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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por diferentes espécies
do género Leishmania que afetam mais de 12 milhées de pessoas em todo o
mundo. As manifestacdes clinicas podem variar desde simples lesées cutaneas
a leishmaniose visceral que pode ser fatal. A quimioterapia convencional
baseia-se em multiplas injecdes parenterais com antimoniais pentavalentes que
sao consideravelmente toxicos e propensos a induzir resisténcia nos parasitas.
A iangambina € uma lignana furofuranica isolada das folhas da Ocotea duckei
que apresenta varias potencialidades farmacoldgicas. A quitosana, um
polissacarideo natural composto de glicosamina e N-acetil-D glicosamina, tem
demonstrado propriedades farmacéuticas relacionadas a liberacdo controlada
de drogas. Considerando que a busca de drogas mais eficazes contra
Leishmania tornou-se extremamente necessaria, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antileishmania da iangambina e da quitosana assim
como a associagao da iangambina com a quitosana em modelos experimentais
in vitro e in vivo. Estas substancias foram testadas sobre formas promastigotas
de L. amazonensis e L. chagasi, sobre macréfagos murinos e células epiteliais
de rim canino (MDCK), sobre a infeccao de macréfagos murinos com L.
chagasi e em camundongos suicos infectados com L. amazonensis. A
iangambina apresentou atividade antipromastigota sobre as duas espécies e a
quitosana apresentou atividade antipromastigota para a espécie L. chagasi. A
associacdo da iangambina com a quitosana nao interferiu com a atividade
antipromastigota da iangambina. Quanto a citotoxicidade para as células de
mamiferos, ndo houve atividade citotdéxica da iangambina sobre macréfagos e
células MDCK no tempo de exposicao de 24h; a quitosana nao apresentou um
efeito citotdéxico para os macréfagos quando estes foram expostos por 24h, no
entanto para o tempo de exposi¢cao de 48h, esse carboidrato apresentou uma
citotoxicidade significativa para macréfagos. A iangambina e a quitosana
apresentaram atividade anti-amastigota em macro6fagos murinos infectados
com L. chagasi nos tempos de 48h e 72h de incubacao. Esta reducao néo foi
dependente da producdo de 6xido nitrico (NO) e nem do fator de necrose
tumoral-a (TNF- a). No modelo de camundongos suicos infectados na pata
com L. amazonensis o grupo de animais que recebeu tratamento da
associacao da iangambina com a quitosana e o grupo que recebeu quitosana
apresentaram uma reducédo significativa no tamanho das lesées da pata na
oitava semana de tratamento e uma diminuicdo na carga parasitaria da pata e
linfonodo popliteo. O grupo de animais tratados com a iangambina, embora ndo
tenha apresentado diminuicao de lesdo, também teve uma reducédo da carga
parasitaria da pata e linfonodo. Dessa forma, pode-se concluir que a
iangambina e a quitosana apresentam uma potencialidade na terapéutica das
leishmanioses, caracterizada por uma atividade antileishmania tanto in vitro
como in vivo

Palavras-chave: Leishmania. langambina. Quitosana



ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of parasitic diseases caused by different species of
the genus Leishmania and affect over 12 million people throughout the world.
Clinical manifestations may vary from simple cutaneous lesions to visceral
leishmaniasis, which may be fatal. Conventional chemotherapy is based on
several parenteral injections of pentavalent antimonials, drugs that are
considerably toxic and prone to induce parasite resistance. Yangambin is a
furofuranic lignan, isolated from the leaves of Ocotea duckei, which presents
several pharmacological potentialities. Chitosan, a natural polysaccharide
composed of glucosamine and n-acetyl-d-glucosamine, has been
demonstrating pharmaceutical properties related to controlled drug release.
Taking into account that the search for more effective drugs against Leismania
has become necessary, this study aimed to evaluate the antileishmanial activity
of yangambin and chitosan, as well as the association of yangambin and
chitosan on in vitro and in vivo experimental models. The molecules were tested
on: promastigote forms of L. amazonensis and L. chagasi; murine macrophages
and epithelial cells of canine kidney (MDCK cells); macrophages infected with L.
chagasi; and Swiss mice infected with L. amazonensis. Yangambin presented
antipromastigote activity against both Leishmania species, and chitosan against
L. chagasi. The association yangambin-chitosan did not interfere with the
antipromastigote activity of yangambin. Concerning cytotoxicity on mammalian
cells, no cytotoxic activity of yangambin was registered on murine macrophages
nor MDCK cells at a 24-hour exposure time. Chitosan was not cytotoxic for
macrophages exposed to it for 24 hours, however, it presented significant
cytotoxic activity for macrophages at a 48-hour exposure time. Yangambin and
chitosan presented antiamastigote activity on murine macrophages infected
with L. chagasi at a 48 and 72-hour incubation time. Such activity was
independent of nitric oxide (NO) and tumor necrosis factor-a (TNF-a)
production. On the model of Swiss mice infected on the footpad with L.
amazonensis, the group treated with the association yangambin-chitosan and
the group treated with chitosan presented a significant reduction of the paw
lesion size at the eighth week of treatment, as well as a reduced parasite load
at the footpad and linfonode. Although the group of animals treated with
yangambin did not present reduction of the footpad lesion size, a reduced
parasite load was observed at the footpad and linfonode. Thus, it can be
concluded that yangambin and chitosan present a potentiality in the
therapeutics of leishmaniasis, characterized by antileishmanial activity both in
vitro and in vivo.

Keywords: Leishmania. Yangambin. Chitosan.
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmanioses

Leishmanioses sdo enfermidades causadas por parasitas protozodrios
do género Leishmania, encontradas principalmente em regides tropicais e
subtropicais do mundo, sendo endémicas em 88 paises ameacando 350
milhdes de pessoas. E estimado que 14 milhdes de pessoas estejam
infectados e cerca de 2 milhdes de novos casos ocorrem anualmente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009).

As formas clinicas de leishmaniose sao variaveis e dependem da
associacao entre as caracteristicas de viruléncia da espécie de Leishmania
infectante e da resposta imunolégica do hospedeiro (PEARSON & SOUZA,
1996). Considerando o quadro clinico, as leishmanioses séo classificadas em
quatro formas basicas: cutanea simples, cuténea difusa, mucocutanea e
visceral (Figura 1), variando, portanto desde lesbes simples na pele,
comumente de cura espontanea, as lesées mutilantes com destruicao
nasobuco-faringeana e lesbes nas visceras, podendo em muitos casos ser
fatal.

As leishmanioses apresentam incidéncia importante e alta letalidade,
principalmente em individuos n&o tratados, criangas desnutridas e pessoas
com HIV. Tem ampla distribuicdo ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente
Médio, na Africa e nas Américas (Figura 2). Na América Latina, a leishmaniose
visceral (LV) ja foi descrita em 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem
no Brasil, especialmente na regiao Nordeste (BRASIL, 2006). Mais de 3000
novos casos de leishmaniose visceral americana (LVA) sdo notificados todo
ano em cerca de 20 estados brasileiros (BRASIL, 2008) (Figura 3). O nordeste
representa 70-90% da populacdo parasitada, especialmente Bahia, Ceara,
Piaui, e Maranhao, apresentando prevaléncia de 25 casos/100 mil habitantes.
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil no periodo de 1985 a
2003 vem apresentando coeficientes de deteccao que oscilam entre 10,45 a
21,23 por 100 mil habitantes (Figura 4). A regido Nordeste vem contribuindo
com o maior numero de casos (cerca de 37,2% do total registrado no periodo)
e a regiao Norte com os coeficientes mais elevados (93,84 por 100 mil
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habitantes), seguidas pela regido Centro-Oeste (42,70 por 100 mil habitantes)
(BRASIL, 2007).

Figura 1 — Manifestacdes clinicas das leishmanioses. (A) leishmaniose cuténea simples,
caracterizada por lesdo Unica de borda elevada e fundo granulomatoso na regido maleolar
externa; (B) leishmaniose cuténea difusa, apresentando les6es papulo-nodulosas com
descamacao e algumas crostas; (C) leishmaniose mucocutanea, apresentando destruicao
parcial da regido nasolabial; (D) leishmaniose visceral no periodo final, caracterizada pela
intensa desnutricdo e hepatoesplenomegalia (Fonte: BRASIL, 2007a; BRASIL, 2006).
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Figura 2 — Mapa de distribui¢cao das leishmanioses em 88 paises no mundo (Fonte: WHO/TDR,
2004).

Classes

[] Sem transmissdo (4.484)
Transmissdo esporadica (1.058)

I Transmissio moderada (127)

I Transmissio intensa (132)

Fonte: SV5/M5S

Figura 3 — Estratificacdo dos casos de leishmaniose visceral no Brasil em &reas de
transmissdo de LV (2005-2007), segundo risco epidemioldgico, em: esporadica (< 2,4 casos),
moderada (= 2,4 e < 4,4 casos) e intensa (= 4,4 casos). Fonte: SVS/MS. (Extraido de: BRASIL,

2009).
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Figura 4 — Densidade de casos e circuitos de leishmaniose tegumentar americana por
municipio, Brasil — 2004 a 2006 e casos de 2007. Fonte: Sinan - SVS/MS (Extraido de:
BRASIL, 2009).

Os parasitas causadores da leishmaniose sao protozoarios do género
Leishmania representando um grupo com varias espécies pertencentes a
ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Este género pode ser
dividido em dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) spp., € Leishmania
(Viannia) spp. Lainson e Shaw (1987) propuseram essa divisdo de acordo com
observacgdes do desenvolvimento dos parasitos no interior do inseto vetor. Este
processo de diferenciagdo ocorre na por¢ao anterior, média e posterior do tubo
digestivo do fleb6tomo, nos parasitas pertencentes ao subgénero Viannia e nas
porcdes anterior e média naqueles agrupados no subgénero Leishmania.

No subgénero Viannia sdo encontradas as espécies do complexo
brasiliensis, como por exemplo, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.)
brasiliensis e Leishmania (V.) panamensis. No subgénero Leishmania
encontram-se as espécies do complexo donovani, como por exemplo
Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) chagasi, e do complexo mexicana

que incluem as espécies como a L. (L.) amazonensis, e L. (L.) mexicana.
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No Brasil, a espécie L. amazonensis tem sido associada a todas as
formas clinicas de leishmanioses em humanos (BARRAL et al., 1991; LEON et
al., 1992), sendo a de maior gravidade a cutdnea difusa, uma doenca
caracterizada por uma deficiéncia da resposta imune celular nos pacientes
infectados (CONVIT et al., 1972). A forma sintomatica da leishmaniose visceral
no Brasil tem como agente etioldégico principal a espécie L. chagasi e é
caracterizada por uma deficiente resposta imune celular associada a uma
significativa producao de anticorpos (PERSON et al., 1996).

Os protozoarios pertencentes ao género Leishmania sao transmitidos ao
homem por fémeas de insetos flebotominios dos géneros Lutzomya (Novo
Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo). Esses protozodarios sao organismos
unicelulares que apresentam um ciclo de vida heteroxénico (Figura 5). Estes
parasitas apresentam-se sob duas formas evolutivas basicas: as promastigotas
e as amastigotas (Figura 6). As formas promastigotas sdo formas alongadas
em cuja regido anterior emerge um flagelo livre, com tamanho aproximado
entre 14 e 20um, encontradas no trato digestivo dos insetos vetores e as
formas amastigotas sdo parasitos intracelulares obrigatérios ovdides ou
esféricos, com flagelo curto que ndo se exterioriza, medindo entre 2,1 e 3,2um,
encontradas nas células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) (BATES,
1994; SCHLEIN, 1993).
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Figura 5 — Ciclo de vida de Leishmania sp. (Fonte: WHO/TDR, 2004b).

A multiplicagdo das leishmanias nos seus hospedeiros ocorre por fissédo
bindria, ndo tendo sido descrito nenhum ciclo sexual. Uma vez a forma
promastigota inoculada na pele do hospedeiro mamifero pela picada do inseto
vetor (Figura 7), e usando um processo que envolve o reconhecimento de
componentes da superficie celular, essa forma é fagocitada pelo macréfago e
induz a formacao de vacuolos citoplasmaticos denominados fagolisossomos
(RUSSEL, 1995). No interior dos fagolisossomos, as promastigotas
diferenciam-se em amastigotas e multiplicam por divisdo binaria. Quando a
célula do hospedeiro esta densamente parasitada, h4 o rompimento de sua
membrana e amastigotas disseminam-se pelo tecido, infectando novos

macréfagos, exacerbando assim, o quadro da infecgao.
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Figura 6 — Fotomicrografia de diferentes estagios de desenvolvimento de Leishmania sp. (A)
cultura de promastigotas de Leishmania chagasi. Coloragdo hematolégica panético rapido.
Aumento: 1000x. (B) Fotomicrografia do aspirado de medula 6ssea humana. Macréfago
infectado com formas amastigotas de Leishmania (seta). Coloracdo hematologica pandtico
rapido. AF: 1000x.

No mamifero hospedeiro, o estilo de vida da Leishmania faz desta um
patégeno intracelular obrigatério infectando células hematopoiéticas da
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linhagem mondcitos/macréfagos, os quais entram por fagocitose. A Leishmania
tem uma gama de mecanismos sofisticados para subverter a fungdo normal
dos macréfagos. Estes incluem prevengao da ativagao de agentes microbianos
letais tais como o oxido nitrico (NO) e também inibicao de citocinas induzidas
por macréfagos necessarias para funcédo de desenvolvimento de uma resposta
imune efetiva (OLIVIER et al., 2005).

Figura 7 — Fémea de flebotominio (Lutzomyia longipalpis) durante o repasto sangiiineo (Fonte:
http://www.keele.ac.uk/research/istm/tripet.html).

A importancia da resposta celular no controle da leishmaniose tem sido
demonstrada na literatura ao longo dos ultimos anos. Em experimentos com
modelos murinos de leishmaniose tegumentar, pode-se observar que os
linfocitos T auxiliares (Th) CD4+ estdo subdivididos em duas subpopulagdes
funcionalmente diferentes no que se refere a secrecdao de citocinas,
diretamente correlacionadas com a resisténcia ou a susceptibilidade a infeccao
por Leishmania: o subtipo Th1, que secreta principalmente interleucina (IL-2) e
interferon gama (IFN-y); e o subtipo Th2, secretor de interleucina (IL-4),
interleucina (IL-5) e interleucina (IL-10) (WILSON et al., 2005). Vérios fatores
tém sido implicados na diferenciagdo da célula T CD4+ em Th1 ou Th2, como
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o tipo de célula apresentadora de antigeno, os niveis de citocinas enddgenas e
a natureza do antigeno reconhecido.

O IFN- y secretado por linfécitos Th1, tem papel importante na defesa
contra microrganismos intracelulares como a Leishmania, ativando macréfagos
e estimulando a liberacao de outras citocinas como fator de necrose tumoral —
alfa (TNF-a), que estimula os macréfagos a matarem parasitas intracelulares.
Liew e colaboradores (1990) observaram que a atividade antileishmania do
TNF-a é diretamente correlacionada com a producdo de NO, em modelos
murinos de infeccdo com Leishmnia major. Murray e colaboradores (2000)
verificaram em estudos de infeccdo com Leishmania donovani em modelos
murinos, que o TNF- a endbégeno é requerido inicialmente para controlar a
infeccdo. Além disto, medeia uma 6tima resposta inicial para o tratamento da
infeccdo com os quimioterapicos derivados do antiménio e previne uma
recaida depois de um tratamento efetivo com anfoterecina B em
camundongos.

Estudos feitos por Padigel e colaboradores (2003), demonstraram a
funcédo critica da IL-10 na suscetibilidade e patogénese para leishmaniose
cutdnea causadas por espécies de Leishmania mexicana e Leishmania
amazonensis em animais Balb/c. Eles verificaram que camundongos
deficientes em IL-10 tiveram baixos niveis de infeccdo com aumento na
producdo de IFN-y e NO. Esses resultados foram mais eficazes quando
neutralizaram IL-4, mostrando uma regulagao significativa no desenvolvimento
de uma resposta protetora Th-1. Portanto, a resolucéo efetiva da infeccdo com
esses parasitas requer a neutralizacdo de ambas as IL-4 e IL-10.

A infeccdo experimental de camundongos com Leishmania tem sido
realizada com o intuito de reproduzir as diferentes formas clinicas encontradas
em humanos e pesquisar novas drogas para o tratamento das leishmanioses.
Camundongos Balb/c quando infectados com L. amazonensis desenvolvem
uma doenca severa e disseminada, resultando na morte dos animais
(POMPEU et al., 1992). Por outro lado, estes mesmos camundongos quando
infectados com L. chagasi (WILSON et al., 2005) apresentam uma lesao
incipiente, muito diferente da infeccdo por L. amazonensis, sugerindo a
presenca de diferentes fatores de viruléncia nestas diferentes espécies de
Leishmania (MCMAHON-PRAT e ALEXANDER, 2004).
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A primeira linha de drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses
sdo o0s antimoniais pentavalentes (Sbv): antimoniato de n-metil-glucamina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®) (CARRIO et al.;
2000), sendo que destes o mais utilizado no Brasil é o Glucantime®. Estes
farmacos, apesar de serem altamente téxicos, tém sido utilizados por mais de
50 anos no tratamento das leishmanioses humanas nos diversos paises em
que a doenca é encontrada.

O mecanismo de acdo dessas drogas antimoniais pentavalentes nao é
bem conhecido. Sabe-se que os SbV sao convertidos no interior do macréfago
em formas trivalentes (Sblll), mais tdxicas, e que a deplecao intracelular dos
niveis de ATP devido a interferéncia na glicélise e B-oxidacdo nos acidos
graxos em amastigotas € um provavel modo de acao dessas drogas de escolha
no tratamento de diferentes espécies de parasitas de Leishmania (VAN-
VOORHIS, 1990).

Muitos pacientes ndo respondem bem ao tratamento com derivados
antimoniais. Este fato tem sido atribuido a uma maior susceptibilidade do
hospedeiro aos efeitos colaterais do medicamento e/ou a resisténcia da
linhagem do parasita. Estas dificuldades implicam em tratamentos alternativos
como a administracao do antifungico anfotericina B (MBONGO et al., 1998) e a
pentamidina (THAKUR et al., 1991, apud REGUERA et al., 1998) na forma
injetavel as quais apresentam bons resultados no tratamento das
leishmanioses especialmente nos casos de reincidéncia. A anfotericina B é um
agente antiparasitico muito potente, porém sé deve ser administrado quando o
tratamento de primeira linha ndo surte efeito, pois é um medicamento
altamente toxico, particularmente nefrotdxico além de apresentar outros efeitos
colaterais (SUNDAR et al., 2001).

Mais recentemente, a Miltefosina, um medicamento inicialmente
desenvolvido para o tratamento de tumores, demonstrou-se eficaz no
tratamento com administracado por via oral contra L. donovani, e esta em fase
IV de estudo na india. No entanto, ja ha relatos de resisténcia (CROFT et al.,
2006).

Pelo exposto acima, os medicamentos hoje disponiveis para o
tratamento das leishmanioses apresentam uma série de efeitos colaterais além

de uma eficacia duvidosa. Percebe-se, portanto a necessidade urgente para
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pesquisar por novas drogas alternativas que sejam mais efetivas contra o
parasita, aliada a uma baixa toxicidade para o paciente (hospedeiro
vertebrado).

Considerando também que as leishmanioses ocorrem principalmente
em paises subdesenvolvidos, atingindo principalmente uma populacao
economicamente carente, o desenvolvimento de novos medicamentos é pouco
atraente para as industrias farmacéuticas.

Assim, é necessario que a busca por novas drogas para as
leishmanioses seja uma das prioridades de pesquisa nos paises atingidos por
estas enfermidades.

1.2. Potencialidades terapéuticas dos produtos naturais

Os produtos naturais, tais como plantas, animais, micrébios, minerais e
mais recentemente organismos marinhos, tém sido a mais bem sucedida fonte
de novas drogas. Historicamente, a mais importante fonte natural tém sido as
plantas. A pesquisa utilizando plantas medicinais tem avancado em duas
linhas principais: etnofarmacologia e toxicologia. Estas estratégias tém
produzido muitas substancias valiosas e provavelmente ainda produzirdo
muitas outras (TULP & BOHLIN, 2004).

A utilizacao de plantas como fonte de agentes terapéuticos baseia-se em:
i) isolar compostos bioativos para uso direto como droga, por exemplo,
digoxina, digitoxina, morfina, reserpina, taxol, vimblastina, vincristina; ii)
produzir compostos bioativos a partir de estrutura nova ou conhecida como
protétipo para semi-sintese na produgdo de entidades patenteaveis com alta
atividade e/ou baixa toxicidade. Como exemplos, podem-se citar as drogas:
metformina, nabilona, oxicodona, taxotere, teniposideo, verapamil,
amiodarona, cujas estruturas foram baseadas em galegina, A9-
tetrahidrocannabinol, morfina, taxol, pofilotoxina, khellina; respectivamente; iii)
utilizar como ferramentas farmacolégicas, por exemplo, dietilamina do acido
lisérgico, mescalina, ioimbina e, iv) utilizar toda a planta ou parte desta como
fitoterapico, por exemplo, equinacea, alho, ginkgo biloba, erva de Sao Joao
(FABRICANT & FARNSWORTH, 2001).
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O Brasil abriga 55 mil espécies de plantas, aproximadamente um quarto
de todas as espécies conhecidas. Destas, 10 mil podem ser medicinais,
aromaticas e Uteis, sendo que um percentual muito pequeno destas ja foi
estudado do ponto de vista quimico-farmacolégico. Como conseqléncias,
podem-se esperar potenciais descobertas de novos produtos naturais
biologicamente ativos nas florestas tropicais. Com este numero de espécies,
nao é surpresa o descobrimento de plantas ricas em produtos bioativos, que
podem ter aplicacdo direta em medicina ou servirem de modelos para a
sintese de novos medicamentos (IBD, 2009).

Ao se considerar as perspectivas de obtencado de novos farmacos, dois
aspectos distinguem os produtos naturais dos sintéticos: a diversidade
molecular e a funcao biolégica. A diversidade molecular dos produtos naturais
€ muito superior aquela derivada dos processos de sintese, que, apesar dos
avancos consideraveis, ainda é limitada (NISBET & MOORE, 1997)

A descoberta de novos farmacos, ou de farmacos acessiveis, pode
determinar a melhoria da qualidade de vida em doengas crdnicas ou a propria
sobrevivéncia do paciente afetado. Socialmente, a descoberta de fontes
naturais de compostos quimicos usualmente importados e/ou o
desenvolvimento de fitoterapicos de fabricacdo nacional, podem ter
consequéncias econdmicas significativas, além de possibilitar a autonomia de
cada pais no gerenciamento de suas politicas de saude (ELIZABETSKY,
2001).

A importancia histérica das substancias ativas obtidas de plantas como
protétipo para o desenvolvimento de farmacos pode ser demonstrado no
Quadro 1. A descoberta da atividade dessas substancias nao representou
apenas 0 surgimento de um grupo novo de substancias, mas originou a
identificacdo de uma nova possibilidade de intervencdo terapéutica. Por
exemplo, ndo se conhecia anestésicos locais, bloqueadores musculares,
anticolinérgicos, entre outras categorias terapéuticas, antes do isolamento e
estudo da atividade da cocaina, tubocurarina e atropina respectivamente. A
terapéutica atual seria muito deficiente, ndo tivesse ocorrido a descoberta
dessas substancias ativas (ROCHA e SILVA, 1973)
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QUADRO 1 - Farmacos protatipos de categorias terapéuticas, a partir de plantas

Género Farmaco Data do 1solamento Categoria Terapéutica
Digitalis digitoxina 1785-1875 Cardiotonico
Papaver morfina 1805 Hipnoanalgésico
Cinchona quinina 1820 Antimalarico

Afropa atropina 1833 Anticolinérgico

Physostigmina fisostigmina 1864 Anticolinesterasico
Pilocarpus pilocarpina 1875 Colinérgico
Ephedra efedrina 1887 Adrenérgico
Ervthroxyion cocaina 1895 anestésico local
Chondrodendrum  tubocurarina 1895 Bloqueador neuromuscular
Claviceps ergotamina 1922 Bloqueador adrenérgico
Melilotus dicumarol 1941 Anticoagulante
Rauvolfia feserpina 1952 Neuroléptico

Fonte; Schenkel et al., 2003

Tendo em vista que o Brasil conta com uma das maiores riquezas em

biodiversidade do planeta, tendo nos vegetais uma fonte sustentavel para a

busca de novas moléculas bioativas, este € um campo de pesquisa bastante

promissor a ser explorado.

1.2.1 — Derivados de plantas com atividade antileishmania

Na medicina tradicional, o tratamento de leishmanioses usualmente

consiste da administracao oral de extratos brutos de plantas na forma sistémica

da doenca e como preparacdes topicas correspondendo a extratos para o

tratamento de infeccbes da pele (Chan-Bacab & Pefia-Rodriguez, 2001).
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Muitos dos estudos direcionados a deteccdo de alvos de metabdlicos
secundarios de plantas medicinais com atividade leishmanicida, tem utilizado
formas promastigotas do parasita devido ser mais facil os manter nas
condicbes in vitro. Porém, as formas promastigotas ndo sao as formas
infectantes do parasita em hospedeiros vertebrados, devido a isso avaliagcdes
com promastigotas tém somente valores indicativos da possivel atividade
leishmanicida do metabdlito testado. Como resultado, estudos preliminares
usando promastigotas tém sido complementados com avaliagdes utilizando
amastigotas intracelulares em macrofagos. Ao mesmo tempo, uma avaliagéo
da possivel citotoxicidade do metabdlito pode ser feita utilizando macréfagos
nao infectados. Isto para estabelecer se a atividade in vitro do metabdlito é
devido a sua atividade citotoxica geral ou se possui uma atividade seletiva
contra o parasita de Leishmania (SAUVAIN et al, 1993)

Extratos de propolis coletadas no Brasil e Bulgaria foram analisados
contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, L. braziliensis, L.
chagasi e L. major. Considerando as diferengas quimicas entre as amostras
dos extratos e o comportamento dos parasitas, foi observado diferencas na
atividade leishmanicida com ICsg entre 2,8 a 229,3 ug/mL. As analises mostram
que para todas as espécies avaliadas, os extratos da Bulgaria foram mais
ativos do que os extratos do Brasil (MACHADO et al, 2007).

O extrato de Galipea longiflora, conhecida popularmente como Evanta,
cujo extrato é rico em alcaldides, € uma planta usada tradicionalmente como
agente antileishmania na Bolivia, inibiu a proliferacédo celular dos parasitas de
Leishmania braziliensis e estimulou a producéo de IFN-y em células policlonais
ativadas (CALLA-MAGARINOS et al, 2009).

Jaramilo e colaboradores (2000) estudaram a atividade antileishmania
de extratos do pericarpo de Annona muricata, e verificaram que o extrato de
acetato de etila bruto foi mais ativo do que o Glucantime contra promastigotas
de L. braziliensis e L. panamensis.

Nakamura e colaboradores (2006) pesquisaram a atividade biolégica do
extrato bruto e de varias fragcdes obtidas de folhas de Piper regnellii Yunck
sobre formas promastigotas da espécie de Leishmania amazonensis. Os
resultados do presente trabalho demonstram que o extrato e fracées obtidas de
folhas de P. regnellii var pallescens apresentam atividade antipromastigota.
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A atividade antileishmania do extrato hidroalcodlico de Stachytarpheta
cayennensis, espécie utilizada popularmente no tratamento de lesées cutineas
causadas por Leishmania sp, foi testado em ensaios in vitro utilizando formas
promastigotas de Leishmania braziliensis e L. amazonensis. O extrato
apresentou efeito leishmanicida dose e espécie-dependente para
promastigotas de Leishmania sendo mais eficaz para L. braziliensis (MOREIRA
et al., 2007).

Neto e colaboradores (2004) estudaram o extrato bruto hidroalcélico da
raiz de Pfaffia glomerata utilizando trés diferentes concentragées (1, 10 e 50
mg/ml) contra formas promastigotas de L. brazilienses in vitro. Sendo
observado que o extrato apresentou atividade antileishmania.

Além dos extratos de plantas, compostos purificados tém sido testados
com relagdo a atividade antileishmania. Muitos dos metabdlitos obtidos de
plantas utilizadas no tratamento de doencas causadas por protozoarios
incluem, entre outros, quinonas, alcaléides, terpendides e flavondides (CHAN-
BACAB; PENARODRIGUEZ, 2001).

Kedzierski e colaboradores (2007) estudaram o resveratrol, um tipo de
composto fendlico, e analogos hidroxilados contra promastigotas e amastigotas
de L. major. O resveratrol mostrou atividade antileshmania contra
promastigotas in vitro, e mais importante, foi efetivo contra amastigotas
intracelular. Os estilbenos hidroxilados neste estudo também mostraram
atividade antileishmania contra promastigotas.

O espintanol, um monoterpeno purificado de Oxandra espinata
(Annonaceae), apresentou atividade leishmanicida sobre formas promastigotas
de Leishmania chagasi (HOCQUEMILLER et al.,1991).

Barata e colaboradores (2000) mostraram que uma neolignana obtida
da Virola pavonis (Myristicaceae) e analogos sintéticos apresentaram atividade
leishmanicida sobre formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
donovani. Outros ensaios, utilizando nove neolignanas sintéticas, evidenciaram
atividade antileishmania em macroéfagos infectados, in vitro, com L. donovani
(COSTA, 1998). Estudos realizados com derivados de lignanas
diidrobenzofuranicas  apresentaram  resultados mostrando  atividade

antiparasitaria sobre os parasitas Plasmodium falciparum (ICsy 0,43ug/mL) e
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formas amastigotas axenicas de L. donovani (ICso 0,12ug/mL) (VAN et al.,
2005).

Gamboa-Ledn e colaboradores (2007) estudando extratos de alho
verificaram reducédo das lesdes da pata de animais BALB/c infectados com L.
mexicana induzindo a producao de IFN-y produzido por células T. In vitro, o
extrato do alho reduziu a infeccdo de macréfagos através da indugdo da
producdo de NO. O extrato do alho pode atuar em ambas as células T e
macrofagos para estimular a produgdo de IFN-y e a sintese de NO,
respectivamente, matando assim os parasitas.

Chen e colaboradores (1994), estudando a atividade antileishmania de
licochalcona A, um tipo de flavondide, em animais infectados com L. major e
hamsters infectados com L. donovani, verificaram no presente trabalho o
potencial da licochalcona A para o controle de infeccées de Leishmania in vivo.
Os resultados mostram que licochalcona A preveniu o desenvolvimento das
lesdes em animais infectados com L. major e inibiu o crescimento de parasitas

de L. donovani em hamnsters.

1.2.1.1. Potencialidades farmacolégicas da iangambina

A langambina, uma lignana furofurénica isolada das folhas da Ocotea
duckei (Lauraceae) (MORAIS et al., 1999), constitui o maior constituinte da
fracao total de ligndides isoladas desse material (MORAIS et al., 1999;
BARBOSA-FILHO et al., 1999).
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Figura 8- Estrutura quimica da iangambina

Varias atividades biolégicas tém sido atribuidas a essa substancia,
dentre elas: propriedade antialérgica (SERRA et al., 1997); possivel atividade
analgésica (ALMEIDA et al., 1995); aumento do tempo de sono induzido por
pentobarbital e pode atuar como um depressor do sistema nervoso central,
anticonvulsivante e sedativo-hipnético (PACHU, 1993); efeito farmacoldgico
contra colapso cardiovascular e mortalidade devido ao choque por endotoxinas
(ARAUJO et al., 2001); apresenta atividade antitumoral em celular coloretais
induzindo apoptose (HAUSSOT et al., 2003).

Faria Neto e colaboradores (1995a e 1995b) evidenciaram atividade anti-
PAF (Fator de Agregacao Plaquetaria) da iangambina em modelos
experimentais in vitro e in vivo, respectivamente. Estudos farmacolégicos feitos
por Herbert e colaboradores (1997) observaram que existem dois subtipos
diferentes de receptores de PAF em plaquetas e leucécitos, estudos esses
realizados com a iangambina. O trabalho mostra que a iangambina é um
antagonista seletivo para o receptor de PAF em plaquetas, e esta lignana
falhou em inibir o PAF em PMNs humanos.

Ensaios de mutagenicidade mostraram que a iangambina n&o apresenta
potencial mutagénico em estudos realizados com linhagens de Salmonella
typhimurium (MARQUES et al., 2003).
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Em estudos farmacol6gicos realizados no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB), revelaram que
esta lignana, ndo apresentou efeito téxico agudo em camundongos quando
administrada por via intraperitoneal em dose de até 1g/kg (PACHU et al.,
1993). Adicionalmente foi demonstrado uma toxicidade baixa da iangambina
para macréfagos murinos e células embrionarias de Ourigo do Mar (MONTE
NETO et al., 2008), o que € bastante interessante tendo em vista as atividades
farmacolégicas supracitadas.

Trabalhos recentes realizados in vitro por Monte Neto e colaboradores
(2007) com parasitas das espécies de Leishmania chagasi e L. amazonensis
mostraram que a iangambina apresenta uma significativa atividade
antipromastigota gerando valores de [Cso 49 pg/mL e 64,9 pg/mL,
respectivamente. Entretanto o tratamento via intralesional e intraperitoneal de
camundongos experimentalmente infectados na pata com Leishmania
amazonensis, nao surtiu nenhum efeito no tamanho da lesdo (MONTE NETO,
2007).

Considerando a atividade antileishmania da iangambina in vitro, aliada a
baixa toxicidade para células de mamiferos, € oportuno ampliar os estudos
sobre a potencialidade desta lignana na terapéutica das leishmanioses,

estudando outras vias de tratamento.

1.2.2. Propriedades bioldgicas de complexos de quitosana

Quitina, o qual é o mais abundante biopolimero na natureza apds a
celulose, € um polissacarideo mundialmente distribuido na natureza como o
principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos como também
de células de algumas bactérias e fungos. A quitosana € um polimero
particular desacetilado da glicosamina obtida ap6s desacetilacdo alcalina da
quitina (SENEL & MCCLURE, 2004).

O termo quitosana é utilizado para descrever uma série de polimeros de
quitosana com diferentes pesos moleculares (50kDa — 2000kDa), viscosidade
(1% de quitosana e 1% de acido acético) e grau de desacetilacao (40%-98%)

(ILLUM, 1998). Quitosana € insoluvel em pH alcalino e neutro, mas forma sais
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soliveis em agua com &cidos inorganicos e organicos incluindo acidos
glutamato, hidrocloridrico, latico e acético. Apds dissolucdo, os grupos aminos
do polimero sao protonados e o resultado € um polissacarideo soluvel e
positivamente carregado (ILLUM, 1998; SENEL & MCCLURE, 2004). Sais de
quitosana sao soluveis em agua, sendo a solubilidade dependente do grau de
desacetilagdo e do pH (ILLUM, 1998).

Quitosana apresenta uma variedade de propriedades bioldgicas e fisico-
quimicas, dessa forma esta vem sendo utilizada para numerosas aplicagées
em varios campos tais como tratamento de agua, agricultura, industrial e téxtil,
cosmeéticos, suplementacao nutricional, e processamento de alimentos (SENEL
& MCCLURE, 2004). Além disso, apresenta baixa toxicidade e alergenicidade,
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade tornam essa
substancia atrativa para diversas aplicagdes como no campo de biomateriais
farmacéuticos e medicinais (ILLUM, 1998).

Na area farmacéutica tem sido estudada como matriz polimérica,
especialmente na forma de microesferas, para liberagdo controlada de
farmacos. O sucesso das microesferas de quitosana como carreadoras deve-
se a varios fatores, tais como: capacidade de dissolver farmacos pouco
soluveis, incrementando sua disponibilidade; permanéncia no sangue por
longo tempo, promovendo, deste modo, acumulacdo gradual na regiao
requerida e tamanho que permite seu acumulo em regidao pouco vascularizada.
Além de ser facilmente produzida em grandes quantidades (STULZER, 2008).

A variedade de grupos o0s quais podem ser atacados por quitosana é
ilimitada, e sitios do grupo podem ser escolhidos para funcionalidade
especifica, alterar propriedades bioldgicas ou modificar propriedades fisicas.
Uma variedade de colbides baseados em quitosana de liberacao sistémica tem
sido descrita na literatura para liberacdo de drogas polares, peptideos,
proteinas, vacinas e DNA (SENEL & MCCLURE, 2004).

Os ésteres de quitosana, tais como o succinato de quitosana e o ftalato
de quitosana foram usados com sucesso como matrizes para a liberacao oral
do diclofenaco de sédio em local especifico. Por conversdo do grupo amino do
polimero na forma de succinato, o perfil da solubilidade da quitosana muda
significativamente (AIEDEH & TAHA, 1999).
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Em estudos realizados por Bae e colaboradores (2008) com complexos
heparina/quitosana-g-Poly (Etileno glicol) verificou-se a facilidade de liberagédo
intracelular de heparina, desencadeando a ativacdo de caspases, e
consequentemente promovendo a morte de células cancerigenas por
apoptose, aumentando assim a morte dessas células.

Além disso, a quitosana apresenta algumas atividades biolégicas, entre
elas estd sendo usada para acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas em
humanos (KOJIMA et al, 1998); simula a migracdo de células
polimorfonucleares assim como células mononucleares e acelera a re-
epitealizacdo e a regeneracdo normal (USAMII et al., 1994). Também é
documentado que a quitosana aumenta a coagulacdo sanguinea e a
agregacao plaquetaria, aumenta os niveis de crescimento derivado de
plaquetas — AB e do fator de crescimento transformador — 1 em plaquetas,
em modelo utilizando sangue de cdo (OKAMOTO et al., 2003). E relatado que
em queimaduras feitas no dorso de ratos o grupo tratado com a quitosana
mostrou um grau de queimadura menos severo do que o0 grupo controle,
prevenindo o apronfudamento na extensao da queimadura na fase inicial (YAN
JIN et al.,, 2007). Apresenta também atividade antioxidante em estudos
realizados com varios pesos moleculares da quitosana utilizando como modelo
peixe salmao (KYUNG & THOMAS, 2007).

Trabalhos demonstraram que quitosana insoluvel em agua como
também a forma soluvel e de alto peso molecular aumenta a producao de
oxido nitrico in vitro em macrofagos RAW 264.7. A forma insoluvel estimula a
producdo de NO de forma direta, enquanto a forma sollvel estimula a
producdo em sinergismo com IFN-y, tendo uma marcada inducao cooperativa
na sintese de NO de uma maneira dose-dependente. E esse resultado da
quitosana soluvel foi devido a indugdo da secrecdo de TNF-a pela via de
transducédo de sinal de ativagdo do fator nuclear — kB (JEONG et al., 2000).
Resultados semelhantes foram encontrados por Seo e colaboradores (2000)
para a quitosana soluvel quando combinada ao IFN-y em experimentos
utilizaram macréfagos peritoneais e células tumorais de animais Balb/c. Lee e
colaboradores (2002) observaram também que a quitosana aumenta a
expressao de IL-2 e IFN-y em células do baco de porcos.
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Estudos realizados por Pujals e colaboradores (2008) utilizando
microsferas de antimoniato de meglumina (MGA) produzidas pela técnica spray
drying tendo como um dos componentes a quitosana, foram avaliadas in vitro
sobre a espécie do parasita Leishmania infantum como também a toxicidade
em macrofagos murinos. O MGA demonstrou um valor de |Cs, considerado
baixo quando comparado ao mesmo valor do ICso da solugcao de glucantime,
para formas promastigotas e amastigotas em estudo, como também uma
menor citotoxicidade.

Assim, as nanoparticulas feitas de quitosana foram exploradas
sucessivamente para a administragdo de drogas lipofilicas (MAESTRELLI et
al., 2006). Porem, quitosana é normalmente insoluvel em agua e em solugdes
acima de pH 6 e requer acido para serem protonadas. Dessa forma, varias
modificagées quimicas tém sido introduzidas para aumentar a solubilidade da
quitosana. Glicol de quitosana (GCS, Figura 10) € um conjugado derivado de
quitosana com cadeias de etileno glicol, soluveis em agua no pH acido/neutro
enquanto as cadeia de glicol pendentes no polimero aumenta ambos a
solubilidade em agua da quitosana nativa e providencia estabilidade estérica.
Baseado nos resultados mencionados acima, o desenvolvimento e
caracterizagdo de um novo sistema de nanotransporte consistindo de GCS
pretendendo a liberacdo transmucosa de drogas lipofilicas pode ser visto como
de grande interesse (TRAPANI et al., 2009).
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Figura 9. Estrutura quimica do glicol de quitosana
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Tendo em vista as evidéncias imunoestimuladoras dos complexos de
quitosana, € oportuno investigar a potencialidade deste carboidrato na
terapéutica das leishmanioses. Adicionalmente, considerando a atividade
antileishmania da iangambina ja& documentada, associada as potencialidades
terapéuticas dos complexos de quitosana, é oportuno avaliar a possibilidade de
estes complexos otimizarem a acao desta lignana contra parasitas do género

Leishmania.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar a potencialidade da lignana iangambina, de complexos de
quitosana e da iangambina associada a quitosana na terapéutica das

leishmanioses em modelos experimentais.

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 Analisar a atividade antipromastigota da iangambina, quitosana e
da iangambina associada a quitosana;

2.2.2 Avaliar o potencial citotéxico da iangambina frente a macréfagos e
células renais de mamiferos;

2.2.3 Avaliar o potencial citotéxico da quitosana frente a macréfagos;

2.2.4 Analisar a capacidade da iangambina e da quitosana modular a
infeccao de macréfagos murinos com Leishmania chagasi;

2.2.5 Avaliar, in vivo, a atividade antileishmania da iangambina,
quitosana e da iangambina associada a quitosana em camundongos

suicos/LTF infectados experimentalmente com Leishmania amazonensis;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Parasitas e sua manutencao in vitro e in vivo

Foram utilizadas promastigotas de Leishmania amazonensis
(MHOM/IFLA/BR/67/PH8) cedida pela Profa. Dra. Maria Norma Melo
(Universidade Federal de Minas Gerais) e Leishmania chagasi
(MCAN/BR/99/JP15) isolada de um céao infectado cedido pelo Centro de
Controle de Zoonoses do municipio de Joao Pessoa — Paraiba. Os parasitas
foram cultivados em meio de cultura bifasico: agar-sangue, “Novy-Macneal-
Nicolle” (NNN) associado ao meio liquido Schneider suplementado com 20%
de soro bovino fetal (SBF), estreptomicina (100 pug/ml) e penicilina (100 U/ml)
(Schneider completo), incubados a 26°C+ 1°C e repicados semanalmente.
Quando necessario, formas promastigotas foram criopreservados em nitrogénio
liqguido no préprio meio acrescido de glicerol na proporcdo de 10%. A cepa de
Leishmana amazonensis foi mantida “in vivo” em camundongos Suigcos/LTF
inoculados na pata posterior esquerda com formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento (OLIVEIRA et al., 1999).

3.2 — Isolamento da langambina a partir das folhas de Ocotea duckei

Vattimo

A planta Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) foi coletada em marco de
2002 no municipio de Santa Rita, Paraiba, Brasil. A identificacao botanica foi
realizada pela professora Dra. Maria de Fatima Agra do setor de botanica do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba.
Uma exsicata do material botanico encontra-se depositada no Herbario
Professor Lauro Pires Xavier do Departamento de Sistematica e
Ecologia/CCEN/UFPB sob registro JPB 4309.

A iangambina foi isolada e identificada pelo grupo de pesquisa do
professor Dr. José Maria Barbosa Filho do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB).
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Resumidamente as folhas da Ocotea duckei foram secas em estufa a
45°C, pulverizadas e submetidas & extracdo com etanol a 95%. Apds
concentrada a solugdo etandlica a 55°C sob pressio reduzida em rotavapor, o
residuo foi tratado sob agitagdo mecanica com uma solucao de acido acético a
10% e filtrado sobre celite. O filtrado foi extraido em ampola de separagdo com
cloroférmio. A fase cloroférmica foi evaporada e o residuo ressolubilizado em
metanol e deixado no freezer por 24 horas. Ap6s esse periodo, obteve-se um
precipitado, que apos recristalizacdo em metanol foi filtrado e identificado como
langambina (Figura 10) (PACHU, 1994; SANTOS, 1994).
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Figura 10. Isolamento da langambina das folhas de Ocotea duckei vattino
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3.3- Complexo de Quitosana

A quitosana em estudo foi cedida pela profa. Dra. Rosa Valéria da Silva
Amorim da Universidade Federal de Pernambuco. Foi elaborada pela Wako-
Pure Chemical, Japan, apresentando as seguintes caracteristcas: Glycol
Chitosana (G-Ch), (c8H15N0O3=205,22)n =400up, LOTE N° 5KQ9771, peso

molecular 85kD e grau de deacetilagdo de 85% aproximadamente.

3.4. Avaliacao calorimétrica exploratéria diferencial (DSC) da associacao

iangambina e complexos de quitosana

Para avaliar a possibilidade de interagdo entre a iangambina e o
complexo de quitosana em estudo, foi realizado um estudo pelo método
calorimétrico exploratério diferencial (DSC). Este estudo foi realizado no
Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACON) do departamento de quimica
da Universidade Federal da Paraiba. A analise dos resultados foi realizada com
a colaboracao do Prof. Dr. Fabio Santos de Souza. As curvas DSC foram
obtidas utilizando um equipamento TA MDSC2920. Em células de platina foram
pesadas cerca de 4,3 mg da iangambina, quitosana e complexo iangambina-
quitosana. As analises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio (fluxo de
50mL min~') e aquecidas na razdo de aquecimento 10 °C min™' até a
temperatura de 600°C.

A calibragdo do DSC foi realizada via ponto de fusdo com padrdo indio
(156,6°C = 0,3) e Zinco (419,6°C £ 0,3). A entalpia de fusdo foi calibrada na
temperatura de transicdo de fase do indio (28,59 + 0,3J/g). Os dados foram

analisados através do software V2.6A, da TA.

3.5- Preparo das solucoes iangambina e quitosana para os ensaios
bioldgicos

Foi pesado 20mg da iangambina e diluida em 1mL de dimetilsulfoxido
[DMSO (CH3)2SO - Vetec, Brasil] sob agitacdo em Vortex (Daigger Vortex
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Genie 2, A. Daigger & Co., Inc, USA), padronizando assim, uma solugao
estoque da substancia numa concentragéo final de 20mg/mL. Esta solugéo foi
diluida em tampao fosfato salina (PBS — NaCl 145mM, Na2HPO4 9mM
NaH2P0O4 1mM, pH 7,4) ou no proprio meio de cultura (Schneider, no caso de
Leishmania e RPMI 1640 para macrofagos) de acordo com as concentracoes
utilizadas em cada um dos experimentos, caracterizando a solu¢ao de trabalho.

A concentracao final de DMSO em cultura nao ultrapassou 1,0% para os
ensaios com as promastigotas de Leishmania e 0,5% para 0s ensaios com
macréfagos murinos. A toxicidade do DMSO ja foi avaliada nas condicdes
experimentais as quais estes ensaios foram desenvolvidos, e estas
concentracdes nao apresentam toxicidade para os modelos celulares que
foram avaliados.

A quitosana foi diluida em agua destilada.

Para os experimentos in vivo a iangambina e a quitosana foram diluidas

em agua destilada.

3.6. Glucantime® (antimoniato de meglumina)

O antimoniato de meglumina (Glucantime®, Aventis Pharma, Brasil) foi
utilizado como droga de referéncia na comparagao com os dados obtidos para
a iangambina e quitosana in vitro e in vivo. O Glucantime® foi gentilmente
cedido pelo Hospital Universitario Lauro Wanderley. O Glucantime®
(300mg/mL solugéo fornecida pelo fabricante) foi diluido em agua destilada ou
em meio de cultura (Schneider ou RPMI 1640) para a realizacdo dos ensaios.

3.7- Analise da atividade antileishmania sobre formas promastigotas de
Leishmania

Para a avaliacdo da atividade antileishmania sobre as formas
promastigotas, os parasitos foram repicados para tubos contendo meio
NNN/SCHNEIDER com inoculo inicial de 1x10° promastigotas/mL. Foi
analisado o crescimento dos parasitas na presenca de diferentes

concentragdes da iangambina e da quitosana isoladamente, assim como na
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presenca da iangambina associada a quitosana e auséncia dos compostos
(controle). Paralelamente foi avaliado o crescimento dos parasitas na presenca
do Glucantime, como droga de referéncia. As promastigotas foram incubadas a
26°C, e com 72horas de cultivo, foram retiradas aliquotas das suspensoes,
diluidas em solugéo isoton (formaldeido, cloreto de sédio, acido citrico e agua)
e quantificadas em camara de Neubauer (Figura 11). A quantificacao foi feita
por contagem direta do nimero de células por campo em microscépio Optico
com aumento de 40x. A média da contagem foi utilizada para calcular o
numero de parasitas contidos em 1,0 mL de cultura. O calculo foi feito
utilizando a férmula:

N° de parasitas = média dos 4 quadrantes x o inverso da diluicado da amostra x
10%,
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Novy, McNeal, Nicolle
(aaar sanaue - fase solida)
Formas promastigotas .
Repique Prs
1x10° céls/mL /§ »
' J
_ = é Solucdo da
substancia em

‘}::7:: =1 </é/ 7 /
- \ £ estudo

26°C/72h

,‘
\\‘
v

(

o T

—

Camara de Neubauer

Figura 11: Ensaio para atividade citotdxica sobre formas promastigotas de Leishmania
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3.8- Avaliacao da toxicidade sobre células de mamiferos

Para a coleta dos macréfagos foram utilizados camundongos suicos
fémeas Swiss com 8 a 10 semanas de idade provenientes do biotério Thomas
George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da UFPB. Os
animais foram inoculados com 1mL de tioglicolato na cavidade peritoneal e
apés 5 dias foi promovida a retirada dos macréfagos peritoneias injetando 10
mL da solugdo PBS suplementada com 3% de SBF na cavidade e coletando
em seguida. As células foram sedimentadas por centrifugacéo, ressuspendidas
em 1mL de meio RPMI completo [RPMI 1640, 10% SBF, estreptomicina
(100pg/ml) e penicilina (100 U/ml)] e as células viaveis, quantificadas em
camara de Neubauer na presenca de azul de trypan a 0,4% (Figura 12).

Introducao de 10dee PBS

na cavidade peritoneal Extragao da suspensao

celular

Tratamento com
tioglicolato

il aEE

Camara Centrifugacao
de Neubauer

Figura 12. Procedimento para coleta de macréfagos peritoneais de camundongos Suigos
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3.8.1. Avaliacao da toxicidade sobre macrofagos murinos
3.8.1.1. Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

Os macréfagos isolados (4x10° cél/100pl) foram tratados em placas de
microcultura de 96 pocos em meio RPMI completo, com diferentes
concentragdes da iangambina, quitosana e da iangambina associada a
quitosana. Paralelamente os macrofagos foram também tratados com
diferentes concentracdes de Glucantime, assim como na auséncia desses
compostos. As placas foram incubadas por 24h e, nos ensaios com a
quitosana, as células foram também analisadas apés 48h de incubacao, em
atmosfera enriquecida com 5% CO, e a 37°C. Apéds a incubacao foi realizado o
ensaio com 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difenil tetrazdlico (MTT) (Figura 13). Foi
adicionado 10uL do MTT as placas e incubadas por 4 horas a 37°C em estufa
com 5% de CO2, em seguida foi adicionado 50uL de SDS (10%) em HCL
0,01N para solubilizar os cristais de formazan. As placas foram incubadas por
17h e em seguida realizada a leitura em espectrofotdmetro (570nm). Os
ensaios foram realizados em triplicata (MOSMANN,1983).

Este método baseia-se na atividade metabdlica de células viaveis, o
ensaio colorimétrico do MTT tem sido amplamente empregado na avaliacdo da
proliferacao e toxicidade celular. Essa técnica baseia-se na reducédo do sal de
tetrazo6lio por enzimas mitocondriais em células vidveis intactas. Uma vez
reduzido a cristais de formazan o MTT torna-se insollvel e com coloracéo
purpura no meio de cultura, sendo possivel sua mensuracdo por meio de
espectrofotometria.
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Figura 13. Ensaio de toxicidade com MTT sobre macréfagos murinos

3.8.1.2. Ensaio com o corante vital Azul de Trypan

Para andlise da citotoxidade dos compostos avaliados sobre macréfagos
murinos pelo método de exclusdo com azul de trypan, as células foram
ajustadas para 1x10° células/mL com RPMI completo. Em seguida, foram
distribuidos 1mL dessa suspensdo em tubos de polipropileno, seguida pela
adicdo dos compostos a serem testados em diferentes concentracdes, excetos
nos controles. As células foram entdo incubadas em estufa de 5% de CO; a
37°C, e apods 24 horas, quantificadas em camara de Neubauer na presenca do
corante Azul de Tripan a 0,4%. Os indices de CCsy (concentragdo que mata
50% das células) foram gerados pelo programa SPSS VERSAO 8.0 para
Windows.
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3.8.2- Avaliacao da citotoxicidade sobre células renais de caes

Os estudos de citotoxidade em células epiteliais de rim canino (MDCK)
foram realizados em colaboracdo com a Profa. Dra. Alice Maria Costa Martins
no laboratério de Cultura de Células do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas da Universidade Federal do Ceara. As aliquotas das células
MDCK para estoque foram mantidas em meio MEM acrescido de SBF a 50% e
DMSO a 10%, congeladas primeiramente a -80°C e transferidas para
nitrogénio liquido, onde foram mantidas (FRESHNEY, 2000).

As células MDCK foram cultivadas em garrafas de plastico ou placas de
microcultura, em meio MEM (Meio essencial minimo), suplementado com 10%
v/v. de Soro Bovino Fetal (SBF), penicilina (100U/mL) e estreptomicina
(100pg/mL) (MARTINS et al. 2005; CHAIM, 2005). As células foram incubadas
a 37°C, em atmosfera com 95% de umidade e 5% de CO, a 37°C. Antes de
cada experimento as células foram armazenadas em meio sem SBF por 24h
para a obtencao de células na fase Gy do ciclo celular. Para cada experimento
foi removido o meio da cultura e as células foram incubadas com tripsina-EDTA
(0,25/0,02% v/v) a 37°C por aproximadamente 10min. A tripsina foi inativada
adicionando o mesmo volume de meio com SBF. A suspenséo celular foi entdao
centrifugada a 200g por 10min. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em meio de cultura. As células foram entdo quantificadas em
camara de Neubauer e subcultivadas em placas de 96 pocos em uma
densidade de 1 x10° cél/100 pL e tratadas com diferentes concentracdes da
iangambina permitindo o crescimento confluente por 24h. As placas foram
avaliadas qualitativamente com 24hs de cultivo, usando microscépio invertido.

A citotoxicidade dos compostos em teste sobre as células MDCK foi
avaliada pelo método colorimétrico do MTT, como ja foi discutido
anteriormente, e pelo teste de liberagdo da enzima lactato deidrogenase (LDH).

Para a realizacdo do ensaio com a enzima LDH, foi adicionado 1 mL da
enzima a 20 pL do sobrenadante coletado das placas e, foram realizadas
leituras das absorbancias em 1 e 2 minutos. O decréscimo da absorbéancia é
proporcional a atividade da enzima. Os testes foram realizados utilizando o
reagente analitico Labtest LDH Liquiform e foram seguidas as instrucées do

fabricante. A LDH é uma enzima responsavel pela reducdo do piruvato a
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lactato na presenca do NADH. Uma vez que esta enzima é de origem
citoplasmatica, a sua presenca no meio extracelular pode indicar alteracao na

integridade da membrana plasmatica.

3.9. Infeccao de macrofagos com promastigotas de Leishmania chagasi e
tratados com os compostos em teste

Em placas de cultivo de 24 pogos foram colocadas laminulas estéreis e
em seguida, adicionado 1mL da suspensdo de macréfagos peritoneais,
coletados conforme descrito no item 3.8., na concentracdo de 1x10° cels/mL
em meio RPMI completo. As placas foram incubadas por 2 horas em estufa de
CO, a 37°C, as promastigotas de Leishmania chagasi foram adicionadas na
proporcado de 10 promastigotas/1 macréfago e incubadas por mais 3 horas na
estufa de CO,. Novamente as placas foram retiradas da estufa e cada poco
lavado 3 vezes com 1mL de solucdo PBS com 3% de SBF aquecido a 37 °C.
Apoés a lavagem, foram adicionados novamente 1mL de meio RPMI completo e
diferentes concentracbes da iangambina e da quitosana isoladamente. Em
seguida as culturas foram incubadas por 24h, 48h e 72 horas em estufa de
CO; a 37°C. Os sobrenadantes foram coletados para dosagem de TNF-a e de
oxido nitrico (OLIVEIRA et al., 2005). As laminulas foram retiradas, coradas e
analisadas sob microscopia Optica para quantificacdo do numero de
macréfagos parasitados e o numero de amastigotas por macréfago na
presenca e auséncia das drogas em estudo (Figura 14).
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Figura 14. Infeccao de macrofagos murinos com L. chagasi

3.10- Dosagem de 6xido nitrico

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos infectados com
Leishmania chagasi, na presenca da iangambina e da quitosana isoladamente,
foram analisados quanto a produgédo de nitrito pela reacao de Griess, como
uma medida da producao de 6xido nitrico (GREEN et al., 1982). Para medir a
producao de nitrito, aliquotas de 100uL das amostras a serem dosadas foram
incubadas com 100uL dos reagentes (50uL da solugéo de sulfanilamida 1% e
50uL de solugcdo de N-naphthylethylenediamine dihydrochloride 0,1% em 2,5%
de H3PO,) a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura foi realizada em

leitor de ELISA com absorbéancia de 570 nm.

3.11- Dosagem de TNF-a

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos infectados com
Leishmania, na presenga da iangambina e da quitosana isoladamente, foram
analisados quanto a producdo de mTNF- a pelo método ELISA com o kit
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produzido por PETROTECH INC. (New Jersey, USA). A metodologia
empregada foi desenvolvida de acordo com as instrucées do fabricante.
Aliquotas de 100uL das amostras a serem dosadas foram incubadas com
100uL de anticorpos de deteccdo numa concentracdo de 0,25ug/mL a
temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida essas amostras foram lavadas
4x e apoés foi adicionado 100uL do conjugado Avidin-HRP por 30 minutos.
Novamente as amostras foram lavadas 4x e foi adicionado 100uL da solugéo
substrato a cada poco e incubadas em temperatura ambiente para desenvolver
a coloragéo. A leitura foi realizada em um leitor de placas ELISA a 405 nm.

3.12- Avaliacao da atividade antileishmania in vivo em camundongos

suicos infectados com Leishmania amazonensis

Para os estudos in vivo foram utilizados camundongos suicos. Todos os
animais foram fornecidos pelo Biotério Thomas George do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica/UFPB. Camundongos, fémeas, de 8 a 10 semanas,
foram infectados com 1x10° promastigotas em fase estacionaria de
crescimento (cinco dias de cultivo) pela via subcutanea, na pata posterior
esquerda. O desenvolvimento das lesdes foi monitorado semanalmente, por
meio de medidas da espessura da pata infectada e néao infectada com o auxilio
de um paquimetro (Figura 15). A diferenca entre as medidas representaram o
tamanho da lesdo. Os aspectos analisados foram, portanto, tamanho e
caracteristicas do desenvolvimento da lesédo, presenca de metastase, carga
parasitaria e peso do animal.
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Figura 15. Semanalmente as patas foram medidas e determinado o tamanho da lesédo
(diferenca entre a espessura da pata infectada e da ndo infectada)

3.12.1. Tratamento dos animais

Inicialmente foi realizado um pré-tratamento durante uma semana, via
gavagem, com a langambina associada os complexos de quitosana, assim
como a iangambina e a quitosana isoladamente, trés vezes na semana antes
da infeccdo com Leishmania amazonensis. Os animais foram divididos em 5
grupos (n=8), e as substancias testadas foram administradas por via oral
(Figura 16), trés vezes por semana, durante oito semanas.; um grupo foi
tratado com doses de iangambina a 25mg/kg; um grupo foi tratado apenas com
quitosana a 50mg/kg; um grupo foi tratado com a iangambina (25mg/kQ)
associada a quitosana (50mg/kg) e um grupo tratado com a droga de
referéncia, Glucantime, com doses de 8mg/kg, via intraperitoneal. O grupo
controle recebeu apenas o veiculo agua destilada

Adicionalmente foi realizado também um tratamento com a quitosana

utilizando uma dose de 200mg/kg. Neste ensaio, os animais foram divididos
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em 3 grupos (n=8), e as doses testadas da quitosana foi administradas por via
oral, diariamente, durante dez semanas. O grupo controle recebeu apenas o
veiculo agua destilada; um grupo foi tratado com dose de 50mg/kg da
quitosana e um outro foi tratado com uma dose de 200mg/kg.

Paralelamente, o peso dos animais foi monitorado a cada semana,

assim como realizado um estudo clinico geral dos camundongos.

Figura 16. Tratamento dos animais por via oral

3.12.2. Quantificacao da carga parasitaria

Ao término do tratamento, os animais foram eutanasiados e a
parasitemia da pata e linfonodo popliteo foi avaliada por meio do método de
diluicoes sucessivas (OLIVEIRA et al., 2005). Fragmentos das lesbes da pata
foram retirados e pesados, e os linfonodos popliteos foram removidos
assepticamente. Estes foram homogeneizados isoladamente em 2mL em meio

liguido Schneider completo. Em seguida a suspensao celular foi transferida
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para placas de 96 pocos e realizadas diluicdes sucessivas em meio Schneider.
Cada amostra foi feita em triplicata. As leituras das culturas foram feitas apos
10 dias de incubacao em estufa a 26°C sob microscopia éptica para determinar
qual a maior diluicido em que ainda é observada a presenca de promastigotas

no meio.

3.13- Analise estatistica

As medidas obtidas em cada experimento foram comparadas pelo teste
T de “Student” utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 4.03. Valores
de p < 0,05 foram considerados para a analise. Para calcular a ICsy e a CCs foi
utilizado o modelo probit de andlise de regressao utilizando o programa SPSS
8.0 Windows.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anadlise da interacao entre a iangambina e complexos de quitosana

A figura 17 e tabela 1 mostram os dados térmicos obtidos das amostras
da iangambina, quitosana e da iangambina associada a quitosana pela analise
calorimétrica exploratéria diferencial (DSC). A razdo de aquecimento de
10°C/min definiu o comportamento térmico do iangambina. A curva
calorimétrica da iangambina mostrou dois processos, sendo o primeiro em 105
2C com calor de reacao 93,1 j/g correspondendo a um processo endotérmico
caracteristico de fusdo e o segundo pico também endotérmico em
correspondendo na faixa de 240 a 360 °C e calor de reacao de 236,8 j/g
correspondendo a decomposicdo. A quitosana apresentou um perfil
calorimétrico com auséncia do processo de fusdo caracteristico de um polimero
derivado de um carboidrato, sendo observado um processo de decomposicao
exotérmico na faixa de 226 a 430 °C com calor de reagcdo de 209,8 j/g. O
complexo de inclusdo iangambina-quitosana apresentou um discreto processo
de fusdo a 103 °C com calor de reagdo de 4,77 j/g e dois processo de
decomposicdo com caracteristica exotérmica, sendo o primeiro em 253 °C e 0
segundo em 322 °C com calores de reacao 29,0 j/g e 48,3 j/g, respectivamente.
Os resultados calorimétricos mostram que a complexagdo iangambina-
quitosana levou a interacado especifica das duas moléculas e tal fato somente
pode ocorrer através da cooperacao de diversas interagdes fracas simultaneas.
O explica o fenébmeno do complexo de interacao molecular, uma vez que cada
interagdo corresponde a um conjunto de forcas distintas. Portanto a analise
térmica sugere uma interagdo entre a lignana iangambina e o complexo de

quitosana em estudo.
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Glycol-chitosan 10 226 — 430 262 209,8
langambina 10 240 - 360 360 236,8
-chi 253 29,0
Glycol-chitosan + 10 530 - 400
iangambina 399 483

Tabela 1. Resultados de DSC para a decomposi¢do térmica das amostras
quitosana e iangambina associada a quitosana em atmosfera de nitrogénio
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Heat Flow (Wig)
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Figura 17. Curvas de DSC das amostras de iangambina, quitosana e iangambina associada a
quitosana sob fluxo de nitrogénio de 50mL.min". Massa das amostras de aproximadamente

4,3mg, razdo de aquecimento de 10°C min™', suporte de amostra de platina.

4.2. Atividade antileishmania sobre as formas promastigotas dos

parasitos

4.2.1. Efeito da lignana iangambina sobre o crescimento de formas

promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi

Os resultados da atividade antileishmania da lignana iangambina para a

espécie de L. amazonensis estdo expressos na figura 18. A partir da
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concentracdo de 50ug/mL ja houve inibicdo no crescimento dessa espécie.
Para espécie de L. chagasi (Figura 19) a partir da concentracdo de 25ug/mL ja
se observa uma atividade antipromastigota. A concentracdo da iangambina que
inibe 50% do crescimento (IC50) dos parasitas foi de 67,66 ug/mL e
22,53ug/mL para L. amazonensis e L. chagasi, respectivamente. O efeito toxico
desta lignana foi significativamente maior do que o observado pelo Glucantime,
a droga de referéncia, uma vez que na concentracdao de até 8mg/mL nao
apresentou uma inibicdo significativa no crescimento dos parasitas. Esses
dados corroboram com os resultados encontrados por Monte Neto e
colaboradores (2007) os quais mostraram uma significativa atividade
antileishmania da lignana sobre as formas promastigotas dos parasitas.

Estudos sobre a atividade antipromastigota de outras lignanas frente a
algumas espécies de Leishmania ja foram documentados. Silva Filho e
colaboradores (2008) estudando lignanas isoladas de Nectandra
megapotamica (Lauraceae), observaram que as lignanas machilina-G e
veraguensina mostraram alta atividade antileishmania contra a espécie de
Leishmania donovani. No estudo realizado por Moideen e colaboradores (1997)
apud Rocha e colaboradores (2005) com a lignana anofina foi observado uma
atividade antileishmania frente a espécie de L. major. Outra lignana
denominada (+)-nyasol inibiu significativamente o0 crescimento de
promastigotas de Leishmania major, apresentando um ICsy de 12 uM
(OKETCH-RABAH et al., 1997). Portanto os resultados obtidos no presente
trabalho reforcam a potencialidade desta classe de composto quimico.
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Figura 18 — Inibicdo de crescimento de formas promastigotas de Leishmania amazonensis na
presenca de diferentes concentragcdes da iangambina obtida da Ocotea duckei. Os parasitos
foram cultivados em meio Schneider a 25°C por 72 horas. O inéculo inicial foi de 1x10°
promastigotas/mL. O gréfico representa a média de quatro experimentos independentes
realizados em duplicata. (*P < 0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 no teste “t —Student”)
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Figura 19 — Inibicdo de crescimento de formas promastigotas de Leishmania chagasi na
presenca de diferentes concentragcdes da iangambina obtida da Ocotea duckei. Os parasitos
foram cultivados em meio Schneider a 26°C por 72 horas. O inéculo inicial foi de 1x10°
promastigotas/mL. O gréfico representa a média de quatro experimentos independentes
realizados em duplicata. (*P < 0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 no teste “t —Student”)
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4.2.2. Efeito da quitosana sobre o crescimento de formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi

Na figura 20 encontram-se os resultados da atividade antipromastigota
da quitosana sobre a espécie de L. amazonensis, a qual ndo apresentou
atividade sobre esta espécie de parasita. Para a espécie de L. chagasi (Figura
21) foi obtido um resultado antipromastigota a partir da concentracdo de
50pg/mL, gerando um IC50 de 88,7ug/mL. Resultados semelhantes foram
encontrados por Pujals e colaboradores (2008) quando estudando a atividade
antipromastigota de um complexo de quitosana sobre L. infantum, encontrando
um IC50 de 112,64ug/mL.

50+
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Figura 20 - Inibicdo de crescimento de formas promastigotas de Leishmania amazonensis, na
presenca de diferentes concentragbes da quitosana. Os parasitos foram cultivados em meio
Schneider a 26°C por 72 horas. O inoculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico
representa a média de quatro experimentos independentes realizados em duplicata.



Estudo da Potencialidade da Lignana Iangambina e da Quitosana no Tratamento da Leishmaniose Experimental em Camundongos Suigos 68

8 &

de crescimento (%)
8

ibicao
8

In

Q

25 50 100 200 _ _8000

Quitosana (ug/ml) Gluc (ug/ml)

Figura 21 - Inibicdo de crescimento de formas promastigotas de Leishmania chagasi, na
presenca de diferentes concentragbes da quitosana. Os parasitos foram cultivados em meio
Schneider a 26°C por 72 horas. O inoculo inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico
representa a média de quatro experimentos independentes realizados em duplicata. (*P < 0.05
e **p<0.001 no teste “t —Student”)

4.2.3. Efeito da iangambina associada a quitosana sobre o crescimento de
formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi

Considerando a analise térmica pelo DSC que sugere uma interacao
entre a iangambina e a quitosana, foi avaliado se a quitosana podera alterar a
atividade antipromastigota desta lignana. Para esta analise foi preparada uma
mistura da iangambina com uma solucdo da quitosana, através de associacao
em suspensdo. As concentracdes utilizadas foram os 1Csy da iangambina de
67,66 ug/mL e 22,53ug/mL encontradas para L. amazonensis e L. chagasi,
respectivamente, e 2x esses valores do complexo de quitosana. Os resultados
para a espécie de L. amazonensis (Figura 22) mostraram que a quitosana nao
interfere com a atividade antipromastigota da iangambina. Para espécie de L.
chagasi (Figura 23) também ndo houve interferéncia da quitosana sobre a
atividade antileishmania dessa lignana.
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Figura 22 — Inibicdo de crescimento de formas promastigotas de Leishmania amazonensis na
presenca de iangambina associada a quitosana. A concentracdo utilizada foi o 1Csy da
iangambina de 67,66 pg/mL encontrada para L. amazonensis e 2x esse valor para o complexo
de quitosana. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider a 26°C por 72 horas. O inoculo
inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média de quatro experimentos
independentes realizados em duplicata. Teste “t —Student”.
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Figura 23 - Inibicdo de crescimento de formas promastigotas de Leishmania chagasi na
presenca de iangambina associada a quitosana. A concentracdo utilizada foi o 1Csy da
iangambina de 22,53ug/mL encontrada para L. chagasi e 2x esse valor para o complexo de
quitosana. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider a 26°C por 72 horas. O inoculo
inicial foi de 1x10° promastigotas/mL. O grafico representa a média de quatro experimentos
independentes realizados em duplicata. Teste “t —Student”.
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E importante considerar que complexos de quitosana podem interagir
com outros compostos interferindo na atividade destes ultimos. Em estudos
realizados por Bae e colaboradores (2008) com complexos de micela
heparina/quitosana-g-Poly (Etileno glicol) em células melanoma B16F10 de
camundongos foi verificado que os complexos de micela exibiram uma alta
atividade citotoxica contra as células cancerigenas quando comparado com
heparina e quitosna-g-PEG sozinhas nas mesmas concentragdes. A facilidade
de liberagao intracelular de heparina associada a quitosana desencadeou a
ativacdo de caspases, e consequentemente promoveu a morte de células
cancerigenas por apoptose, aumentando assim a morte dessas células.

Contudo, pelos resultados vistos nas figuras 22 e 23, foi observado que o
complexo de quitosana nao interferiu na atividade antileishmania da iangambina

sobre as formas promastigotas de Leishmania.

4.3- Avaliacao da citotoxidade da iangambina sobre células de mamiferos

Para analisar a citotoxicidade da iangambina sobre células de
mamiferos, foram utilizadas duas culturas de células, macréfagos da cavidade

peritoneal de camundongos suicos e células epiteliais de rim canino (MDCK).

4.3.1- Avaliacao da citotoxicidade da iangambina sobre macréfagos
murinos

Na figura 24 estdo os resultados obtidos da citotoxicidade da iangambina
sobre macrofagos murinos analisada pelo método de exclusao utilizando o azul
de trypan ap6s 24h de exposicdo. Nao foi observada uma citotoxicidade
significativa nas concentragdes avaliadas. Na figura 25 estdo os valores
encontrados para viabilidade celular dos macréfagos expostos a iangambina e
avaliados pelo método do MTT. Nestes estudos, também néo foi encontrado
citotoxicidade significativa em relagéo ao controle.

Portanto a iangambina mostrou nao interferir com a viabilidade dos
macrofagos murinos em ambos os testes, tanto no ensaio de analise da

integridade da membrana citoplasmatica avaliada pelo corante azul de trypan
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(Figura 24), como pela analise da capacidade da enzima succinato
desidrogenase mitocondrial reduzir o MTT para cristais de formazan (Figura
25).

Estes estudos corroboram os realizados por Monte Neto e colaboradores
(2008) que relataram uma baixa citotoxicidade desta lignana sobre macréfagos
murinos coletados da cavidade peritoneal de camundongos suicos. Neste
mesmo trabalho foi avaliado também a citotoxicidade da iangambina sobre
células embrionarias de Ourico do Mar, e os autores demonstraram também
uma baixa citotoxicidade sobre estas células.

Ensaios de mutagenicidade mostraram que a iangambina ndo apresenta
potencial mutagénico (MARQUES et al., 2003).

Esta baixa citotoxicidade in vitro esta também correlacionada com uma
baixa toxicidade in vivo. Em estudos farmacolégicos realizados no Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB),
revelaram que esta lignana, apresenta uma baixa toxicidade aguda em
camundongos quando administrada por via intraperitoneal em dose de até
1g/kg por 48h (PACHU et al., 1993).
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Figura 24 — Efeito da iangambina na viabilidade de macro6fagos peritoneais de camundongos
suicos avaliados com o corante azul de trypan. Os macréfagos foram mantidos em meio RPMI
na presenga da lignana por 24h em estufa a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de COs,.
Dados representativos da média de quatro experimentos independentes realizados em
duplicata (N=4).
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Figura 25 — Efeito da iangambina na viabilidade de macrofagos peritoneais de camundongos
suicos avaliados pelo ensaio por MTT. Os macréfagos foram mantidos em meio RPMI na
presenga da lignana por 24h em estufa a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO,,
Dados representativos da média de quatro experimentos independentes realizados em ftriplicata
(n=4).

4.3.2- Avaliacao da citotoxidade da iangambina sobre células renais de
caes

Nas figuras 26 e 27 estdo expressos os valores encontrados de
citotoxicidade da iangambina sobre as células MDCK avaliada pelos métodos
de MTT e atividade da lactato desidrogenase (LDH), respectivamente.

A iangambina nao apresentou citotoxicidade para as células MDCK em
ambos os métodos utilizados, tanto pela analise da habilidade da enzima
succinato desidrogenase mitocondrial reduzir o MTT para cristais de formazan
(Figura 26), como pela analise da integridade da membrana citoplasmatica
avaliada pela liberagéo da enzima LDH (Figura 27). Esta enzima é responsavel
pela reducdo do piruvato a lactato na presenca do NADH. Uma vez que esta
enzima é de origem citoplasmatica, a sua presenga no meio extracelular indica
alteracao na integridade da membrana plasmatica.

Estudo com células renais € um bom parametro de citotoxicidade celular,
uma vez que um dos problemas relacionados ao uso das drogas de referéncia

sao seus efeitos colaterais incluindo a nefrotoxicidade.
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Portanto, pode-se observar que a iangambina é significativamente toxica
para as formas promastigotas dos parasitas, sem demonstrar citotoxicidade
significativa para as células de mamiferos.

Outras potencialidades farmacoldgicas da iangambina ja foram relatadas,
dentre elas: atividade anti-PAF (Fator de Agregacao Plaquetaria) em modelos
experimentais in vitro e in vivo (Faria Neto et al., 1995a e 1995b), propriedade
antialérgica (SERRA et al., 1997); possivel atividade analgésica (ALMEIDA et
al., 1995); aumento do tempo de sono induzido por pentobarbital e pode atuar
como um depressor do sistema nervoso central, anticonvulsivante e sedativo-
hipnético (PACHU, 1993 e SOUSA et al., 2005); efeito farmacolégico contra
colapso cardiovascular e mortalidade devido ao choque por endotoxinas
(ARAUJO et al., 2001); apresenta atividade antitumoral em células coloretais
induzindo apoptose (HAUSSOT et al., 2003).

Assim pelos resultados ja encontrados nesse trabalho e por outros ja
relatados acima sobre toxidade tanto in vitro como in vivo da iangambina aliada
as propriedades farmacoldgicas desta lignana, pode-se concluir de que esta

molécula é promissora para o desenvolvimento de um novo farmaco.
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Figura 26 — Efeito da langambina em células tubulares renais (MDCK) em ensaio com MTT. As
células MDCK foram mantidas em meio RPMI na presenga da lignana por 24h em estufa a 37°C
em atmosfera Umida contendo 5% de CO, Dados representativos da média de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata.



Estudo da Potencialidade da Lignana Iangambina e da Quitosana no Tratamento da Leishmaniose Experimental em Camundongos Suigos 74

100-
=
= 80
>
Z 60
(]
(1v]
= 40-
1+
e
& 20
c
L

0_

Ctrl 25 50 100 200 400
langambina (ng/mL)

Figura 27 — Efeito da langambina em células tubulares renais (MDCK) em ensaio com LDH
(enzima lactato desidrogenase). As células MDCK foram mantidas em meio RPMI na presenca
da lignana por 24h em estufa a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO, Dados
representativos da média de quatro experimentos independentes realizados em triplicata (n=4)

4.4- Avaliacao da toxicidade da quitosana sobre macréfagos murinos

Os resultados encontrados para citotoxicidade da quitosana estdo
expressos nas figuras 28 e 29, apos 24h de exposicdo sobre células de
macréfagos murinos utilizando os métodos de exclusao pelo azul de trypan e
MTT, respectivamente. Nas concentracées testadas foi visto que esse
carboidrato nédo interfere com a viabilidade das células em estudo apés 24h de
incubacdo. Na figura 30 esta o resultado sobre a citotoxicidade celular ap6s
48h de exposicdo a qual foi analisada pelo método de exclusdo com azul de
trypan. Depois deste periodo de exposicdo, foi observado que a partir da
concentracdao de 200 ug/mL houve uma citotoxicidade significativa em relagéao
ao controle. Na figura 31 a analise pelo método do MTT, apds 48h de interacao
entre a quitosana e o0s macrofagos, demonstram que em todas as
concentracdes avaliadas houve uma citotoxicidade significativa em relacdo ao
controle, gerando um CCso de 360,8 pg/mL.

Em estudo anteriores realizados por Pujals e colaboradores (2008) com

um complexo de quitosana foi demonstrado uma baixa citotoxicidade em
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macréfagos murinos quando avaliada no tempo de 48h pelo método de
exclusao com azul de trypan.

Hwang e colaboradores (2000) trabalhando com macréfagos da
linhagem RAW 264.7 verificou que uma quitosana nao alterou o crescimento
dessas células quando estas foram expostas por 48h com esse carboidrato
utilizando o método do MTT.

Kean & Thanou, (2009) verificaram que quando a quitosana apresenta
um alto grau de deacetilacdo (DD) a toxicidade é relacionado ao peso
molecular e a concentragdo, um baixo DD a toxicidade é menos pronunciada e
menos relacionada ao peso molecular.

Diante dos diferentes resultados encontrados sobre a viabilidade celular
ja relatado acima e como existem varios tipos de complexos de quitosana com
pesos moleculares e DD diferentes, pode ser deduzido que a citotoxicidade
depende do grau de deacetilacdo (DD) e do peso molecular

Como também ¢é oportuno lembrar que esses resultados diferentes
encontrados com quitosana sobre a viabilidade celular pode ser devido também

a diferentes tipos celulares e diferentes métodos de preparo.
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Figura 28 — Efeito da quitosana na viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos
suicos avaliada apds 24h de exposicédo, pelo corante azul de trypan. Os macréfagos foram
mantidos em meio RPMI na presenca do carboidrato por 24h em estufa a 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de CO, Dados representativos da média de quatro experimentos
independentes realizados em duplicata (n=2). Teste “t —Student”.
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Figura 29 — Efeito da quitosana na viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos
suicos avaliada apds 24h de exposicao, pelo ensaio do MTT. Os macréfagos foram mantidos
em meio RPMI na presenga do carboidrato por 24h em estufa a 37°C em atmosfera Umida

contendo 5% de CO,, Dados representativos da média de quatro experimentos independentes
realizados em duplicata (n=2).
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Figura 30 — Efeito da quitosana na viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos
suicos avaliada apds 48h de exposigcao, pelo ensaio de exclusdo do corante azul de trypan. Os
macro6fagos foram mantidos em meio RPMI na presenca do carboidrato por 48h em estufa a
37°C em atmosfera Uumida contendo 5% de CO, Dados representativos da média de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata (n=2). (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 31 — Efeito da quitosana na viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos
suicos avaliada apds 48h de exposicao, pelo ensaio do MTT. Os macréfagos foram mantidos
em meio RPMI na presenca do carboidrato por 48h em estufa a 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de quatro experimentos independentes
realizados em ftriplicata (n=2). (*P < 0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 no teste “t —Student”).

4.5- Avaliacao da citotoxicidade do Glucantime sobre macréfagos
murinos

A citotoxicidade da droga de referéncia, Glucantime, sobre macréfagos
murinos, avaliada pelo ensaio de exclusao do azul de trypan, esta documentada
na figura 32.

Foi verificado que o Glucantime a partir da concentracao de 2,5mg/mL ja
demonstra uma citotoxicidade significativa sobre macréfagos. Entretanto na
concentracdo de até 8mg/mL, ndo houve inibicdo significativa no crescimento
de promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi como visto nas figuras 18 e
19, respectivamente. Portanto o Glucantime demonstra ser mais téxico para os

macréfagos murinos do que para os parasitas em estudo.
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Figura 32 — Efeito do Glucantime na viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos
suicos avaliado apds 24h de exposicdo pelo corante azul de trypan. Os macréfagos foram
mantidos em meio RPMI na presenca da droga de referéncia por 24h em estufa a 37°C em
atmosfera umida contendo 5% de CO, Dados representativos da média de quatro experimentos
independentes realizados em ftriplicata (n=4). (***p<0.001 no teste “t —Student”).

4.6. Modulacao da infeccao de macrofagos murinos com promastigotas de
Leishmania chagasi

4.6.1. Efeito da lignana iangambina sobre a infeccdo de macréfagos
infectados com promastigotas de Leishmania chagasi

Os resultados obtidos no modelo de macréfagos da cavidade peritoneal
de camundongos suicos infectados com L. chagasi e tratados com a
iangambina por 24h estdo expressos nas figuras 33 e 34. Na figura 33 é
relatado que, apds 24h de exposicao, os niveis de infeccdo dos macréfagos
tratados foram semelhantes aos nao tratados. Na figura 34 esta expresso o
namero de amastigotas por macréfago infectado mostrando uma equivaléncia
no numero de amastigotas por macréfago infectado nas células tratadas e nao
tratadas com a iangambina. Apos 48h de exposicdo a iangambina, houve uma

reducao na percentagem de macréfagos infectados em relacao ao controle na
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concentracdo de 200ug/mL (Figura 35). No entanto ndo houve reducéo
significativa no numero de amastigotas por macroéfago infectado em relagédo ao
controle (Figura 36). Apés 72h de exposicao a lignana foi observado que houve
uma reducdo na percentagem de macréfagos infectados nas trés
concentracdes testadas quando comparado ao controle (Figura 37), no entanto
ndo houve uma reducado expressiva no numero de amastigotas por macrofago
infectado (Figura 38). Na figura 39 é documentada uma amostragem do
resultado da infecgdo dos macréfagos apds 72h de exposicdo a iangambina,
observado sob microscopia Optica. O efeito antiamastigota desta lignana foi
semelhante ao apresentado pelo Glucantime, droga de referéncia, apds 48h e
72h de exposicao.

Sauvain e colaboradores (1996) apud Chan-Bacab & Pena-Rodriguez
(2001) estudando as lignanas medioresinol e lirioresinol B demonstraram que
estas foram ativas contra formas amastigotas de L. amazonensis. Portanto os
resultados obtidos com a iangambina reforcam a potencialidade na terapéutica
nas leishmanioses desta classe de ligndides.
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Figura 33 — Reducgéo da percentagem de macrofagos infectados na presenca de iangambina
em relagdo ao controle apds 24h de incubagcdo. Os macrofagos foram infectados com
promastigotas de L. chagasi na proporgao 10 promastigotas por macréfago, e mantidos a 37°C
em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de seis
experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). Teste “t —Student”.



Estudo da Potencialidade da Lignana Iangambina e da Quitosana no Tratamento da Leishmaniose Experimental em Camundongos Suigos 80

2.5+

Parasitas / Macrofagos infectados

Ctrl 50 100 200
langambina ( png/mL)

Figura 34 — Numero de amastigotas por macrofagos infectados em cultura de macréfagos
infectados com L. chagasi e incubados na presenca de diferentes concentragées de iangambina
por 24h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de
seis experimentos independentes realizados em duplicata (n=6).
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Figura 35 — Reducgéo da percentagem de macrofagos infectados na presenca de iangambina
em relagdo ao controle apds 48h de incubacdao. Os macrofagos foram infectados com
promastigotas de L. chagasi na proporgao 10 promastigotas por macréfago, e mantidos a 37°C
em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de seis
experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05, **p<0.01 e **p<0.001 no
teste “t —Student”).
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Figura 36 — NUmero de amastigotas por macrofagos infectados em cultura de macréfagos
infectados com L. chagasi e incubados na presenca de diferentes concentragées de iangambina
por 48h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de
seis experimentos independentes realizados em duplicata (n=6).
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Figura 37 — Reducgéo da percentagem de macroéfagos infectados na presenca de iangambina
em relacdo ao controle apds 72h de incubagdo. Os macréfagos foram infectados com
promastigotas de L. chagasi na proporgao 10 promastigotas por macréfago, e mantidos a 37°C
em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de seis
experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05, **p<0.01 e **p<0.001
no teste “t —Student”).
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Figura 38. Numero de amastigotas por macrofagos infectados em cultura de macrofagos
infectados com L. chagasi e incubados na presenca de diferentes concentracbes de
iangambina por 72h a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. Dados representativos
da média de seis experimentos independentes realizados em duplicata (n=6).



Figura 39 — Macréfagos infectados experimentalmente com formas promastigotas de Leishmania chagasi (10:1) e incubados durante 72 horas a 37°C em
atmosfera de 5% CO2. (A) Controle. (B) Presenca da iangambina na concentracdo de 50ug/mL. (C) Presencga da iangambina na concentragéao de 100ug/mL.
(D Presenca da iangambina na concentragdo de 200ug/mL. (E) Presenca do Glucantime na concentracdo de 100ug/mL. (F) Presenca do Glucantime na
concentracdo de 200ug/mL. As setas indicam as formas amastigotas internalizadas. AF = 1000x.
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A capacidade da iangambina reduzir a infeccdo de macréfagos murinos
infectados com L. chagasi, pode ser explicada por um efeito direto desta lignana
sobre o parasita no interior dos macréfagos. Considerando que a iangambina é
significativamente mais téxica para as formas promastigotas de L. chagasi do que
para 0os macrofagos murinos, pode-se levantar a hip6tese desta lignana, no
interior dos macroéfagos, estar exercendo o seu efeito antileishmania diretamente
sobre o parasita.

Outra hipbétese para explicar a capacidade da iangambina reduzir a
infeccdo de macréfagos € um possivel efeito indireto desta lignana, devido a sua
atividade anti-PAF. A iangambina tem apresentando atividade anti-PAF em
modelos experimentais in vitro (FARIA NETO et al., 1995a) e in vivo (Faria Neto et
al. 1995b). Rosa e colaboradores (2001) mostraram que promastigotas de L.
amazonensis tratadas com PAF, antes da infeccdo, resulta em um aumento na
infeccdo de macréfagos murinos. De forma semelhante, Dutra e colaboradores
(2009) observaram que na infeccdo de macréfagos com L. ftropica, as
promastigotas tratadas com PAF aumentam a infecgao de macréfagos. Portanto,
pode-se considerar a hipbétese desta lignana estar inibindo a infecgcdo de
macréfagos através de mecanismos que envolvam o antagonismo do PAF em
nivel de parasita

No entanto, alguns trabalhos vém relatando a importancia do PAF em
conter a infeccdo de macrofagos murinos quando infectados por Leishmania sp.
[LONARDONI et al., (1994); LONARDONI et al., (2000); ROSA et al., (2001)].
Lonardoni e colaboradores (2000) mostraram que o PAF tem atividade
antileishmania em macréfagos murinos infectados com L. amazonensis inibindo o
crescimento do parasita e induzindo a producao de NO. Rosa e colaboradores
(2001) também mostraram a importancia do PAF em inibir a infeccado quando
macréfagos ou ambos, parasitas e macroéfagos, foram tratados com este lipidio.

Dada a importancia do PAF em modular a infeccdo de macroéfagos com
Leishmania ja relatada acima, e ja ter sido documentado um efeito anti-PAF da
iangambina, a hipdtese mais provavel para explicar a reducdo da infeccao dos
macréfagos observada no presente trabalho, € que a iangambina pode estar
exercendo o seu efeito antileishmania atuando diretamente sobre o parasita no

interior do macrofago.
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4.6.1.1. Avaliacao da producao de oxido nitrico na presenca da iangambina

A producdo de 6éxido nitrico (NO) em sobrenadante de culturas de
macréfagos infectados com L. chagasi e tratados com diferentes concentragdes
da iangambina esta expresso nas figuras 40, 41 e 42, para os tempos de
exposicao de 24h, 48h e 72h, respectivamente. Ap6s 24h de incubacédo (Figura
40), a producao de NO foi igual ao controle. Aos 48h de exposicao a iangambina
(Figura 41), na concentracao de 50 ug/mL houve uma producao de NO menor que
0 controle, e nas concentracbes maiores a producao foi igual. No periodo de 72h

(Figura 42) a produgdo foi menor que o controle nas trés concentracoes

avaliadas.
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Figura 40 — Producao de éxido nitrico (NO) por macréfagos murinos infectados com L. chagasi na
presenca de diferentes concentragdes da iangambina apds 24h de incubacdo. As células foram
cultivadas a 37°C em atmosfera timida contendo 5% de CO2. Dados representativos da média de
trés experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). A produg¢éo de NO foi mensurada
utilizando reagente de Griess. (Teste “t —Student”).
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Figura 41 — Producéo de éxido nitrico (NO) por macréfagos murinos infectados com L. chagasi na
presenca de diferentes concentragdes da iangambina apds 48h de incubacdo. As células foram
cultivadas a 37°C em atmosfera timida contendo 5% de CO2. Dados representativos da média de
trés experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). A produ¢éo de NO foi mensurada
utilizando reagente de Griess. (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 42 — Producao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos murinos infectados com L. chagasi na
presenca de diferentes concentragées da iangambina apds 72h de incubacdo. As células foram
cultivadas a 37°C em atmosfera Gimida contendo 5% de CO2. Dados representativos da média de
trés experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). A produc¢do de NO foi mensurada
utilizando reagente de Griess. (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Tem sido demonstrado em modelos murinos que a morte intracelular de
amastigotas é correlacionada com a sintese de nitrito, um produto estavel da
degradacao do oxido nitrico (NO), que é considerada como a principal molécula
responsavel pela eliminacao do parasita (GREEN et al., 1990). A producao de NO
por macrofagos é catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS),
que utiliza L-arginina como substrato. A capacidade de macréfagos matarem
amastigotas de Leishmania tem sido correlacionada com a capacidade de
producédo de NO por estes. Contudo, além da producdo de NO, outro mecanismo
associado a atividade antileishmania de macréfagos ativados € a producédo de
moléculas reativas de oxigénio, como o anion superoxido (O2), radicais hidroxila
(OH") e peroxido de hidrogénio (H-O.) (HUGHES, 1988; MURRAY & NATHAN,
1999).

Esses resultados mostram que o efeito antileishmania encontrado com a
iangambina sobre macréfagos infectados com L. chagasi provavelmente nao é
pela inducao da producao de NO pelos macrofagos, ja que nao houve aumento

na producao de NO como visto acima.

4.6.1.2. Avaliacao da producao do fator de necrose tumoral a na presenca da

iangambina

Na figura 43 estdo expressos os valores encontrados para o fator de
necrose tumoral a (TNF-a) dosados nos sobrenadantes de culturas de
macréfagos murinos infectados com L. chagasi e tratados com a iangambina
durante 72h. Foi observado que os niveis de TNF- a nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos na presenca da iangambina foram equivalentes aos niveis
observados na auséncia desta lignana. Portanto, a atividade antiamastigota
apresentada pela iangambina nao é dependente da producao de TNF- a.

Liew e colaboradores (1990) mostraram que o TNF-a induz atividade
leishmanicida de macrofagos contra L. major através da producao de NO pela via
da L-arginina. Os resultados encontrados para o NO (Figuras 40, 41 e 42) e TNF-
a (Figura 43), mostram que a atividade antiamastigota da iangambina nao é pela
via de inducgao da producao de NO pelos macréfagos.
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Figura 43 — Producgdo do fator de necrose tumoral a (TNF-a) por macréfagos murinos infectados
com L. chagasi na presenca de diferentes concentragdes da iangambina. As células foram
cultivadas por 72h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO2. Dados representativos da
média de trés experimentos independentes realizados em duplicata (n=6).

4.6.2. Efeito de complexos de quitosana sobre a infeccao de macrofagos
infectados com promastigotas de Leishmania chagasi

Na figura 44 estdo os valores encontrados para infeccdo de macréfagos
com promastigotas de L. chagasi e tratados com complexos de quitosana durante
48h. Na concentragdo de 50 yg/mL foi observada uma reducgao significativa na
percentagem de macréfagos infectados em relacdo ao controle. Em relacdo ao
namero de amastigotas por macréfago infectado (Figura 45) ndo houve uma
reducao significativa neste aspecto. No tempo de 72h de tratamento (Figura 46)
as duas concentracdes estudadas, 25 pg/mL e 50 ug/mL, resultaram em uma
reducao significativa na percentagem das células infectadas. Adicionalmente, foi
observada uma reducédo significativa no numero de amastigotas por macréfago
infectado na concentracdo de 50ug/mL em relacdo ao controle (Figura 47). Na
figura 48 pode-se observar uma amostragem do resultado da infeccdo dos
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macréfagos apdés 72h de exposicdo a quitosana, observado sob microscopia

Optica.
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Figura 44 — Reducdo da percentagem de macroéfagos infectados e incubados na presenca de
quitosana em relagéo ao controle apds 48h de exposicdo. Os macrofagos foram infectados com
promastigotas de L. chagasi na proporgao 10 promastigotas por macréfago, e mantidos a 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de seis experimentos
independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 45 — Numero de amastigotas por macrofagos infectados em cultura de macréfagos
infectados com L. chagasi e incubados na presenca de diferentes concentra¢des de quitosana por
48h a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de seis
experimentos independentes realizados em duplicata (n=6).
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Figura 46 — Redugéo da percentagem de macrofagos infectados e incubados na presenga de
quitosana em relagédo ao controle apds 72h de exposicdo. Os macrofagos foram infectados com
promastigotas de L. chagasi na proporcéao 10 promastigotas por macréfago, e mantidos a 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Dados representativos da média de seis experimentos
independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05 e *P < 0.01 no teste “t —Student”).
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Figura 47 — Numero de amastigotas por macrofagos infectados em cultura de macréfagos
infectados com L. chagasi e incubados na presenca de diferentes concentragées de quitosana por
72h a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO.. Dados representativos da média de seis
experimentos independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 48 — Macrofagos infectados experimentalmente com formas promastigotas de Leishmania
chagasi (10:1) e incubados durante 72 horas a 37°C em atmosfera de 5% CO2. (A) Controle. (B)
Presenca da quitosana na concentracdo de 25ug/mL. (C) Presenca da quitosana na concentracdo
de 50ug/mL. As setas indicam as formas amastigotas internalizadas. AF = 1000x.

Pujals e colaboradores (2008) verificaram que complexos de quitosana
apresentaram atividade antiamastigota sobre a espécie de L. infantum em
macrofagos peritoneais de murinos infectados, gerando um IC50 de 100,81
Mg/mL.

Han e colaboradores (2004) verificaram que um tipo de quitosana,
oligoquitosana, estimulou a funcdo de macréfagos RAW264.7 por receptores de
manose (MR). Foi observado que este receptor foi o responsavel maior pela
captacao dessa quitosana. MR também induziu o aumento da produgcao de TNF-
a. Zhijun e colaboradores (2003) demonstraram também que oligoquitosanas
podem aumentar significativamente a atividade da éxido nitrico induzivel sintase
(INOS) e induzir a produgédo de NO e TNF-a em macréfagos através de caminho
que envolve o fator nuclear-kB (NF-kB).

Trabalho realizado por Lee e colaboradores (2002) mostraram que um
complexo de quitosana aumentou a expressao de mRNA para as citocinas IL-2,
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IFN-y e subunidade IL-12 p40 em células de baco de porco. O IFN-y ativa
macrofagos e estimula as células a secretar citocinas, tais como IL-12, essa
citocina é a primeira a ativar células T a produzirem IL-2 e IFN-y.

Para verificar se os resultados encontrados na infeccdo de macréfagos
com L. chagasi e tratados com quitosana se devem a um aumento na expressao
dessas citocinas, foram mensurados dos sobrenadantes das culturas de

macréfagos infectados a producéo de NO e TNF- a.

4.6.2.1. Avaliacao da producao de NO na presenca de quitosana

Para avaliar uma possivel atividade imunomoduladora dessa quitosana
sobre macrofagos infectados experimentalmente com L. chagasi, foram
mensurados 0s niveis de Oxido nitrico presente nos sobrenadantes das culturas
destes macréfagos infectados.

Nas figuras 49 e 50 estdo demonstrados os resultados para a producao de
NO em sobrenadantes de macréfagos infectados com L. chagasi e tratados com
diferentes concentracdes de quitosana por 48h e 72h, respectivamente. Nao foi
observada uma indugéo na producao de NO nas culturas de macréfagos tratados
com quitosana, apesar dos resultados significativos encontrados em relacado a
reducao percentual de macrofagos infectados (Figuras 44 e 46).

Foi demonstrado por Seang e colaboradores (2000) que a quitosana
insolivel como também a forma sollvel e de alto peso molecular aumenta a
producédo de 6xido nitrico in vitro em macrofagos RAW 264.7. A forma insoluvel
estimula a producao de NO de forma direta, enquanto a forma sollvel estimula a
producdo em sinergismo com IFN-y. Foi observado também que esse resultado
da quitosana soluvel é devido a inducao da secrecao de TNF-a pela via de
transducdo de sinal de ativacdo do fator nuclear — Kb. Resultados semelhantes
foram encontrados para a quitosana soluvel em associacdo com IFN-y por Seo e
colaboradores (2000) quando em experimentos utilizaram macréfagos peritoniais

e células tumorais de animais Balb/c.
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No entanto, no presente trabalho, o efeito antileishmania da quitosana no
modelo de infeccdo de macréfagos peritoneais de camundongos suicos com L.
chagasi, ndo esta correlacionado com a producao de NO.
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Figura 49 - Produgao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos murinos infectados com L. chagasi na
presenca de diferentes concentragdes de quitosana. As células foram cultivadas por 48h a 37°C
em atmosfera umida contendo 5% de CO2. Dados representativos da média de trés experimentos
independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 50 - Producgao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos murinos infectados com L. chagasi na
presenca de diferentes concentragdes de quitosana. As células foram cultivadas por 72h a 37°C

em atmosfera umida contendo 5% de CO2. Dados representativos da média de trés experimentos
independentes realizados em duplicata (n=6). (*P < 0.05 no teste “t —Student”).

4.6.2.2. Avaliacao da producao de TNF-a na presenca de complexos de

quitosana

Na figura 51 estdo expressos os valores encontrados de TNF-a dosados
nos sobrenadantes de culturas de macréfagos murinos infectados com L. chagasi
e tratados com a quitosana durante 72h. Foi observado que os niveis de TNF- a
nos sobrenadantes das culturas de macré6fagos na presenca da quitosana foram
equivalentes aos niveis observados na auséncia deste carboidrato. Portanto, a
atividade antiamastigota apresentada pela quitosana nao é dependente da
producao de TNF- a.

Como ja citado anteriormente LIEW e colaboradores (1990) o TNF-a induz
atividade leishmanicida de macréfagos contra L. major através da produgédo de
NO pela via da L-arginina. Contudo, os resultados encontrados no presente
trabalho para o NO (Figuras 49 e 50) e TNF- a (Figura 51), mostram que a
atividade antiamastigota da quitosana nao é pela via de inducao da producgéao de
NO pelos macrofagos.
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Figura 51 — Producao do fator de necrose tumoral a (TNF-a) por macréfagos murinos infectados
com L. chagasi na presenca de diferentes concentragcbes da quitosana. As células foram
cultivadas por 72h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO2. Dados representativos da
média de trés experimentos independentes realizados em duplicata (n=5).

4.7. Avaliacao da atividade antileishmania em camundongos suicos

infectados com Leishmania amazonensis

4.7.1. Atividade da iangambina e complexos de quitosana no tratamento dos
animais

Experimentos in vivo foram feitos utilizando camundongos suicos
infectados com L. amazonensis e tratados por via oral, para verificar se a
iangambina, complexos de quitosana e iangambina associada a quitosana
poderiam produzir uma resposta no tratamento da leishmaniose cutanea destes
animais. Os camundongos foram tratados por oito semanas, e semanalmente as
patas eram medidas e os animais pesados. Na figura 52 estdo os valores
encontrados para o tamanho de lesdo. O grupo de animais tratados com a
iangambina (25mg/kg) mais quitosana (50mg/kg), e os animais tratados somente
com a quitosana (50mg/kg) tiveram o tamanho da lesdo reduzido
significativamente na oitava semana de tratamento em relac&o ao controle, com
uma diminuicao de 18,7% e 24,3%, respectivamente. Com a droga de referéncia,

o Glucantime, verificou-se uma redug¢do no tamanho da lesdo a partir da sétima
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semana, se mantendo até a oitava, com uma reducgéo na lesdo da pata de 21,7%
e 31,3%, respectivamente. O tratamento apenas com a iangambina nao resultou
em alteracdes no tamanho da lesdo dos animais.

Em todos os grupos tratados ndo foram observados alteragdes no peso
dos animais durante o periodo de tratamento (Figura 53), o que significa que as
drogas nao produzem efeitos colaterais, no que se refere ao ganho ou perda de
peso.

Os resultados encontrados demonstram que a associacdo entre a
langambina e a quitosana nao interfere com a atividade desta lignana no
desenvolvimento da lesdo dos animais infectados. Resultados significativos
encontrados dessa associagdo na oitava semana de tratamento, provavelmente,
foi devido a quitosana, ja que os animais tratados apenas com esse carboidrato
tiveram uma reducao expressiva no tamanho da pata infectada, enquanto que o
grupo tratado s6 com a iangambina se comportou como o grupo controle.

Este efeito protetor da quitosana pode ser atribuido a uma capacidade
deste carboidrato modular a resposta imunolégica dos animais. Foi observado por
Lee e colaboradores (2002) que complexos de quitosana aumentam a expressao
de mRNA para as citocinas IL-2, IFN-y e subunidade IL-12 p40 em células de
baco de porco. Em modelo murino de infeccdo com Leishmania major, estas
citocinas sao produzidas por linfocitos do tipo Th1 e estao relacionadas com o
controle da infeccdo. E possivel que o tratamento com a quitosana possa estar
induzindo a expressédo destas citocinas no modelo de infec¢do em estudo.

Existem relatos demonstrando que complexos de quitosana podem
otimizar o efeito de alguns medicamentos. Foi observado por Pujals e
colaboradores (2008), estudando um complexo de quitosana associado ao
Glucantime, que houve um aumento significativo da atividade anti-amastigota
deste medicamento ap6s a associagcdo com o carboidrato. Contudo, embora os
ensaios de DSC sugerem uma associacao entre a iangambina e a quitosana,
esta associagao nao interferiu na atividade antileishmania da iangambina, nem do

complexo de quitosana.
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Figura 52 — Efeito da iangambina, iangambina associada a quitosana e quitosana na espessura
da pata de camundongos infectados com 1x10° promastigotas de Leischmania amazonensis e
tratados via oral. A espessura da pata foi medida semanalmente. Dados representativos da média
de oito animais por grupo . *indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle tratado com
agua destilada. (*P < 0.05 e **p<0.01 no teste “t —Student”).
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Figura 53 — Efeito da iangambina, iangambina associada a quitosana e quitosana sobre o peso
dos camundongos infectados com 1x10° promastigotas de Leischmania amazonensis e tratados
via oral. O peso dos animais foi medido semanalmente. Dados representativos da média de oito
animais por grupo. (Teste “t —Student”).
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Outro aspecto avaliado no tratamento dos animais foi a carga parasitaria da
pata e linfonodo popliteo que drena a regido da lesdo. Apo6s a oitava semana de
tratamento esses animais foram sacrificados e a carga parasitaria da pata e
linfonodo popliteo foram determinadas através de diluicdes sucessivas. Na figura
54 estao os valores encontrados da carga parasitaria da pata dos animais que
receberam tratamento, sendo observado que, em todos 0s grupos 0s animais
tiveram uma reducdo significativa em relagdo ao controle. Os resultados
encontrados para a carga parasitaria do linfonodo popliteo estdo expressos na
figura 55. Houve uma reducdo significativa na carga parasitaria dos animais
tratados com a iangambina, quitosana e Glucantime. Foi verificado que apenas os
animais que receberam o tratamento da iangambina associada a quitosana nao
tiveram reducao significativa na carga parasitaria em relacéo ao controle.
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Figura 54 - Efeito da iangambina, iangambina associada a quitosana e quitosana na carga
parasitaria da pata dos animais infectados com 1x10° promastigotas de L. amazonensis e tratados
via oral. Dados representativos da média de 5 animais por grupo. *indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle tratado com agua destilada. (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 55 — Efeito da iangambina, iangambina associada a quitosana e quitosana na carga
parasitaria do linfonodo popliteo dos animais infectados com 1x10° promastigotas L. amazonensis
e tratados via oral. Dados representativos da média de 5 animais por grupo. *indica diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle tratado com agua destilada. (*P < 0.05 no teste “t —
Student”).

Portanto, embora o tratamento com a iangambina via oral ndo tenha
resultado em uma diminuicdo do tamanho da lesdo houve uma redugéo
significativa na carga parasitaria, tanto da lesdo, como do linfonodo popliteo.
Estes resultados registram um efeito eficaz no tratamento da leishmaniose
cutdnea em camundongos suicos via oral com a iangambina.

Monte Neto (2007), trabalhando com o mesmo modelo de infeccdo in vivo
utiizado no presente trabalho, e tratando o0s animais via intralesional e
intraperitoneal, também ndo observou nenhum efeito da iangambina no tamanho
das lesbes dos animais. Contudo, ndo foi avaliado por este autor, um possivel
efeito destes tratamentos na carga parasitaria dos animais.

A atividade da iangambina na reducdo da carga parasitaria da pata e
linfonodo estdo plotados nas figuras 56 e 57, respectivamente. Estes resultados
mostram que a iangambina, além de um efeito in vitro sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis, apresentou também um efeito in vivo sobre
este parasita no modelo de infecgdo em camundongos suicos.

Uma hipo6tese para esta atividade antileishmania in vivo, € um possivel

efeito indireto desta lignana devido & sua atividade anti-PAF. E documentado que
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esse lipideo inibe a produgcédo de citocinas pro - inflamatérias em macréfagos
quando estes fagocitam neutrofilos apoptéticos (Fadok et. al, 1998). Zandberge e
colaboradores (2004) demonstraram que parasitas de L. major sao fagocitados
primeiro por neutréfilos apoptéticos e estes ingeridos posteriormente por
macréfagos. Nesse caso, pode-se levantar a hipotese de que a iangambina esta
antagonizando os receptores de PAF presentes nos macrofagos, promovendo a
sintese de citocinas pro-inflamatérias que podem estar ativando mecanismos de
contencao do parasita e conseqliente diminuicdo da carga parasitaria na pata e
linfonodo dos animais tratados com esta lignana.

Contudo, a importancia de PAF in vivo na contengdo da leishmaniose
tegumentar em modelo murino foi documentada por Santiago e colaboradores
(2006). Estes autores investigaram a funcao do receptor desse lipidio no resultado
da infeccao de camundongos isogénicos com Leishmania amazonensis. Animais
deficientes para o receptor de PAF foram infectados e o curso da infeccéo foi
monitorado. Os animais tiveram um aumento no tamanho da lesdo, na carga
parasitaria da pata e linfonodo maior que os animais tipo controle, com retardo na
producdo de IFN-y. Considerando a atividade anti-PAF da iangambina ja
documentada (FARIA NETO et al. 1995b); para explicar a atividade antileishmania
in vivo desta lignana no presente trabalho, € mais provavel que a iangambina
esteja exercendo um efeito citotéxico direto sobre o parasita no interior dos
macréfagos pelos resultados encontrados in vitro para promastigotas e
amastigotas para espécie de L. amazonensis.

Estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de acado desta lignana
devem ser feitos para averiguar como este produto natural esta agindo devido aos

resultados antileishmania encontrados tanto in vitro como in vivo.

4.7. 2. Avaliacao de complexos de quitosana no tratamento dos animais

Devido aos resultados antileishmania significativos encontrados com a
quitosana tanto in vitro como in vivo, um novo tratamento utilizando camundongos
infectados com L. amazonensis foi feito, usando doses maiores deste carboidrato,
também por via oral, durante 10 semanas. Na figura 56 estdo plotados os valores

referentes ao desenvolvimento do tamanho da lesdo nos diferentes grupos
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experimentais. Na dose de 50mg/kg, a partir da oitava semana de tratamento, foi
observado uma diminuigdo significativa na espessura da pata em relacao ao
controle. Resultado semelhante foi encontrado no ensaio anterior, confirmando o
efeito da quitosana na reducdo do tamanho da lesdo com esta dose de
tratamento via oral.

No entanto, na dose de 200mg/mL nao houve diminuicdo no tamanho da
pata, e sim um aumento significativos nas 7 e 8 semanas em relagéo ao controle.
Embora existam relatos de que complexos de quitosana podem induzir a
producdo de citocinas do tipo Th1, associadas a resisténcia a infeccéo
experimental com Leishmania (LEE et al, 2000). Existe também a possibilidade
de complexos de quitosana inibirem a producdo de NO. Trabalho realizado por
Porporatto e colaboradores (2003) demonstrou que quitosana aumenta
fortemente a atividade da arginase com diminuicdo da producdo de NO em
macrofagos inflamatérios. A arginase quebra arginine em L-ornitina,
providenciando um substrato para ornitina descarboxilase, uma enzima chave
para biossintese de poliaminas, as quais contribuem para replicacdo de
Leishmania (INIESTA et al., 2002). Assim alta expressao de arginase e baixa
expressao de NO, desvia o0 metabolismo da arginine para producéo de L-ornitina,
as quais podem levar para a producdo de fatores de crescimento para L.
amazonensis. O que provavelmente pode ter acontecido quando esses animais
foram tratados na maior dose em nivel de tamanho de pata, pois nem sempre um
resultado é dose-dependente, e muitas vezes a maior dose pode acarretar um
efeito contrario.

No que se refere a perda ou ganho de peso dos animais ndo houve
alteragdes significativas (Figura 57), indicando que a quitosana nao apresentou
toxicidade para esse parametro analisado.
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Figura 56 — Efeito de diferentes doses da quitosana na espessura da pata de camundongos
infectados com 1x10° promastigotas de Leischmania amazonensis e tratados durante dez
semanas. Espessura da pata foi medida semanalmente. Dados representativos da média de oito
animais por grupo. *indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle tratado com agua
destilada. (*P < 0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 no teste “t —Student”).
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Figura 57 — Efeito de diferentes doses da quitosana sobre 0 peso dos animais infectados com
1x10° promastigotas de Leischmania amazonensis e tratados durante dez semanas. O peso foi
medido semanalmente. Dados representativos da média de oito animais por grupo. *indica
diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle tratado com agua destilada. (Teste “t —
Student”).
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Os animais foram sacrificados na décima semana de infeccdo, e a carga
parasitaria da pata e linfonodo popliteo analisada por diluicAo sucessiva. Nas
figuras 58 e 59 estdo os valores da carga parasitaria da pata e linfonodo popliteo,
respectivamente. Foi observada uma diminuicao significativa da carga parasitaria
na pata e linfonodo nos grupos tratados com as duas doses de quitosana.

Portanto, o tratamento via oral com a quitosana na dose de 50mg/kg tanto
diminuiu o tamanho da lesdo, como reduziu a carga parasitaria da pata e

linfonodo dos animais infectados.
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Figura 58 — Efeito de diferentes doses da quitosana na carga parasitaria da pata de camundongos
infectados com 1x10° promastigotas de Leischmania amazonensis e tratados via oral. Dados
representativos da média de cinco animais por grupo. *indica diferenca significativa em relagéo ao
grupo controle tratado com agua destilada. (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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Figura 59 — Efeito de diferentes doses da quitosana na carga parasitaria do linfonodo de
camundongos infectados com 1x10° promastigotas de Leischmania amazonensis e tratados via
oral. Dados representativos da média de cinco animais por grupo. *indica diferenga significativa
em relacao ao grupo controle tratado com agua destilada. (*P < 0.05 no teste “t —Student”).
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5. CONCLUSOES

A iangambina apresentou atividade antileishmania sobre formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi. A quitosana
apresentou atividade antipromastigota para a espécie de L. chagasi. A associacao
da iangambina com a quitosana, n&o interferiu com a atividade antileishmania da
iangambina.

A iangambina ndo apresentou atividade citotdxica para macréfagos
murinos e células MDCK. A quitosana nao apresentou citotoxicidade para
macréfagos no tempo de exposicdo de 24h, no entanto para o tempo de
exposicao de 48h houve uma citotoxicidade significativa.

A iangambina e a quitosana apresentaram atividade antiamastigota em
macréfagos murinos infectados com L. chagasi nos tempos de 48h e 72h. Esta
reducao nao foi dependente da producédo de NO como também da producao de
TNF- a.

A iangambina apresentou um efeito antileishmania in vivo, em
camundongos suigos infectados com L. amazonensis, traduzido pela diminui¢cao
da carga parasitaria nos animais tratados via oral com esta lignana.

A quitosana, na dose de 50mg/kg administrada via oral, tem efeito
antileishmania, observado pela diminuicdo do tamanho da les&o, assim como da
carga parasitaria nos animais.

A associacdo da iangambina com a quitosana nao interferiu no efeito
bioldgico destes compostos tanto in vitro, como in vivo, nos modelos

experimentais estudados.
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LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO

Jofio Pessoa, 28 de agosto de 2009
CEPA N°. 0208/09

limo(a). Sr(a).

Pesquisadores. Profa.Dra. Mércia Rosa de Oliveira e Antbnia Socares Penha
{mestranda)
Departamento/Setor: LTF

Ret: Projeto de Pesquisar "Avaliacdo da atividade antileishmania da lignana
langambina associada a complexos de Quitosana”.

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

APROVOU a execucdo do projeto acima.

Atenciosamente,

/

[
N

ﬁ?«r)ofa. Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB

LABORATORIO DE TECNOLGGIA EAR"MACEUT!CA » LIFPB « CAA POSTAL 5008 = CEP 58051-970
JOAD PESSOA » PARAIBA « BRASIL » FAX: (0B3) 2167502 - 218-7511
FONE: (083) 218-7173 - 216-7125 » Home Page: htip:/iwww tf ufpb.br







