito maximo observado para a
pentamidina ndao foi significativamente diferente do observado para a
guercetina e para o acido Usnico, como demonstrado no grafico 14. Os
resultados do acido Usnico foram o0s que mais se aproximaram dos
observados para a pentamidina, com menor diferenca entre os valores de
ICso e efeitos de inibicdo maxima do crescimento observados.

O fato da pentamidina apresentar efeito anti-leishmania mais
significativo com concentracdes menores que os compostos ensaiados nao

inviabiliza a continuidade das pesquisas com estes compostos naturais,
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visto que estes apresentaram significativa capacidade de inibicao do
crescimento dos parasitos. Além disto, mesmo sendo utilizada como droga
de primeira escolha em muitos paises, a pentamidina apresenta alta
toxicidade e graves efeitos colaterais, como o desenvolvimento de diabete

dependente de insulina irreversivel e morte (SUNDAR, et al., 2006).
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Grafico 14 - Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de
Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentragdes dos compostos ensaiados
em comparagdo com a pentamidina. O inéculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O
grafico representa a média de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
*p <0,01; ** p < 0,001 em relagdo a pentamidina.
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Tabela 7 - Atividade antileishmania in vitro de compostos naturais
isolados contra promastigotas de L. chagasi

Percentual de Inibicao (PI) de L. chagasi

Compostos
0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM 1,5 mM 2,0 mM
,ACI(_IIO 87,89 + 3,0 91,61 + 3,8 94,04 + 3,6 90,84 £ 6,7 89,87 £ 7,8
Usnico
Cumarina SA 29,31 £ 8,4 65,89 + 8,3 66,86 + 6,1 67,51 £ 4,2

Quercetina | 34,19 13,07 81,91 +529 79,31 13,54 74,76 £ 13,1 80,67 £ 11,1

Reserpina SA 48,97 £ 10,9 45,50 + 15,6 67,15+ 21,8 29,64 £ 4,5

SA= Sem atividade inibitoria contra Leishmania chagasi. Os resultados representam a
média £ DP de dois experimentos independentes realizados em triplicata.

Tabela 8 — Concentracao capaz de inibir 50% do crescimento (ICso)
dos compostos ensaiados sobre L. chagasi

Acido ) ) .
A Cumarina Quercetina Reserpina
Usnico

ICs0 (MmM) 0,0417 1,07 0,271 1,7

4.5 Avaliacao da atividade anti-amastigota do composto

natural isolado Acido Usnico

Os compostos naturais constituem excelentes candidatos a
farmacos para o tratamento de doencas, e as possibilidades de uso e

variedade de compostos sao praticamente ilimitadas. Em vista disso, a
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triagem inicial para a utilizacdo dos compostos naturais como farmacos
requer testes que sejam simples de manipular, reprodutiveis, faceis de
guantificar e que, idealmente, reflitam as condigcbes encontradas pelo
agente patogénico no hospedeiro, condicdes geralmente dificeis de obter
conjuntamente (SERENO et al., 2007).

A triagem de agentes antileishmania, classicamente utiliza
formas promastigotas, devido a sua simplicidade e baixo custo no cultivo,
nestes modelos as formas promastigotas sao expostas in vitro a diferentes
concentracoes dos compostos a serem avaliados e a taxa de inibicao do
crescimento dos parasitos é determinada apods 48 a 72 horas de incubagao
(FUMAROLA et al., 2004), como realizado na primeira etapa de avaliagao
dos compostos naturais na presente pesquisa, item 4.4.

E importante ressaltar, entretanto, que no ciclo natural a forma
promastigota é encontrada apenas no hospedeiro invertebrado, ndo sendo
o alvo para o tratamento das leishmanioses, patologias que ocorrem nos
hospedeiros vertebrados como o homem e, além disto, é sabido que as
diferencas morfoldgicas e bioquimicas entre as formas promastigota e
amastigota provavelmente determinam as diferentes susceptibilidades
observadas entre estes dois estagios evolutivos frente a compostos
leishmanicidas (CALLAHAN et al., 1997; SERENO et al., 1997; FUMAROLA
et al., 2004).

Neste sentido, o0s resultados obtidos com a pesquisa
experimental utilizando promastigotas nem sempre sao conclusivos
quando se visa o tratamento das leishmanioses. Assim, o uso das formas
amastigotas, responsaveis pelas manifestacdes clinicas da doenca, pode
produzir resultados mais proximos do modelo animal.

Quanto aos estudos realizados com amastigotas, as pesquisas
eram realizadas utilizando-se estas células oriundas de células infectadas
in vitro ou a partir da bidépsia da lesdo de animais experimentalmente
infectados, isso até meados de 1990. Entretanto, estas metodologias sao
caras, pouco praticas, produzem muitas vezes um numero limitado de

parasitos e possibilitam a presenca de contaminantes do tecido infectado.
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Além disso, o uso de animais, embora imprescindivel em alguns casos,
deve ser substituido por métodos alternativos sempre que possivel
(FUMAROLA et al., 2004).

A vantagem de se utilizar a forma clinicamente relevante do
parasito na triagem de farmacos a baixo custo e livre de contaminantes
celulares, aliada as mais recentes técnicas de cultivo in vitro de
amastigotas axenicas de Leishmania spp. e a semelhanca morfoldgica,
bioquimica e antigénica destas com as amastigotas intracelulares obtidas
in vivo, tem trazido grandes avancos na triagem de farmacos, de maneira
gue a avaliacao de compostos leishmanicidas utilizando amastigotas
axénicos tem apresentado resultados confiaveis, reprodutiveis e algumas
vezes semelhantes aos obtidos com a forma intracelular (CALLAHAN et al.,
1997; SERENO et al., 1997; BALANCO et al, 1998; GUPTA et al., 2001).

No presente estudo, o composto natural isolado acido Usnico, que
apresentou menor ICsp na avaliagao de seu efeito sobre promastigotas, foi
avaliado também com relacdo ao seu potencial antileishmania sobre
amastigotas axenicas de L. chagasi. Os resultados referentes ao efeito do
acido Usnico sobre as formas amastigotas estao representados nos
graficos 15 e 16.

Ao contrario do efeito demonstrado para as formas
promastigotas, o acido uUsnico inibiu significativamente o crescimento das
formas amastigotas a partir da concentragcao de 1 mM, enquanto para as
formas promastigotas este valor foi de 0,025 mM. Além disto, para as
amastigotas o acido demonstrou ICsg de 1,16 mM, muito maior que a
avaliada para as formas promastigotas que foi igual a 0,0417 mM, e o
efeito maximo de inibicdo observado para as amastigotas, 82,72 + 5,2%,
também foi menor que o apresentado nas formas promastigotas, 94,69 =+
1,3% (Grafico 17).

Apesar das diferencas, os resultados da atividade do acido usnico
sobre as formas amastigotas de L. chagasi foram significativos,
confirmando o potencial antileishmania do composto também sobre as

amastigotas axenicas. Estes resultados corroboram com os observados
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por Fournet e colaboradores (1997), que demonstraram a atividade do
acido na diminuicdo da carga parasitaria em modelos animais quando

administrado intralesionalmente.
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Grafico 15 - Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas amastigotas de
Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentragées do composto isolado acido
Usnico. O indculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média e
desvio padrdo da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. * p
< 0,01; ** p < 0,001 em relacdo ao controle.
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Grafico 16 - Curva concentragdo-resposta do acido Usnico sobre amastigotas de
Leishmania chagasi demonstrando o efeito do composto sobre o numero de
parasitos/mL. O ajuste da curva foi realizado de acordo com a equacao sigmoidal dose-
resposta detalhada no item 3.13. Os pontos representam a média e desvio padrao de
dois experimentos independentes realizados em triplicata.

A ICsp da pentamidina sobre as amastigotas de L. chagasi
ensaiadas foi de 31,8 uM, maior que a encontrada para as formas
promastigotas (21,3 uM), entretanto significativamente menor que a ICsg
do acido Usnico (1,16 mM) sobre as amastigotas. A pentamidina
apresentou perfil de inibicao do crescimento diferente entre amastigotas e
promastigotas, de maneira semelhante ao observado para o acido Usnico,
demonstrando, para as drogas ensaiadas, uma maior resisténcia das

formas amastigotas.
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Grafico 17 - Porcentagem de inibicdo do crescimento de formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania chagasi na presenca de diferentes concentracbes do
composto isolado acido Usnico e da droga pentamidina. O indculo inicial foi de 1x10°
promastigotas/mL. O grafico representa a média de dois experimentos independentes
realizados em triplicata. a - p<0,001 em relagdo ao controle; b - p<0,001 em ralagdo as
concentragdes correspondentes de pentamidina sobre amastigotas; ¢ - p<0,001 em
relacdo a pentamidina sobre amastigotas; d - p< 0,001 em relagdo a concentracdo
correspondente de Aacido Usnico sobre amastigotas; e - p<0,05 em relacdo as
concentragbes correspondentes de acido Usnico sobre amastigotas.

A diferenca no potencial antileishmania entre os dois principais
estagios de vida dos parasitos ensaiados por um mesmo composto tem
sido observada por outros autores. Seifert e colaboradores (2007) nao
encontraram similaridade entre amastigotas e promastigotas de L.
donovani no efeito antileishmania de diversos fosfolipidios sintéticos;
Monzote e colaboradores (2007) também demonstraram uma ICsy maior
para as amastigotas de L. donovani avaliadas na presenca do oleo

essencial de Chenopodium ambrosioides, enquanto Pontin e colaboradores
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(2008) encontram significativa atividade antileishmania do extrato
hidroalcdolico de propolis verde sobre promastigotas de L. braziliensis,
entretanto ndo observaram nenhuma acdo do extrato de prdpolis sobre as
formas amastigotas. Nas referidas pesquisas as amastigotas
demonstraram maior resisténcia aos compostos ensaiados, corroborando
com os resultados observados no presente estudo.

Outra forma de avaliar a acao de compostos naturais isolados,
como o acido Usnico, é o cultivo de formas amastigotas intracelulares na
presenca de diferentes concentracdoes do composto e observar as
possiveis alteracbes na carga parasitaria das células infectada in vitro,
entretanto, a avaliacdo das drogas diretamente nas amastigotas também
pode ser considerada eficiente na determinacdo da atividade
antileishmania, principalmente pela possibilidade de encapsulamento das
drogas por nanoparticulas que podem ser fagocitadas pelas células do
sistema fagocitico mononuclear e, desta forma, carrear o composto até o
fagolisossomo onde encontram-se os parasitos (TORRES-SANTOS et al.,
1999; ROMERO, et al., 2008).

Torres-Santos e colaboradores (1999) demonstraram, por meio
de microscopia eletronica, a fusdao de nanoparticulas de poli-D,L-lactida
com os vacuolos parasitéforos de macréfagos infectados, levando desta
forma a droga ensaiada diretamente a forma amastigota, aumentando
significativamente a acao do farmaco estudado. Neste sentido, estudos
como os da presente pesquisa sao importantes, pois avaliam a atividade
antileishmania dos compostos diretamente sobre as amastigotas que, por
meio das referidas técnicas de encapsulamento, podem ser alcancadas de

maneira eficiente em futuros ensaios in vivo.
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Em virtude dos resultados apresentados, as seguintes conclusoes

podem ser elencadas:

7 0Os compostos naturais isolados acido Usnico, cumarina,
quercetina e reserpina apresentaram significativa atividade
antileishmania sobre as formas promastigotas de

Leishmania chagasi;

<A concentracdao capaz de inibir o crescimento das
culturas em 50% (ICsp) dos compostos foram 0,0417 mM
para o acido uUsnico; 1,07 mM para a cumarina; 0,271 mM

para a quercetina e 1,7 mM para a reserpina;

~“ Nas condicoes de cultivo padronizadas no presente
estudo foi possivel estabelecer o ciclo de vida in vitro dos
parasitos, com passagem destes pelas duas principais
formas de vida: promastigotas e amastigotas, além do
cultivo das amastigotas axénicas para ensaios de acdo

antileishmania;

<70 composto natural isolado acido Usnico apresentou
atividade antileishmania sobre amastigotas axénicas de L.

chagasi, com ICsg igual a 1,16 mM;

" N3o foi observada similaridade da ICs9 do acido Usnico e
da pentamidina entre as formas amastigotas axénicas e

promastigotas.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO

Jodo Pessoa, 16 de margo de 2007
CEPA N°. 0403/07

[Imo(a). Sr(a).
Pesquisadores: Orientador: Proll Dr. Demétrius Anténio M. Araijo; Mestranda: Amely

Branquinho Martins
Departamento/Setor: DBM/LTF/UFPB

Ref: Projeto de Pesquisa: “ANALISE PROTEOMICA EM LEISHMANIA CHAGASI:

AVALIACAO DE COMPOSTOS VEGETAIS ISOLADOS COM PERSPECTIVA
FARMACOLOGICA”

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, em reunido, ANALISOU e

APROVOU a execugdo do projeto acima.

Atenciosamente,

A .
| _/"c .
Prof. Dr. REINAY .Né gBT{é@A DE ALMEIDA

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB
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