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RESUMO

As leishmanioses sao doengas causadas por protozoarios do género Leishmania e
sao endémicas em 98 paises. Os antimoniais pentavalentes, Pentostam®
(estibogluconato de sdédio) e Glucantime® (antimoniato de meglumina), sdo os
medicamentos de primeira escolha no tratamento. No entanto, seu uso continuo
pode provocar nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e toxicidade hepatica.
Medicamentos alternativos incluem pentamidina, anfotericina B (também em
formulagbes lipidicas), paromomicina e miltefosina. No entanto, apresenta alta
toxicidade e custo elevado e a mitelfosina contém um agente teratogénico. Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antileishmanial de
extratos de plantas brasileiras, como novas alternativas, que apresentem baixa
toxicidade, com vistas no emprego do tratamento das leishmanioses. As espécies
Alchornea glandulosa, Miconia latecrenata, Psychotria suterella e Strychnos
pseudoquina foram avaliadas por meio de experimentos in vitro com a espécie
Leishmania amazonensis. A espécie S. pseudoquina foi a que apresentou a melhor
atividade bioldgica. Realizou-se um fracionamento biomonitorado desta planta e
foram isolados dois flavonoides, 3-O-metil éter quercetina e Strychnobiflavona.
Ensaios in vitro com Strychnobiflavona demonstraram que o flavonoide foi efetivo
contra formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, e apresentou baixa
toxicidade em macréfagos e em hemacias humanas do grupo O'. Estudos de
biodistribuicdo in vivo realizados em camundongos nao infectados demostraram a
presenca do composto no figado e bago dos animais. Os resultados também
indicaram atuacao do produto ao nivel mitocondrial na espécie L. infantum, sendo
este um provavel mecanismo de acao do flavonoide. Dessa forma, pode-se concluir
que a espécie S. pseudoquina apresenta atividade antileishmanial e que o
flavonoide Strychnobiflavona € um dos principais responsaveis por tal agao; com

potencial de ser explorado no tratamento das leishmanioses.

Palavras-chaves: Leishmanioses, tratamento, toxicidade, Strychnos pseudoquina,

Strychnobiflavona , ex vivo biodistribuigao.



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases caused by protozoan parasites of the genus Leishmania
and are endemic in about 98 countries worldwide. The pentavalent antimonials,
Pentostam® (sodium stibogluconate) and Glucantime® (meglumine antimoniate),
became the first-line drugs for treatment. However, its continued use causes
Nephrotoxicity, Cardiotoxicity and hepatic toxicity. Alternative line drugs include
pentamidine, amphotericine B (also in lipid formulations), paromomycin, and
miltefosine. However, it have high toxicity and high cost and the mitelfosine is a
teratogenic agent. Thus, the aim of this study was to evaluate the antileishmanial
activity of some brazilian plants, in order to seek new alternatives, with lower toxicity,
to use on leishmaniasis treatment. Alchornea glandulosa, Miconia latecrenata,
Psychotria suterella and Strychnos pseudoquina species were evaluated on in vitro
experiments against Leishmania amazonensis. The Strychnos pseudoquina species
showed the best biological activity. A bioactivity-guided fractionation was carried out
and two flavonoids, quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone, were isolated.
In vitro assays with Strychnobiflavone flavonoid demosntrated its effectiveness
against L. amazonensis and L. infantum, for promastigotes forms and it showed a
very low toxicity in murine macrophages and in human erythrocytes. In vivo
biodistribution studies done on healthy BALB/c, showed an accumulation of the drug
in the animal liver and spleen. The results also indicated the product presence in the
mitochondrial level of the species L. infantum, as a possible mechanism of action of
flavonoid. Thus, we can conclude that the species S. pseudoquina presents
antileishmanial activity and Strychnobiflavone are mainly responsible for such action
in the plant; so it could be use in the future to improve the treatment of leishmaniasis.
Keywords: Leishmaniasis, treatment, toxicity, @ Strychnos  pseudoquina,

Strychnobiflavone, ex vivo biodistribution.
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Contextualizagao da Histéria académica do Aluno

Sou graduada em Ciéncias Biolégicas pela Pontificia Universidade Catdlica
de Minas Gerais e com inicio na carreira académica como aluna de iniciagao
cientifica no Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoragao do Instituto
de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. Apresentei, ao final da graduacéo, a
monografia intitulada “Analise de receptores Fc-gamma na superficie de células
mononucleares do sangue periférico de individuos portadores de diferentes formas
clinicas da Doenga de Chagas”, sob a orientagao do prof. Dr. Olindo Assis Martins
Filho e co-Orientacdo da profa. Dra. Danielle Marquete Vitelli Avelar.

Posteriormente, iniciei o0 mestrado na Faculdade de Medicina no Programa de
Po6s-Graduagao em Patologia Geral, e conclui a dissertagdo intitulada “Expresséao de
receptores Fc-y em leucdcitos de portadores das formas clinicas indeterminadas e
cardiacas da doenga de Chagas”, tendo sido orientada pela profa. Dra. Silvana
Maria El6i Santos e co-orientada pelo prof. Dr. Olindo Assis Martins Filho.

O presente trabalho foi redigido conforme a Resolugao n° 02/2013, de 18 de
setembro de 2013, que regulamenta o formato dos trabalhos finais e de qualificagao,
estabelecendo condi¢gbes para a marcagédo da defesa de teses e dissertagbes junto
ao Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina
Tropical, da Faculdade de Medicina da UFMG.

Como surgiu a hipétese do projeto

Durante o periodo como professora substituta no COLTEC, no Setor de
Biologia, conheci o prof. Dr. Eduardo Coelho, que orientava alunos de graduacgao e
pos-graduacdo no Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Estudo das
Leishmanioses. A ideia de iniciar um trabalho na area de tratamento das
leishmanioses surgiu apdés algumas conversas e orientagdes do mesmo, além de
uma revisao bibliografica que fiz sobre o assunto.

Durante esse periodo, houve uma proposta de colaboracdo com o prof. Dr.

Jodo Paulo Viana Leite, da Universidade Federal de Vigosa; como parte de um
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estudo no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro denominado de PROGRAMA DE
BIOPROSPECCAO E USO SUSTENTAVEL DOS RECURSOS NATURAIS DA
SERRA DO BRIGADEIRO a flora medicinal. Neste projeto, plantas consumidas
pelos primatas e que ndo apresentavam valor nutritivo para eles foram selecionadas.
Entao, foram realizados estudo quimico-farmacolégico destas. Entdo, com a parceria
formalizada, extratos e fragdes das plantas Alchornea glandulosa, Miconia
latecrenata, Psychotria suterella e Strychynos pseudoquina foram enviados para a
realizacéo dos testes biolégicos. Simultaneamente, foram realizados estudos com a
populagao regional e houve a coleta de relatos denotando o consumo dessas

plantas pelos nativos da regidao, com fins medicinais.

Etapas executadas pela discente

O projeto foi desenvolvido a partir da analise das amostras de extratos e
fracdes de plantas enviadas ao laboratério, na busca de novos farmacos para
tratamento as leishmanioses. Apds sete meses do inicio do trabalho, participei do
processo seletivo na Faculdade de Medicina no Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical, na linha de pesquisa de
leishmaniose visceral e fui aprovada, iniciando o doutorado em marco de 2012.

Com as amostras enviadas para os testes, realizei o protocolo de triagem

(FIG. 1) para avaliar os possiveis candidatos a farmacos contra as leishmanioses.

Atividade Leishmanicida in vitro —

| Citotoxicidade em macréfagos murinos |—

Extrato, fragoes e substancias puras =

L Atividade hemolitica _—

FIGURA 1- Triagem realizada para avaliagdo de candidatos a farmacos contra as

leishmanioses.
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Ao término dos experimentos, extrato da espécie Strychnos pseudoquina
apresentou os melhores resultados de atividade antileishmanial, e uma patente
nacional foi depositada com os dados obtidos (Anexo 1), além um artigo cientifico
publicado no periédico “Evidence based Complementary and Alternative Medicine”,
classificado a época pelo “Qualis Capes”, na area de Medicina Il, como indice A1
(Apéndice 1). Apos esta publicagdo, preparei 0 manuscrito para o exame de
qualificacdo e o exame foi realizado em 22 de novembro de 2013, com aprovagao.

Continuei com as analises experimentais desse estudo e realizei ensaios de
biodistribuicdo in vivo com o flavonoide identificado na espécie S. pseudoquina e
investigei o provavel mecanismo de acgdo deste composto sobre a espécie L.
infantum. Os dados foram processados e um artigo cientifico encontra-se em fase
final de preparagdo para submissdo na revista European Journal of Medicinal
Chemistry, “Qualis Capes” , na area de Medicina Il, como indice A2 (Apéndice 2).

Ao mesmo tempo, iniciei minha participagao no projeto de pesquisa intitulado
“‘Avaliagcao longitudinal clinica, parasitolégica e imunolégica de individuos com
leishmaniose tegumentar humana na regido metropolitana de Belo Horizonte”, no
qual realizei o acompanhamento dos pacientes, colhnendo amostras biologicas e
coletando informagdes da clinica destes individuos, nos prontuarios. Os pacientes
foram avaliados quanto a clinica e, posteriormente, realizou-se a analise de
anticorpos IgG total e IgG1 antes e apds o tratamento, além da avaliagdo do perfil
sérico de citocinas pré- (TNF-alfa, IFN-gama e IL-2) e anti-inflamatdérias (IL-4, IL-6 e
IL-10) nos pacientes. Esse trabalho gerou a confecgao de um artigo cientifico, que

encontra-se em fase final de formatagao para posterior submissao.



22

INTRODUGCAO



23

As leishmanioses sao doencas causadas por parasitos protozoarios do
género Leishmania (ASHFORD et al., 1992; MORI-YASUMOTO et al., 2012), sendo
consideradas como uma das seis doengas tropicais negligenciadas mais importantes
no mundo (WHO, 2010; LOZANO et al., 2012; PIGOTT et al. , 2014). No Brasil,
existem cerca de sete espécies que podem causar as doengas no homem, sendo
que, dessas, seis (Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L.
lansoni, L. shawii e L. naiffi) sdo responsaveis pelos casos de leishmaniose
tegumentar (LT), enquanto a L. infantum é responsavel pelos casos de leishmaniose
visceral (LV).

A LT pode apresentar trés manifestacdes clinicas principais: leishmaniose
cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutaneadifusa
(LCD) (GREVELINK & LERNER, 1996; DESJEUX, 2001).

O tratamento das leishmanioses é realizado com o uso de antimoniais
pentavalentes, dentre os quais o antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) eo
estibogluconato de sodio (Pentostan®) que sdo os farmacos de primeira escolha
(WERBOVETZ et al.,, 1992; TEMPONE et al.,, 2011, MCGWIRE & SATOSKAR,
2013). No Brasil, o Glucantime® ¢ utilizado como farmaco de primeira escolha;
entretanto, apresenta alta toxicidade provocando cardiotoxicidade, hepatoxicidade e
nefrotoxicidade, ainda mialgia e pancreatites (OLIVEIRA et al., 2011; MACHADO et
al., 2012).

Farmacos de segunda linha, como a anfotericina B (Fungizone®), tém sido
recomendados nos casos de intolerancia dos pacientes e/ou resisténcia dos
parasitos ao tratamento convencional. Porém, os mesmos devem ser administrados
em ambiente hospitalar e também apresentam efeitos colaterais, tais como
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (SUNDAR et al., 2007; RICHARD &
WERBOVETZ, 2010). A anfotericina B lipossomal (AmBisome®) ¢é considerada
efetiva e tem baixa toxicidade, entretanto, com custo elevado (TEMPONE et al.,
2011, MCGWIRE & SATOSKAR, 2013).

O tratamento das leishmanioses apresenta limitagdes que reduzem a adesao
dos pacientes, tais como a longa duragdo, a via de aplicagdo dos farmacos
(intramuscular ou endovenosa) e a toxicidade observada nos pacientes (OSORIO et

al., 2007). Ha de se destacar o aumento do numero de casos de recidiva a doenga
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apos o fim do tratamento, fato atualmente observado em pacientes em diversas
regibes do mundo (VELEZ et al., 2009). Nesse contexto, torna-se necessario o
aumento dos investimentos para o desenvolvimento de novos farmacos com
atividade antileishmanial, a fim de se obterem compostos efetivos contra o parasito,
que apresentem menos efeitos toxicos.

Produtos naturais tém sido avaliados contra doengas parasitarias (ZHAI et al.
1999; MENDONCA-FILHO et al., 2004; ROCHA et al. 2005; VALADARES et al.,
2011). O uso empirico de plantas medicinais tem demonstrado que o caule, as
raizes, folhas, sementes e os frutos tém eficiéncia no tratamento de diversas
doencgas, suscitando o interesse em seu estudo. Nos ultimos anos, o recurso vegetal
tornou -se uma importante fonte de produtos biologicamente ativos, sendo que cerca
de 25% dos medicamentos atualmente disponiveis foram originados a partir de
pesquisas com produtos naturais, alguns dos quais tém sido usados como matéria-
prima de farmacos semi-sintéticos (MOREIRA et al., 2006).

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidade do planeta. Esta abundante
variedade de vida — que se traduz em mais de 20% do numero total de espécies da
Terra — eleva nosso pais ao posto de principal nagao entre os 17 paises de maior
biodiversidade no mundo. Além disso, muitas das espécies brasileiras sao
endémicas e diversas espécies de plantas de importancia econbmica mundial sao
originarias do Brasil (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE DO BRASIL, 2014). O pais
apresenta duas areas de hotspots, dentro das 34 areas mundiais, sendo essas o
Cerrado e a Mata Atlantica (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Uma area é
considerada hotspot quando apresenta alta diversidade biolégica, endemismo, e
estd ameacgada no maior grau de extingdo. Esta area deve ter pelo menos 1.500
espécies endémicas de plantas e ter perdido mais de 3/4 de sua vegetacéao original
(Conservation, 2015).

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, correspondendo a cerca de
23% da area total do pais (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2011). Seu territério de dominio é caracterizado pela predominancia
do bioma, porém, apresenta Veredas, Matas de Galeria, Matas Mesoéfilas de
Interfluvio, dentre outros exemplares caracteristicos que ocorrem nesse ambiente.
Por isso, no cerrado, a biodiversidade é intensa (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE
DO BRASIL, 2013). Alguns géneros de plantas encontradas no cerrado
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demonstraram potencial antileishmanial, tais como: Bixa, Sida, Psidium, Plantago,
Ficus, Piper, Musa e Solanum (NETO & MORAIS, 2003).

A Mata Atlantica abrangia uma area equivalente a 1.200.000 km?, cerca de
12% do territorio brasileiro. Atualmente, ela foi reduzida a 7% de seu territério
original e encontra-se muito fragmentada (Portal SOS Mata Atlantica). E considerada
um dos maiores repositorios de biodiversidade do planeta e detém o recorde de
plantas lenhosas (angiospermas) por hectare (450 espécies no sul da Bahia), e
cerca de 20 mil espécies de plantas superiores, sendo cerca de oito mil delas
endémicas; além de imensa quantidade de espécies e endemia de varios outros
grupos de plantas em seu ambiente (VARJABEDIAN, 2010). Espécies de plantas
com atividades antileishmanial também ja foram descritas na Mata Atlantica, tais
como: Zanthoxylum chiloperone (FERREIRA et al., 2002), Annonaceae (GRANDIC
et al. 2004) e Ocimum gratissimum (UEDA-NAKAMURA et al., 2006).

Nesse contexto, € de grande relevancia a busca de compostos naturais que
possam ser utilizados no tratamento das leishmanioses, que possuam eficacia no
combate ao parasito e apresentem nenhum ou poucos efeitos colaterais nos
pacientes, contribuindo para um aumento da adesdo ao tratamento e,
potencialmente, na diminuicdo dos casos de recidiva da doenca e de resisténcia dos

parasitos, como observado com os medicamentos convencionais.
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Breve Historico das Leishmanioses

A leishmaniose tegumentar (LT) americana € uma doenga que acompanha o
homem desde a antiguidade, existindo relatos na literatura desde o século | depois
de Cristo (LAINSON , 1997; CAMARGO & BARCINSKI, 2003).

Nas Américas foram encontradas ceramicas pré-colombianas datadas de 400
a 900 anos depois de Cristo, tendo sido feitas pelos indios do Peru que
apresentavam mutilagdes nos labios e nariz, sendo essa doenca, atualmente,
conhecida como leishmaniose mucocutanea (LAINSON & SHAW, 1988; BASANO &
CAMARGO, 2004). Posteriormente, por meio de estudos de paleomedicina, foram
descobertas mumias com lesbes de pele e das mucosas, caracteristicas da
ocorréncia de leishmaniose (SANTOS & COIMBRA, 1994; BASANO & CAMARGO,
2004).

Em 1909, Lindenberg identificou em lesbes cutaneas e nasofaringeanas
formas de Leishmania, parecidas a espécie Leishmania tropica (BASANO &
CAMARGO, 2004). Gaspar Vianna, por considerar o parasito diferente da espécie L.
tropica, a denominou de L. braziliensis, ficando assim denominado o agente
etiolégico da “uUlcera-de-Bauru”, “ferida-brava” ou “nariz-de-tapir” (SILVEIRA et al.,
1997; BASANO & CAMARGO, 2004).

No Brasil, até a década de 70, todos os casos de LT eram atribuidos a
espécie L. braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de andlise e a
intensificagdo dos estudos eco-epidemioldgicos, outras espécies foram descritas,
sendo registradas até o momento seis espécies que podem causar a doenga em
nosso pais (BASANO & CAMARGO, 2004; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL,
2007).

A Leishmaniose Visceral foi primeiramente descrita na Grécia, em 1835, e na
india, em 1869, onde recebeu o nome "kala-jwar", que quer dizer febre-negra ou
"calazar", que significa pele-negra, em virtude do discreto aumento da pigmentacao
da pele que ocorre na doenga (MARZOCHI et al., 1981). Posteriormente, William
Leishman e Charles Donovan isolaram o protozoario do baco de um soldado indiano
e de uma crianga, respectivamente (LEISHMAN, 1994). Ronald Ross criou o género
Leishmania e o agente causador do calazar foi denominado Leishmania donovani,
em homenagem a Leishman e Donovan (PESSOA & MARTINS, 1988).

O primeiro a descrever um caso de LV humana nas Américas foi Migone, em
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1913, apos realizar necropsia de um brasileiro falecido no Paraguai (MIGONE,
1913). Em 1934, Penna observou formas amastigotas do parasito em laminas
histolégicas do figado de pacientes que faleceram com suspeita de febre amarela,
no Nordeste do Brasil (BADARO & DUARTE, 1996).

Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sao consideradas endémicas em 98 paises no mundo,
prevalecendo em regides tropicais e sub-tropicais, que se estendem desde as
florestas tropicais da regido Central e América do Sul, até o oeste da Asia e Oriente
Médio (ALVAR et al., 2012, WHO 2013).

Relatorios epidemiolégicos relataram, em relagdo a Leishmaniose Cutanea,
que cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em area de risco de contrair a infecgao,
com 12 milhdes de pessoas afetadas em todo o mundo; e 1,0 a 1,5 milhdo de novos
casos registrados a cada ano, sendo que um tergo destes casos ocorre nas
Américas, na bacia do Mediterraneo e Asia Ocidental, do Oriente Médio para a Asia
Central (FIG. 2). Os dez paises com maior numero de casos sao: Afeganistéao,
Argélia, Brasil, Colédmbia, Costa Rica, Etiopia, Ira, Peru, Sudao e Siria, e que, juntos,
séo responsaveis por 70 a 75% da incidéncia global estimada de LC (ALVAR et al.,
2012, PIGOTT et al., 2014; WHO, 2014).

Em relacdo a LV, estima-se sua incidéncia em cerca de 500 mil novos casos
e 60 mil mortes a cada ano, em todo o mundo (FIG. 3), sendo que mais de 90% dos
casos de LV ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Suddo do
Sul e Sudao (IOSET J R, 2008; AMEEN M., 2010; MISHRA et al., 2011; WHO,
2014).
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Figura 3. Incidéncia mundial da leishmaniose visceral (WHO, 2012).

No Brasil, no periodo de 1988 a 2009, a LT apresentou média anual de
27.093 casos registrados e coeficiente médio de detecgao de 16 casos por 100 mil
habitantes. S&o observados picos de transmissao a cada cinco anos, apresentando
tendéncia de aumento do numero de casos registrados a partir de 1985, quando ha
a implantagado das agbes de vigilancia e controle epidemiolégico da doenga no pais
(FIG. 4). No entanto, o numero de casos continua a crescer em nosso pais, segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude (FIG. 5) (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2011; ALVAR et al., 2012, WHO, 2014).
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Figura 4. Casos de leishmaniose tegumentar (Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério
da Saude do Brasil, 2011).

Numero de casos de leishmaniose cutanea reportados

Pais 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005
Brasil 23793 21356 22397 21989 20123 21530 22397 26685

Figura 5. Numero de casos da leishmaniose tegumentar no Brasil (WHO, 2014).

Observa-se ainda uma expansao geografica da doencga, visto que, no inicio
da década de 1980, foram registrados casos em 19 unidades federadas e, em 2003,
todos os estados apresentaram incidéncia da doenca. Em 1994, houve registro de
casos autéctones em 1.861 municipios, o que representava 36,9% dos municipios
do Pais. Em 2005, houve expansao da doenga para 2.068 municipios (37,2%)
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2011).

A LV apresenta comportamento epidemiolédgico ciclico, com elevagao de
casos em periodos médios de cinco anos. No periodo de 1998 a 2009, a média
anual de casos foi de 3.349, e a incidéncia de 1,97 casos por 100 mil habitantes
(FIG. 6).
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Figura 6. Casos de leishmaniose visceral (Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da

Saude do Brasil, 2011).

Observa-se que a letalidade vem aumentando gradativamente, passando de
3,2% em 2000 para 5,7% em 2009 (ALVAR et al., 2012). No entanto, segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, de 2007 a 2012, houve uma oscilagdo no numero
de casos de LV no Brasil (FIG. 7).

Numero de casos de leishmaniose visceral reportados

Pais 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005
Brasil 3118 3840 3716 3693 3852 3604 3651 3597

Figura 7. Numero de casos de leishmaniose visceral no Brasil (WHO, 2014).

Os dados epidemiolégicos dos ultimos anos revelam também a
periurbanizacao e a urbanizacio da LV, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de
Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS),
Teresina (Pl), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e, mais
recentemente, as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo
Grande (MS) e Palmas (TO) (PASSOS et al., 1993; MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2011).

As leishmanioses representam um grave problema de Saude Publica devido a
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elevada morbidade e mortalidade observada nos casos agudos e nao tratados,
especialmente em relagao a LV. Nos ultimos anos, o numero de mortes e a taxa de
letalidade relacionadas a LV vem aumentando gradativamente, o que torna a doenca
preocupante e demonstra a necessidade da busca por medidas de controle mais
efetivas (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2010).

Morfologia do parasito Leishmania spp.

O parasito se apresenta sob duas formas evolutivas principais: promastigota
(Figura 8), forma alongada, flagelada, de vida livre, mdvel, com nucleo unico,
cinetoplasto localizado entre a porgdo anterior e encontrado no tubo digestivo do
hospedeiro invertebrado (fleb6tomo); e a forma amastigota (Figura 9), que apresenta
morfologia arredonda, flagelo rudimentar, cinetoplasto em forma de bastao, e que se
desenvolve nas células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado
e reproduz-se por divisao binaria (GRIMALDI & TESH, 1993).

“'.
o

Figura 8: Forma promastigota de Leishmania spp.

Fonte: Atlas de Parasitologia.doc
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Figura 9: Forma amastigota de Leishmania spp.
Fonte: Anatomia Patolégica - FM/UFMG
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Ao contrario das células de mamiferos, que possuem de centenas a milhares
de mitocéndrias, os tripanosomatideos, entre os quais se incluem o Trypanosoma
cruzi € a Leishmania spp., possuem uma unica mitocéndria (FIDALGO & GILLE,
2011). O bom funcionamento desta estrutura torna-se, desta forma, imprescindivel
para a sobrevivéncia dos parasitos (MEHTA & SHAHA, 2004).

A ultraestrutura da mitocéndria nos tripanossomatideos €& diversa em
comparagao aos organismos multicelulares, no que diz respeito a densidade da
matriz, a forma e ao numero de cristas (FIG. 10). Geralmente, a mitocdndria se
localiza abaixo da membrana plasmatica, correndo por todo o corpo do parasito,
abaixo dos microtubulos sub-peliculares. Uma caracteristica peculiar da mitocéndria
dos protozoarios da ordem kinetoplastida € que o DNA mitocondrial (kDNA)
concentra-se em uma regido especializada da mitocondria denominada de
cinetoplasto (FIG.11) (DE SOUZA et al., 2009). O cinetoplasto se situa proximo ao
nucleo e sua forma e organizagao estrutural variam de acordo com o estadio de
desenvolvimento do protozoario (DE SOUZA, 2009).

Membrana externa

Cristas

Matriz mitocondrial

Membrana interna

Figura 10: Esquema ilustrativo da estrutura mitocondrial. Fonte: Fonte: LHSC, 2011.
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Figura 11 : Esquema ilustrativo da localizagdo da mitocéndria e cinetoplasto no parasito

Leishmania spp. Fonte: Rey, 2009.

As mitocOndrias sdo organelas celulares que desempenham papel central no
metabolismo energético e apresentam atividade fundamental para a sobrevivéncia
de qualquer célula. Estao envolvidas em varios processos e vias metabdlicas, como:
1) conversao do piruvato a acetil-CoA, processo catalisado pelo complexo da
desidrogenase do piruvato; 2) ciclo do acido citrico; 3) fosforilagdo oxidativa que
resulta do funcionamento conjunto da cadeia respiratéria acoplada a sintese de ATP;
4) oxidacdo (degradacdo dos acidos graxos); 5) parte do ciclo da ureia; 6)
fornecimento de metabdlitos intermediarios ao resto da célula; 7) armazenamento de
calcio, de forma a manter a concentracado de calcio citoplasmatico em nivel baixo e
constante; 8) sintese de DNA, RNA e proteinas; 9) reparacdo do DNA e 10)
formagao de espécies reativas de oxigénio (PEDERSEN, 1999).

Durante a fosforilagdo oxidativa, os elétrons sdo transferidos para a cadeia
respiratoria mitocondrial, e um gradiente de protons € estabelecido através da
membrana mitocondrial interna como fonte de energia para a produgao de trifosfato
de adenosina (ATP) (DE SOUZA et al., 2009; FONSECA SILVA et al., 2013).

A permeabilizacdo da membrana mitocondrial precede o processo de morte
celular por apoptose ou necrose, que € dependente do tipo de célula ou do estimulo
indutor do tipo de morte celular; e esta permeabilizagao constitui um dos principais
fatores indicadores de morte. De fato, existe um numero elevado de fatores pro-
apoptoticos que atuam ao nivel da membrana mitocondrial, induzindo a
permeabilizacdo da membrana e que, por sua vez, ativam os compostos anti-

apoptéticos da familia Bcl-2 a interagir com proteinas da membrana mitocondrial,
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evitando sua permeabilizagdo. Outro fator que reforga o envolvimento da mitocéndria
na morte celular é a existéncia de intervengdes farmacoldgicas especificas, isto é,
através de compostos que atuam ao nivel das proteinas mitocondriais que evitam ou
retardam a morte celular (LOEFFLER & KROEMER, 2000).

A manutencédo de potencial de membrana mitocondrial (AW,,) € vital para o
processo metabdlico de formagao de ATP, bem como para a sobrevivéncia celular
(MEHTA & SHAHA; 2006; DE SOUZA et al., 2009). Em células de mamiferos, o
aumento da produgdo celular de espécies reativas de oxigénio (EROs)
provavelmente €& responsavel pela despolarizagcdo de AW, e consequente morte
celular (BANKI et al., 1999; FONSECA SILVA et al., 2013). Como consequéncia do
aumento de geracdo de EROs mitocondriais, podem ocorrer danos oxidativos aos
acidos nucleicos, lipideos e proteinas. Uma consequéncia do estresse oxidativo
mitocondrial, na presenca de concentracdes elevadas de Ca**, é a transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM), uma permeabilidade n&o-seletiva da membrana
mitocondrial interna que leva a disfungao da organela, além da liberagao de fatores
pré-apoptéticos. O citocromo ¢ também é um importante fator regulatério para a
liberagdo de EROs mitocondrial (KOWALTOWSKI et al., 2001).

A perda do AW,, ainda favorece a liberacido do citocromo ¢ para o citosol, onde
se associa ao fator 1 de ativagdo de protease de apoptose (APAF-1) e com a
posterior associacdo a caspase 9, formando o apoptosoma que age como sinal
direto para a caspase executora 3 (HEUSSLER et al., 2001).

As mitocdndrias parecem ser um alvo comum para varios produtos naturais,
sejam extratos brutos ou compostos isolados, como relatado por diversos autores
(DO SOCORRO et al., 2003; BRENZAN et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013). O
modo de acdo da maioria dos produtos naturais que causam dano mitocondrial e
do potencial de membrana mitocondrial (RODRIGUES et al., 2013; MONZOTE et al,
2014). Tem-se demostrado que as variagdes no AW,, induzidas por medicamentos
estdo associados com a sobrevivéncia das células em Trypanosoma cruzi (MENNA-
BARRETO et al.,, 2009), Leishmania donovani (MEHTA & SHAHA; 2006) e L.
amazonensis (RODRIGUES et al., 2007).
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Apresentagao clinica da doenga

Considerando a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro infectado, a
localizacdo das lesdes, bem como a evolugdo clinica da doenga, Marzochi &
Marzochi (1994) classificaram a LT em diferentes formas, apresentacées da doenca
e seus respectivos agentes etioldgicos (FIG.12). (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2006).

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA) '

| l

Leishmaniose cutinea ' Leishmaniose mucosa '

| |

1. Forma cutinea localizada Gnica 6. Forma mucosa tardia

2. Forma cutinea localizada maltipla 7. Forma mucosa concomitante

3. Forma cutinea disseminada 8. Forma mucosa contigua

4. Forma recidiva catis 9. Forma mucosa primaria

5. Forma cutinea difusa 10. Forma mucosa indeterminada
Leishmania (V.) braziliensis (1, 2, 3, 4) Leishmania (V.) braziliensis (6, 7, 8, 9,10)
Leishmania (L.) amazonensis (1, 2, 3,4, 5) Leishmania (L.) amazonensis (8)
Leishmania (V.) guyanensis (1, 2, 3) Leishmania (V.) guyanensis (8)

Leishmania (V.) naiffii (1 e 2)
Leishmania (V.) shawi (1e 2)
Leishmania (V.) lainsoni (1 ¢ 2)

Figura 12. Classificagdo clinica e agentes etiolégicos da Leishmaniose Tegumentar no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2006).

A LT pode apresentar-se sob as seguintes formas clinicas:

* Forma cutidnea localizada — ocorre pela lesdao Unica situada,
geralmente, no local da picada do vetor. Muitas vezes € ulcerosa, na
qual ha tendéncia a cura espontanea. Apresenta boa resposta ao
tratamento, podendo acompanhar-se de linfoadenopatia local, linfangite
ascendente e ulceragdo de alguns nédulos, reproduzindo as lesdes
iniciais.

* Forma cutaneo-disseminada — ocorre pela disseminagdo hematogénica
ou linfatica dos parasitos. As lesdes sao numerosas e distantes do
local das picadas, distribuindo-se por varias areas do corpo; em geral,

sdo pequenas e ulceradas, podem ter tamanhos diversos e tém boa
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resposta ao tratamento.

Forma cutaneo-difusa — constitui manifestacdo rara e grave da LT,
ocorrendo em pacientes considerados anérgicos, ou seja, com
deficiéncia na resposta imune celular aos antigenos do parasito. De
inicio insidioso, com lesdo unica sem resposta significativa ao
tratamento, evolui lentamente, com formacado de placas infiltradas e
nodulagdes nao ulceradas multiplas, que recobrem grandes extensdes
cutaneas. O tratamento é dificil ou ineficaz (CASTES et al.,, 1983;
OKELO et al., 1991; BARRAL-NETO et al., 1995; MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2006).

A LMC ¢é, geralmente, causada pela disseminacdo hematogénica dos

parasitos para as mucosas nasais, orofaringe, palato, labios, lingua, laringe e,

excepcionalmente, traquéia e arvore respiratéria superior (MINISTERIO DA SAUDE

DO BRASIL, 2006). De acordo com a classificagao clinica proposta por Marzochi &

Marzochi (1997), e considerando como parametros o tempo decorrido entre as

lesdes cutaneas e mucosas, o local de inoculacdo e a localizacdo das lesbes, a

forma mucosa pode receber as seguintes classificagdes:

Forma mucosa tardia — caracteriza-se pelo aparecimento da lesédo
mucosa apoés alguns anos o surgimento da lesdo cutanea, fato que
costuma ocorrer dentro dos dois primeiros anos, mas ha relatos de sua
ocorréncia décadas apoés a erupcao da lesido na pele.

Forma mucosa indeterminada - acometimento mucoso, sem
identificacdo da porta de entrada, supondo-se que as lesbes mucosas
sejam originadas de infecgcdo, sem manifestagcdo cuténea clinica
prévia.

Forma mucosa primaria — situagdo em que a lesdo de mucosa €
causada pela picada do vetor diretamente na mucosa, restrita as
mucosas labial e genital (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2006).

A LV caracteriza-se por um amplo espectro clinico, que pode variar desde as

manifestagdes clinicas assintomaticas, passando pelas oligossintomaticas, até as

formas sintomaticas graves, que, quando agudas e nao tratadas, podem levar o
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paciente ao obito (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2009);

Forma Assintomatica — €& aquela na qual ndo ha evidéncia de
manifestacdes clinicas, porém, os exames laboratoriais s&o positivos.
Forma Oligossintomatica — caracteriza o inicio da sintomatologia, que
pode variar de paciente para paciente, mas na maioria dos casos inclui
febre com duracao inferior a quatro semanas, palidez cutdneo-mucosa
e hepatoesplenomegalia. Frequentemente, evolui para cura
espontanea. A combinacdo de manifestacdes clinicas e das alteracoes
laboratoriais, que melhor parece caracterizar a forma oligossintomatica;
sdo: febre, hepatomegalia, hiperglobulinemia e velocidade de
hemossedimentacao elevada.

Forma Moderada — caracteriza-se por febre irregular, geralmente
associada ao emagrecimento progressivo, palidez cutdneo-mucosa e
hepatoesplenomegalia. Apresenta um quadro clinico lento, geralmente
com mais de dois meses de evolugao, na maioria das vezes associado
ao comprometimento geral do paciente.

Forma Grave — caso nado seja feito o diagnédstico e tratamento, a
doenca evolui de forma rapida, com febre continua e comprometimento
intenso do estado geral do paciente. Instala-se a desnutricdo e edema
dos membros inferiores, que pode evoluir para anasarca. Outras
manifestacdes importantes incluem hemorragias (epistaxe,
gengivorragia e petéquias), ictericia e ascite. Nesses pacientes, o 6bito
€ geralmente determinado por infecgdes bacterianas e/ou hemorragia
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2009).

Tratamento das leishmanioses

O tratamento das leishmanioses esta disponivel desde o inicio do século 20

(WHO, 2010). O antiménio trivalente (Sb**) foi usado pela primeira vez pelo médico

brasileiro Gaspar Vianna, em 1912, o chamado tartaro emético (tartarato de potassio

e antiménio), obtendo algum sucesso, visto que naquela época 90% dos casos

evoluiam para o Obito quando nao tratados. No entanto, esta formulagao

apresentava toxicidade e efeitos adversos, ocasionando tosse, dor no peito,
depressao carditoxicidade e nefrotoxicidade (LAINSON & SHAW, 1978; SOARES-
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BEZERRA et al., 2004).

Desde a década de 50, os antimoniais pentavalentes sao utilizados, dentre os
quais o antimoniato de N-metil glucamine (Glucantime®, Rhéne Poulenc Rorer,
Franga) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®, Welcome Foundation, Inglaterra),
sdo os mais empregados (FONSECA-SILVA et al., 2011).

No Brasil, o farmaco de primeira escolha é o Glucantime®. Esse composto
atua sobre diversas vias do metabolismo dos parasitos, sendo sugerido que algumas
particularidades quimicas (FIG.13) em sua composi¢gdo podem contribuir para o

efeito farmacoldgico.

(|3H2NHCH3+
HCOH
H?OH

((OH),Sb,0
HCOH

HCOH

CH,OH

Figura 13. Estrutura quimica do antimoniato de N-metil glucamine. Fonte: Rath et al.,
2003.

Os antimoniais parecem atuar no mecanismo bioenergético das formas
amastigotas da Leishmania spp., por meio de glicélise e f-oxidagdo que ocorrem nas
organelas denominadas glicossomas (BERMA,1995). Outro mecanismo sugerido € a
ligacdo com sitios sulfidrilicos, levando a morte dos parasitos (ROBERTS et al.,
1995; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO PAULISTA, 2006). Entretanto, possui efeitos
colaterais, como anorexia, nausea, voémitos, dor abdominal, mal-estar, mialgia,
artralgia, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, pancreatite e hepatite; e seu uso provoca
maior toxicidade e mortalidade em pacientes positivos para o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (AMATO et al., 2007; RICHARD & WERBOVERTZ,
2010; RAMIREZ-MACIAS et al., 2012, NAGLE et al., 2014).

O Ministério da Satde do Brasil distribui, gratuitamente, o Glucantime® na
rede publica de Saude, adotando o esquema terapéutico preconizado pela OMS,

tanto para a LT quanto para a LV (FIG. 14). Recomenda-se o tratamento da LV com
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a dose de 20mg Sb+5/kg/dia, por no minimo 20 dias e no maximo 40 dias, por via
endovenosa ou intramuscular (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2006)

Forma Clinica Dose Temp:\?nei:\:ragéo
10 - 20mg/Sb**/kg/dia
Leishmaniose Cutanea | (Recomenda-se 15mg/Sb*5/ 20 dias
kg/dia)
Leishmaniose Difusa 20mg/Sb+/kg/dia 20 dias
Leishmaniose Mucosa 20mg/Sb*/kg/dia 30 dias

Figura 14. Esquema terapéutico preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil e pela Organizagao

Mundial da Saude para o antimoniato de N-metil glucamine.

A escolha do Glucantime® é contra-indicada em pacientes com insuficiéncia
renal, problemas cardiacos, pacientes que foram submetidos a transplante renal e
em gestantes; nesse caso, pelo fato do composto ter a capacidade de atravessar a
barreira transplacentaria e impregnar o tecido nervoso do feto, pode levar a
sindromes severas de retardamento mental. O tratamento dessas pacientes consiste
em cuidados locais, observagéo clinica e utilizacdo de anfotericina B (MINISTERIO
DA SAUDE DO BRASIL, 2006).

Farmacos de segunda escolha sdo anfotericina B pura ou lipossomal e
Pentamidina. O desoxicolato de anfotericina B (Fungizone®) (FIG.15) é um fungicida
poliénico derivado de uma cepa de Streptomyces nodosus com excelente atividade
in vitro na eliminacdo de Leishmania spp. intra e extracelulares. E usada
extensivamente no caso de falhas no tratamento com compostos antimoniais,
apesar de sua elevada toxicidade e do fato de necessitar de administracao
parenteral (AMATO et al, 2000; SERENO et al, 2000).
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Figura 15. Estrutura quimica da Anfoterinina B. Fonte: Nagle et al, 2014

Seu mecanismo de agao envolve a formagao de poros artificiais ao longo da
membrana celular do parasito, mas também nas células do hospedeiro, alterando a
permeabilidade seletiva aos cations e levando a morte celular (COHEN, 1998). O
antibidtico pode provocar lise coloidal osmética devido ao influxo ibnico exacerbado,
0 que aumenta sua toxicidade. O farmaco também interfere na sintese do ergosterol,
um importante componente de membrana celular (DOGRA & SAXENA, 1996;
MARZOCHI et al.; 2010).

Dentre os problemas da administracdo da anfotericina B estdo a miocardite,
toxicidade renal, dor no local de aplicacdo e a necessidade de monitoramento e
hospitalizacdo (NAGLE et al, 2014). A anfotericina B lipossomal (AmBisome®) ¢é
uma formulacdo da anfotericina B, na qual a mesma é incorporada em lipossomas
de fosfatidilcolina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol. Nesta formulagao, o farmaco
atinge niveis plasmaticos mais elevados que a anfotericina B pura. Entretanto, a
meia-vida € mais curta, pois este é rapidamente fagocitado pelos macréfagos do
figado e bago, onde atinge elevadas concentragdes. A forma lipossomal age
especificamente sobre macrofagos, sendo incorporada ao meio intracelular e, assim,
reduzindo os efeitos colaterais com maior indice de eficacia terapéutica, inclusive em
pacientes sem resposta terapéutica aos antiménios. Apresenta porém, custo elevado
(SAMPAIO et al, 1989; DE PAULA et al., 2003, MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2007).

A pentamidina (Lomidina®) (FIG.16) é o farmaco de segunda escolha, mais
comumente recomendado quando os antimoniais ndo podem ser administrados,
embora também apresente efeitos adversos significantes e necessite de
administracao parenteral (MARZOCHI et al., 2010, NAGLE et al., 2014).
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Figura 16. Estrutura quimica da Pentamidina. Fonte: Nagle et al., 2014

O provavel mecanismo de acido da pentamidina € a inibicido da topoisomerase
mitocondrial (KRAMP et al, 2005). Outros mecanismos propostos seriam na inibicao
da RNA polimerase, funcédo ribossomal e na sintese de proteinas e fosfolipidios
(DIETZE, 2003), e a inibicdo direta da S-adenosilmetionina descarboxilase
(SAMDC), enzima envolvida na biossintese da espermidina (REGUERA et al, 2005).

De carater cationico, pode apresentar-se na forma de isotionato ou cloridrato.
No Brasil, apenas o isotionato de pentamidina € comercializado e se apresenta sob
a forma farmacéutica de frasco-ampola, contendo 300 mg/sal. A dose recomendada
€ de 4 mg/Kg/dia via intramuscular a cada dois dias, n&o ultrapassando a dose total
de 2 g. Podem ocorrer dor e abscessos no local de aplicagdo, nauseas e vomitos,
hipoglicemia, hipotensao, alteragbes cardiolégicas e nefrotoxicidade e hiperglicemia
pela acdo do medicamento no metabolismo da glicose (RATH et al, 2003,
MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2011). Ndo deve ser utilizada durante a
gestacdo e em pacientes com diabetes mellitus, insuficiéncia renal, insuficiéncia
hepatica, doencas cardiacas e em criangas com menos de 8 kg (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 20011). O mecanismo de resisténcia pode estar associado a
um decréscimo do potencial da membrana mitocondrial com reducdo do acumulo do
farmaco em terapias prolongadas (MUKHERJEE et al, 2006).

Outros medicamentos usados no tratamento das leishmanioses, mas que nao
sdo comercializados no Brasil, sdo: miltefosina (FIG. 17), uma alquilfosfocolina que
tem atividade contra células cancerigenas e varias espécies de parasitos, assim
como bactérias e fungos. Foi originalmente desenvolvido como um farmaco
anticancerigeno, em 2002, e foi aprovado na india como o primeiro tratamento oral
da LV (PEYRON et al, 2005; NAGLE et al., 2014).



43

i l/
P N
/\/\(\/)/\/\/\/\/\
o OOO

Figura 18. Estrutura quimica Miltefosina. Fonte: Nagle et al., 2014

Este farmaco interfere nas membranas celulares sem interagir com o DNA e
modula a permeabilidade celular, a fluidez e composic¢ao de lipidios da membrana, o
metabolismo dos fosfolipidios e a transdugdo do sinal de proliferacdo
(JENDROSSEK & HANDRICK, 2003). Entretanto, apresenta eventos adversos que
incluem problemas gastrointestinais, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Outra
limitagdo é a teratogenicidade da miltefosina. Por isso, mulheres em idade fértil
precisam tomar contraceptivos durante o tratamento e um adicional de trés meses
depois, devido a meia-vida longa da miltefosina (~ uma semana) (PANDEY et al.,
2009; DORLO et al., 2012; NAGLE et al., 2014).

A paramomicina (FIG.18) é um antibiético aminoglicosidico, também chamado
aminosidina. E o Unico aminoglicosideo com atividade antileishmanial importante
clinicamente. Ambas as formas de leishmanioses podem ser tratadas com esse
antibidtico, mas, por ter baixa absorcéo oral, formulagdes parenterais e topicas tém
sido desenvolvidas para as formas visceral e tegumentar, respectivamente (CROFT
et al., 2006; DAVIDSON et al, 2009; NOGUEIRA et al., 2011; NAGLE et al., 2014).

OH

HN—" BH
Figura 18. Estrutura quimica da Paramomicina. Fonte: Nagle et al., 2014.
O mecanismo de acio ocorre por meio da inibicdo da atividade mitocondrial

da Leishmania spp. (LIMA et al., 2007). Este farmaco causa dor no local da

aplicagao, eritema, edema, aumento da transaminase hepatica, nefrotoxicidade e
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ototoxicidade (CROFT et al; 2006; PANDEY et al., 2009; JHA et al., 2013). A taxa de
cura em estudos realizados é variavel. Em um estudo de fase Ill em Bihar, entre
2003 e 2004, usando a medicamento em regime de 11 mg/kg (15 mg/kg como o
sulfato) em associagéo com SbV * ou miltefosina, via intra muscular, durante 21 dias;
observou-se taxa de cura de 94,6 % (SUNDAR et al., 2007).

Um estudo realizado em cinco centros da Etidopia comparou a eficacia da
paramomicina como monoterapia usando a dose de 15 mg/kg por dia durante 21
dias; antimoniais (20 mg/kg por dia) como monoterapia por 30 dias ou a combinacgao
dos dois medicamentos por 17 dias. Aos seis meses apoés o final do tratamento, a
monoterapia com paramomicina apresentou uma taxa média de cura de 63,8% e
taxas ainda menores em dois Centros do Sudado, sendo essas de 14,3% e 46,7%
(HAILU et al., 2010; NAGLE et al., 2014). Nao ha relatos sobre uso da
paromomicina no tratamento da LV em paises da América Latina e Mediterraneo.

Os azoles ainda sdo usados no tratamento da doenga, sendo esses
antifungicos orais que inibem a biossintese do ergosterol, resultando na acumulagéo
de 14 a-metil esterdis. Como os parasitos dependem de ergosterol em seu
metabolismo de esterdis e compartilham esta via biossintética, os azdis tém sido
explorados por seu potencial terapéutico contra infecgdes por Leishmania spp. (DE
MACEDO-SILVA et al., 2013). Sua taxa de cura varia de acordo com as espécies de
Leishmania spp., sendo 76% de cura contra L. braziliensis (SAENZ et al., 1990) e
89% contra L. mexicana (NAVIN et al., 1992).

Além da acdo da droga sobre os parasitos, o sucesso do tratamento das
leishmanioses esta sujeito a imunidade celular. Assim, em pacientes com co-
infeccao de HIV/leishmanioses, o tratamento tende ao insucesso (CHRISTOPHER et
al., 2007).

O critério de cura é clinico: recomenda-se 0 acompanhamento mensal por
trés meses consecutivos e, apds a cura clinica, seguimento até 12 meses apdés o
término do tratamento e quando possivel, uma reavaliacdo apds 24 meses
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2006).

Uso de produtos naturais e tratamento fitoterapico
A partir de uma perspectiva historica, a produgcdo de medicamentos e o

tratamento farmacoldégico de doengas foram iniciados com o uso de plantas
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medicinais (SCHULZ et al., 2002). Pela atual legislagdo de fitoterapicos no Brasil
RDC26/2014, planta medicinal é definida como “espécie vegetal, cultivada ou nao,
utilizada com propodsitos terapéuticos. As mesmas representam uma fonte
inesgotavel de medicamentos aprovados e comumente utilizados, bem como uma
fonte de novas substancias com atividade bioldgica potencial (DI STASI,1995).

Desde a antiguidade, as plantas tém sido um recurso ao alcance do homem.
Durante milénios, 0 homem empiricamente aperfeicoou seus conhecimentos a fim de
melhorar suas condi¢cdes de alimentacao e tratar enfermidades, demonstrando uma
estreita interrelagcao entre o uso das plantas e sua evolugao. A partir do século XIX,
a humanidade se depara diante do diverso e inesgotavel arsenal terapéutico
presente nas plantas medicinais. Foi descoberto que substancias ativas, na forma
purificada ou apds sofrerem transformacdo quimica, possuem atividades
farmacoldgicas, sendo que, muitas vezes, essas atividades sédo confirmadas pelo
uso popular e comprovadas cientificamente. Produtos naturais podem oferecer uma
fonte ilimitada de diversidade quimica para o desenvolvimento de novos farmacos
(MIGUEL & MIGUEL, 2000; CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).

O uso empirico de plantas medicinais pela populagdo mostra que o caule, as
raizes, folhas, sementes e os frutos tém eficiéncia na cura de diversos males,
suscitando grande interesse no estudo destas plantas (BERGMANN et al., 1997;
VARANDA, 2006). A fitoterapia vem sendo utilizada como uma pratica integrativa e
complementar no tratamento de doencas. Extratos totais ou semi-purificados e
compostos purificados derivados de plantas medicinais constituem base para
desenvolvimento de novos agentes medicinais para o tratamento das doencas
(TOMAZZONI et al., 2006; TEMPONE et al., 2007; VERMEERSCH et al., 2009;
SOARES et al., 2010; GONZALEZ-COLOMA et al., 2011; VALADARES et al., 2011).

Muitos estudos clinicos e farmacolégicos de medicamentos tradicionais
derivaram predominantemente de plantas, como os envolvidos no desenvolvimento
da aspirina, digitoxina, morfina, quinina e pilocarpina (NEWMAN et al., 2000;
GRABLEY & THIERICKE, 2000).

Produtos naturais continuam a ser uma importante fonte de agentes
quimioterapéuticos, particularmente, aqueles utilizados para tratar doencas
infecciosas. Das 162 Novas Entidades Quimicas (NCE) aprovadas como

medicamentos anti-infecciosos de agéncias reguladoras ao longo do periodo 1981-
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2002, 99 (61%) deles sao de origem natural (como produto natural, derivado de um
produto natural, ou um composto sintético baseado em um produto natural)
(NEWMAN et al.; 2003; SALEM & WERBOVETZ, 2006).

Estudo realizado por NEWMAN & CRAGG, em 2007, descreveu o numero de
NCE aprovadas em 25 anos e, destas, 82% sao de produtos naturais, derivado de
um produto natural, um composto sintético baseado em um produto natural; bem

como farmacos que mimetizam compostos naturais (FIG. 19).

S*INM 2% B

S/NM
10%

(DB BN END OS OS/NM BS* BS/NM BV

Figura 19. Novas Entidades Quimicas descritas de 01/1981-06/2006 (N = 1184).
Abreviagdes: B: peptideos e/ou proteinas isolados de organismos/linhagens celulares ou produzidos
por processos biotecnoldgicos; N: produtos naturais sem modificagdes quimicas; ND: produtos
naturais com modificagdes através de semi-sintese; S: farmacos totalmente sintetizados, com base
na estrutura do composto natural; S*: farmacos obtidos por sintese total com sitio farmacoférico

semelhante ao do composto natural; NM: farmacos que mimetizam produtos naturais; V: vacinas.

O maior numero de farmacos aprovados na industria farmacéutica, nos EUA,
nos ultimos 25 anos foi voltado para o tratamento das doencas infecciosas
(microbianas, parasitarias e virais) (NEWMAN & CRAGG, 2007), conforme mostrado

na Tabela 1.
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Tabela 1. Farmacos com ag¢ao antimicrobiana, antiparasitaria e antiviral

desenvolvidos nos ultimos 25 anos.

Indicagao Total B N ND S S/INM S* S*NM V
Antibacteriana 109 - 10 64 23 - - 1 11
Antifungica 29 1 - 3 22 3 - - -
Antiparasitaria 14 - 2 5 4 - 2 - 1
Antiviral 78 12 - 2 7 1 20 12 25
Total 230 13 12 74 56 4 22 12 37
Porcentual 100 5,7 52 323 245 22 96 48 157

Dos 14 farmacos com acgao antiparasitaria desenvolvidos no periodo de 1981
a 2006, sete deles sao de origem natural, conforme mostrado na Tabela 2
(NEWMAN & CRAGG, 2007).

Tabela 2. Farmacos com acado antiparasitaria de origem natural e/ou

derivados.

Nome genérico Nome comercial Ano de introdugao

Mefloquina HCI Fansimef 1985
Ivermectina Mectizan 1987
Artemisinina Artemisin 1987
Artemether Artemetheri 1987
Artenusato Arinate 1987
Eflornithina HCI Ornidyl 1990
Arteether Artemotil 2000

O Programa de Controle de Doengas Tropicais da Organizagdo Mundial de
Saude considera a investigacdo de plantas como essencial para o tratamento de
doencas parasitarias, como é o caso das leishmanioses (GARCIA et al., 2010).

Extratos de plantas e substancias puras das classes de metabdlitos
secundarios, como os alcaldides, flavonoides, terpenos, saponinas, quinonas,
chaconas; foram descritos com atividade antileishmanial contra diferentes espécies
do parasito (LAVAUD et al., 1995; OKETCH-RABAH et al., 1997; MISHRA et al. ,
2011).

Estudos realizados com plantas das familias Piperaceae, Asteraceae e
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Lauraceae demonstraram atividade contra tripanossomatideos, principalmente,
Trypanosona spp. e Leishmania spp. (PARMAR et al., 1998; KATO & FURLAN,
2007; NDJONKA et al., 2013). Entretanto, a maioria dos compostos ativos encontra-
se presentes na familia Piperacea (BATISTA et al., 2008; DA SILVA-FILHO et al.,
2008).

Com o avango da pesquisa na area de quimica de produtos naturais; o
isolamento de micromoléculas bioativas contra tripanossomatideos tem sido
incentivado, a fim de se obter novas moléculas e desenvolver novos farmacos para
combater tais doengas (NDJONKA et al.,, 2013). Portanto, muitos compostos
derivados de fontes naturais possuem atividades farmacolégicas e podem ser
usados no desenvolvimento de medicamentos contra as leishmanioses (POLONIO &
EFFERTH, 2008; DOS SANTOS et al., 2011). A necessidade de novos
medicamentos para doengas negligenciadas é urgente. Assim, testes devem ser
focados na descoberta de compostos derivados de produtos naturais que possam

ser usados contra tais doencas (MISHRA et al, 2011).

Cerrado Brasileiro

O territério brasileiro possui grande diversidade de clima, paisagem, solo,
vegetacao e fauna, devido Este suas propor¢des continentais. O espago geografico
brasileiro compreende 8,5 milhdes de Km?, situados em latitudes que vdo de,
aproximadamente, 5° N a 34° S. Esta grande extenséo territorial € composta por um
conjunto de  vegetagcbes (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 2013).

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de
15 a 20% do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais
detém aproximadamente 24% da biodiversidade (CALIXTO, 1997; Ministério da
Saude do Brasil, 2006).

O Cerrado se espalha por 2.031.990 km? do Planalto Central. Nele, encontra-
se presente o Bioma Cerrado, que € a vegetagdao mais frequente, embora, ndo seja
a unica que compde este dominio. Os ecossistemas de florestas, como as Matas
Ciliares — que ocorrem as margens dos cursos de agua — e as Matas Secas — que
ocorrem, geralmente, em solos com afloramentos de rocha, sdao exemplos de

ambientes que pertencem a outros tipos de Bioma.
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Por apresentar grande area de transigcdo, com dominio Amazénico, Mata
Atlantica e Caatinga, € composto por uma grande biodiversidade, sendo
denominado de dominio do Cerrado (FIG. 21); sendo considerado uma das duas
areas de hotspots do Brasil (OLIVEIRA et al., 2008; EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA, 2013).

Dominios Morfoclimaticos e Fitogeograficos
do Brasil

"

1. AMAZONICO
IL. CERRADO | 5|
. MARES DE MORROS I
IV. CAATINGAS

DOMINIOS

V. ARAUCARIA
VI. PRADARIAS -

AREAS NUCLEARES
FAIXAS DE TRANSICAO -

Figura 20. Dominio do Cerrado e areas de transicao no Brasil (Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria, 2013).

Mata Atlantica

E um conjunto de formacdes florestais (Florestas: Ombrdfila Densa, Ombrofila
Mista, Estacional Semidecidual, Estacional Decidual e Ombréfila Aberta) e
ecossistemas associados, tais como as restingas, manguezais e campos de altitude,
que se estendiam por aproximadamente 1.200.000 km?, correspondendo a 12,04%
do territério nacional e em 17 estados do territério brasileiro (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE DO BRASIL, 2014). Além de ser uma das regides mais ricas do mundo
em biodiversidade, tem importancia vital para aproximadamente 120 milhdes de
brasileiros que vivem em seu Dominio, onde sao gerados aproximadamente 70% do
PIB brasileiro, prestando servicos ambientais relevantes (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE DO BRASIL, 2014).

A elevada biodiversidade da Floresta Atlantica € em funcdo das variagdes

ambientais do bioma. Um dos fatores mais importantes que contribui para esta
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variagdo € sua extensao em latitude, que abrange 38°. Variagbes atitudinais
constituem outro importante fator que contribui para a ocorréncia de alta diversidade
bioldgica, dado que as matas se estendem do nivel do mar a uma altitude de 1.800
metros. Além disso, as matas do interior diferem consideravelmente das matas do
litoral, proporcionando uma maior variedade de habitats e nichos. Estes fatores
resultam em uma diversidade uUnica de paisagens, que abrigam extraordinaria
biodiversidade (CEPF, 2001).

O conhecimento sobre a biodiversidade da Mata Atlantica e de seus habitats
associados ainda é limitado, o que pode ser constatado com a acentuada evolugao
dos numeros de novos taxons descritos para os grupos da fauna nos ultimos 20
anos (LEWINSOHN & PRADO, 2002). Em tal situagéo, o primeiro passo no sentido
da preservacao da biodiversidade consiste em conhecer que espécies existem, onde
residem e quais sdo os elementos criticos para a sua sobrevivéncia no ambiente
natural. No entanto, o Brasil esta longe de possuir um inventario completo sobre as
espécies animais e vegetais que abriga. Para se ter uma ideia, somente o grupo de
estudiosos liderado pelo botanico Harri Lorenzi, do Instituto Plantarum, de Nova
Odessa (SP) revelou, em 2006, que se descobrem seis novas espécies vegetais
anualmente em ambiente de floresta atlantica (ROCHA et al., 2003; ROCHA et al.,
2004). Algumas plantas provenientes da Mata Atlantica e Cerrado, como as que
foram avaliadas neste trabalho, foram descritas com outras atividades

farmacolégicas, como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3. Espécies de plantas do Cerrado e Mata Atlantica com propriedades

farmacoldgicas.

Espécies Propriedades Farmacolégicas

Antibacteriana, antiinflamatéria, antiespasmadica,
antitripanossomica, antimalaria e antidiarréica, bem
Alchornea glandulosa P

como citotoxica contra células cancerosas

(CONEGERO et al., 2003)

Antimicrobiana, analgésica, antitripanossémica e

Miconia latecrenata
antimalaria (PIERONE et al., 2011)

Atividade anestésica e antitérmica (FRAGOSO et al.,
2008).

Doengas hepaticas, distirbios estomacais e
antimalaria (HONORIO-FRANCA et al., 2008).

Psychotria suterella

Strychnos pseudoquina

Espécies vegetais

Alchornea glandulosa

O género Achornea é constituido por 72 géneros e cerca de 1.100 espécies
difundidas em todos os tipos de vegetacao. Alchornea glandulosa Poepp. & Endl.
(FIG. 21) (sinonimia: Alchornea irucurama Casar), conhecida pelo nome popular de
“amor seco”, “canela-raposa”, “tapia” ou “tanheiro”, € uma arvore de caule tortuoso e
que ocorre em florestas ciliares do Brasil, sendo encontrada principalmente no bioma
da Floresta Atlantica, distribuida do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul

(LORENZI, 1998).
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Figura 21. Alchornea glandulosa. Sao mostrados (A) arvoré, (B) folhas, (C) frutos, (D)
sementes, (E) casca) e (F) madeira (LORENZI, 1992).

Estudos farmacolégicos realizados com extratos brutos e compostos isolados
revelaram agao antibacteriana, antiinflamatéria, antiespasmaddica, antitripanossémica
e antidiarréica (CONEGERO et al., 2003; LOPES et al., 2005; CALVO et al., 2007) .

Miconia lategrenata

O género Miconia é constituido por aproximadamente 1.000 espécies que
ocorrem, principalmente, em areas tropicais das Américas (RENNER, 1993). Da
forma pela qual esta atualmente delimitado, este género pode ser reconhecido pelas
folnas destituidas de formicarios, inflorescéncias geralmente terminais e néao
envoltas por bracteas foliosas, hipanto sem constricdo no apice, calice com lacinias
externas reduzidas, pétalas com apice arredondado ou emarginado, nunca agudo, e
frutos bacaceos (GOLDENBERG R; 2004).

A Miconia Lategrenata (DC) Naudin (FIG. 22) € um arbusto com dois a cinco

metros de altura; com ramos, peciolos, face abaxial das folhas, inflorescéncias e
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hipanto esparsamente recobertos por tricomas estrelados e glabros (GOLDENBERG
R ; 2004). Apresenta o nome popular de “pixiricao” (LISTA DE PLANTAS NATIVAS
DO BRASIL, 2004).

Figura 22. Miconia lategrenata. Sdo mostrados (A) Madeira, (B) folhas, (C) frutos (Sistema de

Identificagdo Dendrolégica Online - Floresta Ombroéfila Mista, 2014).

Extratos desta espécie demonstraram acao antitumoral, analgésica,
antimicrobiana, antioxidante, antimutagénica, tripassomicida e antimalarica
(HASRAT et al., 1997, SPESSOTO et al., 2003, CUNHA et al., 2008, PIERONI et al.,
2011).

Psychotria suterella

A espécie Psychotria suterella Mill. Arg. (FIG. 23), pertencente a familia
Rubiaceae, € um arbusto de até seis metros de altura, encontrado em florestas
tropicais da costa do Brasil (DILLEMBURG & PORTO, 1985, CARVALHO et al,
2000). O género é reconhecido pela producao de alcalbides e apresenta entre 1.000
a 1.600 espécies catalogadas (NEPOKROEFF et al., 1999). E popularmente
conhecida como “cafezinho roxo da mata” (LISTA DE ARVORES NATIVAS DO
BRASIL, 2004).

Figura 23. Psychotria suterella. Sdo mostrados (A) Arbusto, (B) Fruto e (C) Folhas (UFRG, 2014).
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Estudos demonstram sua ag¢do antioxidante, antimutagénica e analgésica
(ELISABETSKY et al.,, 1997, FRAGOSO et al, 2008), sendo comumente
reconhecida por seus efeitos psicotropicos devido principalmente a presenca de
alcaloides (LOPES et al., 2004).

Strychnos pseudoquina

O género Strychnos é constituido por cerca de 150 espécies encontradas em
todo o mundo, especialmente nas Américas do Sul e Central, na Africa, Asia e
Australia (SILVA et al., 2005). A maioria das espécies ocorre na forma de cipos ou
arbustos de pequeno porte, exceto a S. pseudoquina, nativa da América do Sul, que
se apresenta como arvore de médio porte, com sua altura variando de trés a cinco
metros (LORENZI H., 1998, SILVA et al., 2005).

S. pseudoquina St. Hil. (Familia Loganiaceae) é popularmente conhecida

” “*

como “quina do cerrado”, “casca aromatica”, “falsa quina

” “* ” “*

, ‘quina branca”, “quina do
campo” e “quina mineira” (FIG. 25) E tipica do Cerrado e apresenta casca grossa,
folha oval, frutas pequenas, arredondadas e amareladas (NICOLETTI et al. , 1984;
HONORIO-FRANCA et al., 2008).

Figura 24. Strychnos pseudoquina. Sao mostrados (A) Fruto, (B) Folhas e (C) Flores
(KEW.org/science, 2014).

Essa espécie vem sendo usada na medicina popular no tratamento de
“disturbios gastricos, da malaria, como relaxante muscular e com atividade
antimicrobiana, sedativa, antidiarreica e antipirética (FRANCO et al., 1969;
NICOLETTI et al. , 1984; SILVA et al., 2005, HONORIO-FRANCA et al., 2008).

Ensaios de biodistribuicdo usando o ***"Tecnésio

Compostos radiomarcados sao administrados para fins terapéuticos ou
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diagndsticos, para identifica processos fisiopatoldgicos ou ainda em estudos pré-
clinicos para avaliacao do perfil de biodistribuicdo de compostos. Para esse caso, os
radiofarmacos sao marcados com um radionuclideo emissor de radiacdo gama, que
apresenta energia de 100 a 500 keV. Apds sua administracdo, os radiofarmacos
penetram nos tecidos e, por meio de uma camara gama, pode-se realizar a detecgao
e medida da radiacdo. Este procedimento permite avaliar a biodistribuicao do
radiofarmaco e localizar os focos onde o radiotragcador € mais captado. Como a
distribuicado in vivo do radiofarmaco é determinada pelas caracteristicas fisioldgicas
dos tecidos, ela pode fornecer importantes informacdes sobre varios tecidos, de
forma n&o-invasiva (BOERMAN et al., 2000).

O radionuclideo deve emitir uma radiacdo que seja detectavel por um
equipamento especifico, além de expor o paciente a doses atoxicas de radiagao
(THRALL e ZIESSMAN, 2001; SAHA, 2004). Existe uma variedade de
radionuclideos usados em medicina nuclear, tais como iodo-131(131l), indio-111
(1111n), talio-201 (201TI), flior-18 (18F), tecnécio-99 metaestavel (**"Tc), galio-67
(67Ga); dentre outros (SAHA, 2004).

Como elemento de numero atébmico 43, o tecnécio € um metal de transicao e
apresenta como caracteristica seu estado de oxidagdo (—1 a +7). Deste modo, é
capaz de formar complexos metais/doadores, que sao formados pela ligagao entre o
metal deficiente de elétrons com atomos ou grupos funcionais (aminas, amidas, tidis,
fosfinas, oximas e isonitrilas) capazes de doar pares de elétrons (ARAUJO, 1998). O
uso deste marcador é resultado de sua alta disponibilidade, baixo custo e, ainda, por
apresentar caracteristicas nucleares e fisicas extremamente favoraveis: emissao de
baixa energia gama (140 keV) e meia-vida de seis horas, oferecendo um baixo risco
de exposicao a radiagcado (ASSIS, 2007).

No meio aquoso, o *™ tecnécio é quimicamente estavel, na forma de
pertecnetato: *°*"TcO4-. Quando injetado no organismo, o pertecnetato é captado
pela glandula tireoide devido a sua similaridade com o iodeto, em relagdo ao seu
raio atdmico e a carga negativa. Para alcancar outros sitios, o ®™Tc precisa ligar-se
a um carreador, usualmente um agente quelante. Para isso, é necessario que o
mesmo seja reduzido, tornando-se capaz de se ligar a grupos ou atomos doadores
de elétrons, sendo que a estabilidade do complexo aumenta com o aumento do

numero de ligacdes com o *™Tc. O cloreto de estanho Il (SnCl,.2H,0) é o agente
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redutor mais comum usado na preparagao de compostos ligados ao 9mTe
(NOWOTNIK, 1990; SAHA, 1998).

Muitos agentes quelantes complexam-se com o ¥MTc e tém afinidade por
certos tecidos, sendo, assim, utilizados para realizar imagens cintilograficas
(HJELSTUEN, 1995). Na auséncia de ligantes, o **"Tc reduzido apresenta-se na
forma de 99m TcO2, um coloide que, se injetado no organismo, € captado pelas
células do sistema fagocitico mononuclear.

Diante das vantagens descritas, o 9MTc foi o radiotragador escolhido para a
marcagao do flavonoide Strychnobiflavona, isolado de extrato obtido das cascas do
caule de S. pseudoquina e realizacdo dos estudos de biodistribuicdo in vivo, no

presente trabalho.
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OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Identificar produtos naturais bioativos a partir das espécies Alchornea glandulosa,

Miconia latecrenata, Psychotria suterella e Strychnos pseudoquina, visando obter

um composto com atividade antieshmanial.

Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antileishmanial dos extratos obtidos de A. glandulosa, M.
latecrenata, P. suterella e S. pseudoquina contra formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis e avaliar a citotoxicidade dos produtos que
apresentam melhor atividade antileishmanial.

Fracionar o extrato e purificar produtos naturais que apresentarem os
melhores resultados de atividade antileishmanial e de citotoxicidade.

Verificar a efetividade dos produtos selecionados na inibicdo e no tratamento
da infecgao de macréfagos por formas promastigotas de L. amazonensis.
Avaliar a atividade antileishmanial da Strychnobiflavona contra formas
promastigotas e amastigotas de L. infantum e a agao da Strychnibiflavona no
tratamento de macrofagos infectados por L. infantum.

Avaliar in vitro os possiveis mecanismos de acao do protétipo a farmaco em
formas promastigotas de L. infantum, tais como: a) alteragdo da
permeabilidade da membrana celular; b) produgdo de espécies reativas de
oxigénio e c) avaliagao do potencial da membrana mitocondrial.

Avaliar a biodistribuiggo in vivo utilizando a marcacdo com **™Tc¢ do flavondide

Strychnobiflavona.
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4.1. Pesquisa bibliografica

Com a ideia inicial do projetoiniciou-se a pesquisa bibliografica em maio de
2011, sendo avaliados artigos escritos em inglés, espanhol e portugués. Para a
pesquisa dos artigos, foram usadas as seguintes bases de dados: PubMed,
Periodicos CAPES, Google Académico, Ministério da Saude do Brasil, World Health
Organization e Drugs for Neglected Diseases Initiative. Os termos utilizados para a
busca foram: “Leishmania; antileishmanial activity; leishmanicidal activity; treatment
of leishmaniasis; drugs against leishmaniasis; cutaneous leishmaniasis; visceral
leishmaniasis; Leishmania amazonensis; Leishmania infantum, necrose, apoptosis,
amphotericin B, miltefosine, paramocyn, pentavalent antimony, pentamidine,
Strychnos pseudoquina; Alchornea glandulosa; Psychotria suterella; Miconia
Latecrenata; History of leishmaniasis; ROS; mitocondrial damage, Plants used for
treatment; Natural Products, Cerrado, Mata Atlantica, Hotspost, Plantas do cerrado
usadas na medicina popular, Biodiversidade brasileira, Strychnosbiflavona, 3-O-metil

éter quercetina e flavonoids”.

4.2. Animais de experimentagao

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (Protocolo n°. 136/2012, Anexo 2).
Camundongos BALB/c fémeas, de oito semanas de idade, foram utilizados. Os
animais foram adquiridos junto ao Biotério Central (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG e mantidos no Biotério do Departamento de Patologia Clinica
do COLTEC, sob as devidas condi¢goes de manejo.

O tamanho da amostra de trés animais por grupo, foi calculada usando o
Programa GRAPHpad StateMate Prisma.

4.3. Parasitos
Foram utilizadas a cepa IFLA/BR/1967/PH-8 de L. amazonensis € a cepa
MHOM/BR/1970/BH46 de L. infantum. Os parasitos foram cultivados de acordo com

o protocolo descrito por Coelho et al. (2003).
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4.4. Coleta e identificagao do material vegetal

Foram coletadas folhas das espécies vegetais nativas da Mata Atlantica
(Alchornea glandulosa, Miconia latecrenata, Psychotria suterella) no més de
dezembro de 2010, na trilha “Vale do Ouro” localizada dentro da Unidade de
Conservagao (UC) Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, no municipio de
Araponga (Minas Gerais, Brasil). A “Licenga de autorizagdo de coleta” na UC foi
expedida pelo Instituto Estadual de Floresta de Minas Gerais, (N° UC 073/07, COL
050/07). A identificacdo das espécies foi realizada por confronto de exsicatas no
Herbario VIC, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para a espécie nativa do cerrado, S. pseudoquina, as cascas do caule foram
coletadas em areas de dominancia desse bioma no municipio de Uberlandia, Minas
Gerais, Brasil). Exsicata da espécie foi depositada no Herbario da Universidade
Federal de Uberlandia (cédigo HUFU 10936).

As arvores nas quais foram coletadas as espécies vegetais utilizadas neste
trabalho foram georeferenciadas. As partes coletadas das espécies foram separadas
e secadas em estufa ventilada escura a temperatura de 37 °C por 48 horas, sendo

posteriormente pulverizadas em moinho de faca.

4.5. Estudo fitoquimico biomonitorado do extrato de S. pseudoquina

Parte das cascas do caule de S. pseudoquina (480 g) foi submetida a
extragao por percolagao seriada empregando uma série eluotropica com solventes
em ordem crescente de polaridade. Iniciou-se a percolagao utilizando hexano (PA)
como solvente extrator de forma exaustiva até completa extragdo dos compostos
soluveis neste solvente. Ao final dessa extragao, o extrato liquido foi concentrado até
a remogao completa do solvente em evaporador rotatério, resultando em 2,0g do
extrato hexéanico (0,4%). Em seguida, com a droga vegetal que permaneceu retido
no percolador, iniciou-se a extragdo exaustiva com acetato de etila PA, sendo o
mesmo concentrado em evaporador rotatorio e, posteriormente liofilizados, levando
a obtencédo de 36,3 g de extrato em acetato de etila (7,6%).

Um ensaio antileishmanial foi realizado para verificar a atividade dos extratos
obtidos das diferentes plantas, e verificou-se que o extrato acetato em etila de S.
pseudoquina foi aquele que apresentou o melhor resultado de atividade contra

Leishmania spp. Por este motivo a S. pseudoquina foi utilizada para a continuidade
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dos experimentos. O extrato acetato de etila da planta foi fracionado por
cromatografia em coluna de silica Gel, sendo obtidas 426 fragbes . De acordo com
0s grupos quimicos, as fragdes foram divididas em 29 grupos e os mesmos foram
avaliados quanto a atividade antileishmanial (dados ndao mostrados). Desses, quatro
grupos foram selecionados, sendo que dois grupos ativos foram submetidos a
posterior purificagcdo cromatografica, levando a obtencdo dos flavonoides 3-O-metil
éter quercetina e Strychnobiflavona (FIG. 25).

A elucidacgao estrutural dos compostos purificados foi realizada apds a analise
de espectros no ultravioleta, infravermelho, espectrometria de massas e por
ressonancia magnética nuclear. A parte de fracionamento das amostras foi realizada
no Laboratério de Biodiversidade do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal de Vigosa, sob a supervisao do Prof. Jodo Paulo

Viana Leite.

[ Caule da Strychnos pseudoguina ‘

l Extrato vegetal (480g) ‘

I Aquoso ‘ Acetato de Etila

| (AESP, 36[.30 g, 7.6%) |

Cromatografia em coluna de Silica

gradientes de concentragoes

Cromatografia em

Camada Delgada .
426 fragdes «Cumarinas
I *Flavondides Ensaio
29 formulagdes de| J :;anmo;, Bio monitorado
diferentes grupos aponinas contra L.
[ 'E’;‘Z: giineoss amazonensis
|2 substancias purasl '

Figura 25. Fracionamento cromatografico da espécie Strychnos pseudoquina.

4.6. Ensaio de atividade antileishmanial sobre formas promastigotas de
Leishmania spp.
Em uma placa de cultura celular de 96 pogos (Nunc, Nunclon®), 1x10° formas

promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis foram incubadas com
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diferentes concentragdes dos extratos (0.78 to 100 ug/mL) ou com os flavonoides
ja purificados, 3-O-metil éter quercetina (1.09 to 140 uM) e strychnobiflavona (0.62
to 79.5 uM); em meio RPMI-PR" e em um volume final de 100 pL, por 48 h e a
24°C. A viabilidade das promastigotas foi verificada pela atividade oxidativa
mitocondrial por meio do teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-
feniltetrazolium bromideo) que consiste na adi¢dao de 10 yL de MTT por pogo (na
concentragdo de 5 mg/mL) e posterior incubagdo por 4h em estufa, a 24°C. Em
seguida, foi adicionada a placa 60 pL de dodecil sulfato de sédio a 10% de acido
cloridrico (SDS 10%/ HCL 0,1 M) e incubado por 18 h em estufa a 24°C. Ao final
do ensaio, o sobrenadante foi lido a 570 nandbmetros (nm), em leitor de
microplacas (LABTRADE, modelo 660).

Como controle positivo, a anfotericina B foi utilizada na concentracédo de 1 uM.
Pocgos contendo apenas promastigotas em meio RPMI-PR™ foram usados como
controle negativo. Em conjunto, foi feito o controle do solvente utilizado para
dissolver os compostos (dimetil sulfoxido — DMSO), sendo que o mesmo foi
adicionado na placa na proporgdo maxima de 1% do volume final do pocgo.

A determinagdo dos valores de ICso (concentragéo inibitoria) ou CEsg
(concentragao efetiva), ou seja, a concentracdo da amostra necessaria para
inviabilizar 50% dos parasitos, foi obtida por analise de regressao nao-linear dos
pontos plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os

valores das médias obtidas de triplicatas realizadas para cada um dos testes.

4.7. Citotoxicidade em macréfagos murinos

Um ensaio foi realizado para a avaliagao da citotoxicidade sobre células de
mamiferos, no caso, macréfagos murinos, utilizando as amostras que apresentaram
os melhores resultados de atividade antileishmanial. Para tal, foram inoculados, por
via peritoneal, 3 mL de uma solugéo de tioglicolato 3% em camundongos BALBI/c.
Apods quatro dias, a eutanasia dos animais foi realizada com a posterior extragao dos
macrofagos. Estes foram centrifugados a 1.200 x g por 20 min e a 4°C, sendo
ressuspendidos em 1 mL de meio RPMI completo (meio RPMI acrescido com 20%
de soro fetal bovino inativado e os antibiéticos penicilina e estreptomicina (Sigma).

Macrofagos foram quantificados em camara de Newbauer e plaqueados em

placas de cultura celular de 96 pocos (5x10° células), sendo incubados por 24 h em
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estufa a 5% de CO, a 37°C. Posteriormente, diferentes concentragdes dos extratos
(0.78 to 100 ug/mL) e flavonoides 3-O-metil éter quercetina (1.09 to 140 uM) e
strychnobiflavona (0.62 to 79.5 uM) foram adicionadas, e a placa foi incubada por 48
h em estufa a 5% de CO,, a 37°C. Apds este periodo, adicionou-se 50 yL de MTT e
uma nova incubagéo foi realizada por 4 h em estufa a 5% de CO, a 37°C. As células
foram solubilizadas em solugédo de SDS 10%/ HCI 0.1 M por 18 h e as absorbancias
foram determinadas a 540 nm, em leitor de microplacas.

A determinacao da CCsp, ou seja, a concentragdo da amostra necessaria para
inviabilizar 50% dos macrofagos, foi obtida por andlise de regressao nao-linear dos
pontos plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os

valores das médias obtidas de triplicatas realizadas para cada um dos testes.

4.8. Calculo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS=CCs0/ICs) demonstra a relagdo entre a
citotoxicidade e a atividade bioldgica sobre os parasitos. Esse indice representa o
potencial efetivo das substancias sobre o parasito em relacdo a sua citotoxicidade.
Preconiza-se que um farmaco com potencial deva apresentar um valor de IS
superior a 10.0 (OSORIO et al., 2007).

4.9.Tratamento de macréfagos infectados

Macrofagos peritoneais foram extraidos, quantificados e plagqueados na
concentragdo de 5x10° células por poco, em placas de cultura celular de 24 pogos
(Nunc®). Posteriormente, foram incubados por 2 h em estufa a 5% de CO, a 37°C.
Em seguida, as células foram lavadas em meio RPMI completo para a retirada dos
macrofagos nao-aderidos. Entdo, formas promastigotas estacionarias de L.
amazonensis ou L. infantum foram quantificadas em camara de Newbauer e
plaqueadas na concentragdo de 5x10° em placas de 24 wells e estas foram
incubadas com os macréfagos (propor¢dao de 1 macrofago para 10 parasitos)
durante 4 h em estufa de 5% de CO,, a 37°C. As células foram lavadas para a
retirada dos parasitos nao-aderidos e nao-fagocitados e, em seguida, macréfagos
infectados foram tratados com 3-O-metil éter quercetina (0, 70, 140, or 280 uM) ou
Strychnobiflavona (0, 40, 80, or 160 uM), por 48 h e a 24°C. Como controle positivo,
a anfotericina B foi utilizada na concentragdo de 1 ug/mL. Apds a incubagéao, as

células foram coradas pelo método Pandtico, conforme descricdo do fabricante
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Renylab® e a porcentagem de macréfagos infectados foi determinada pela contagem
de 200 células, em triplicata, no microscépio optico.. Os dados mostrados sao
representativos de trés experimentos independentes, realizados em triplicata, que

apresentaram resultados semelhantes.

4.10. Ensaio de inibigao da infecgcao de macrofagos

Formas promastigotas estacionarias de L. amazonensis (1x10° células) foram
previamente incubadas com 3-o-metil éter quercetina (0, 70, 140, or 280 uM) ou
Strychnobiflavona (0, 40, 80, or 160 uM), por 4 hs e a 24°C. Apd6s a incubagéao, os
parasitos foram lavados trés vezes com meio RPMI 1640, quantificados e incubadas
durante 24 h com macrofagos murinos, na proporgdo de 10 parasitos para 1
macrofago. Posteriormente, as células foram lavadas e coradas pelo método
pandtico, conforme descricdo do fabricante Renylab®, e a porcentagem de
macrofagos infectados foi determinada apds a contagem de 200 células, realizada
em triplicata. Os dados mostrados sao representativos de trés experimentos

independentes, realizadas em triplicata, que apresentaram resultados semelhantes.

4.11. Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi avaliada por meio da incubagcdo dos produtos com
suspensdes de hemacias humanas do grupo O, na concentragéo de 5% de CO»,
por 1 h e a 37°C. A suspensao de hemacias foi centrifugada a 1000 x g por 10 min, e
a lise celular foi determinada espectrofotometricamente (570 nm). A auséncia de
hemolise (branco) ou a lise completa das hemaceas (controle positivo) foi
determinada através da substituicdo dos produtos por um volume igual de PBS ou
agua destilada, respectivamente. Os resultados foram determinados pela
percentagem de hemolise, quando comparada com ao branco e ao controle positivo.
Os dados mostrados sao representativos de trés experimentos independentes,

realizadas em triplicata, que apresentaram resultados semelhantes.

4. 12. Avaliagdo dos mecanismos de acao em promastigotas de L.
infantum

4.12.1. Alteragao da permeabilidade de membrana plasmatica
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O SYTOX® Green é um fluoréforo utilizado para avaliar a permeabilidade da
membrana das células, por meio de sua ligagdo ao DNA. Neste caso, o método foi
utilizado para observar se a substancia estudada alterava ou nao a permeabilidade
da membrana plasmatica de formas promastigotas de L. infantum. A substancia
testada foi a Strychnobiflavona, com seus respectivos valores de Concentragao
Efetiva a 99% (CE99). Para tal, formas promastigotas estacionarias (2x10°
parasitos/pog¢o) foram lavadas com PBS e incubadas com 30 uL de SYTOX® Green
(1 M) em placas escuras de 96 pocgos, por 15 min em estufa a 24°C, e,
posteriormente, a substancia foi adicionada. O aumento na fluorescéncia pela
ligacdo do marcador fluorescente ao DNA do parasito foi mensurado utilizando-se o
espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader), com
filtro de excitacdo de 485 nm e emissao de 520 nm. As leituras foram realizadas a
cada 20 min, em um total de 320 min. A normalizagdo das leituras foi realizada
subtraindo-se a fluorescéncia basal do grupo n&o tratado (controle). A
permeabilizacdo maxima foi obtida na presenga do detergente Triton X-100 a 0,5%
(controle positivo) (Kulkarni et al., 2009). Para controle, foram usados pogos
contendo a substancia em estudo, adicionados de meio de cultura e o fluoréforo em
questdo para avaliar o possivel aumento de fluorescéncia na presenga da
substancia. Além disso, o reagente DMSO foi utilizado como controle para verificar a

possivel interferéncia nos resultados.

4.12. 2. Alteragao na producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A sonda 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCf-DA) (diacetato de
dicloro hidro fluoresceina) é uma forma quimicamente reduzida de fluoresceina
utilizada como um indicador de EROs. Apd6s a clivagem dos grupos acetato por
esterases intracelulares e oxidacado, a sonda H2DCf-DA, que nao é fluorescente, é
convertida para a forma altamente fluorescente 2',7'-dichlorofluorescein 47(DCF).
Esse método foi utilizado para avaliar a produ¢cdao de ROS nos parasitos. Formas
promastigotas estacionarias de L. infantum (2x10° parasitos por poco) foram lavados
em solucdto HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) e incubados com
Strychnobiflavona, no valor da CE99 por 60 min a 120 min. Posteriormente, as
células foram lavadas e incubadas por 15 min com H2DCf-DA (5 uM) e a leitura da

fluorescéncia foi realizada em espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-
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Mode Microplate Reader), com filtro de excitagdo de 485 nm e emisséo de 520 nm.
Como controle positivo, parasitos tratados com azida sédica (20 yM) foram utilizados
(Carvalho et al.,, 2011); e parasitos nao-tratados foram usados como controle
negativo. A normalizagao da leitura foi realizada subtraindo-se a fluorescéncia basal
do grupo nao tratado (controle). Pogos contendo a substancia em estudo,
adicionados de meio de cultura e o fluoréforo em questdo foram utilizados para
avaliar a fluorescéncia da substancia. Além disso, o solvente utilizado metanol ou

DMSO foi utilizado como controle para verificar possivel interferéncia nos resultados.

4.12.3. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial

A Rodamina 123 (R123) é um fluorocromo especifico para a marcagao
mitocondrial em células vivas. Esse fluorocromo tem caracteristicas lipofilicas e
catibnicas, que permitem sua atracdo pelo alto potencial elétrico presente na
membrana mitocondrial, acumulando-se preferencialmente na matriz dessa
organela. Devido a essa propriedade, R123 tem sido utilizada para quantificar o
potencial de membrana em diferentes tipos celulares (KOOPMANN et al., 2005). As
reducdes na intensidade de fluorescéncia desta sonda representam a perda do
potencial de membrana. Formas pomastigotas de L. infantum (2x106 parasitos por
poco) foram lavados em solugdo HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) e incubados
com Strychnobiflavona, no valor da CE99, por 60 min a 120 min. Posteriormente,
20uL de Rodamina 123 (0,3 mg/mL) foram adicionados as amostras, € houve uma
incubagdo por 10 min, em estufa de CO, a 37°C. Apds, foi feita uma centrifugagéo
das amostras a 2.000 x g por 10 min, e as mesmas foram transferidas para uma
placa escura de 96 wells (SPL Life Sciences), tendo sido feita a leitura da
fluorescéncia em espectrofluorimetro de placas, em filtro de excitacdo de 485 nm e

emissao de 520 nm.

4. 13. Radiomarcac¢ao de Strychnobiflanova e pureza radioquimica

Para radiomarcacdo de Strychnobiflanove, o método desenvolvido por
Hosseinimehr et al., 2010, foi usado com algumas modificacées. Resumidamente,
Strychnobiflavona foi dissolvido em uma mistura de etanol absoluto, a solugéo de
Cloreto estanoso Il (SnCl,.2H20) que foi preparada em HCI 0,25 N. Uma solugéo
composta por 500 uL de Strychnobiflavona (1 mg / mL), 20 uL de SnCI2.2H20 (1 mg
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/ mL) e 200 uL de solugao de tampao fosfato pH 7,6 (PBS) foi misturada num frasco
de vidro de 10 ml, e solucdo de 99mTc-pertecnetato de sédio (100 uL Na**™TcO4 /
63 MBq), IPEN / Cnen / Brasil, foi adicionado a solugdo. A mistura foi mantida a
temperatura ambiente durante 30 min. Depois, a mistura foi incubada durante 15
minutos com 200 mg de silica e centrifugado. O sobrenadante foi removido. A
pureza radioquimica (PR) do ®™Tc-Strychnobiflavona foi determinada por
cromatografia em camada fina sobre tiras de silica (CCF-SG, Merck, Darmstadt,
Alemanha). A acetona foi usado para quantificar o tecnécio hidrolisado (**Tc02) e
solugdo salina a 0,9% de NaCl foi utilizado para determinar a quantidade de tecnécio
livie (*®™TcO4). O *™Tc-Strychnobiflavona ndo se moveu sobre tiras de silica,
quando a solugao salina é utilizada, enquanto que o composto radiomarcado migrou

para o topo da tira utilizando acetona como solvente (FIG 27).

Salina Salina Acetona Acetona
TCO2

TCO4-

Figura 26. Distribuicdo do TCO2 e TCO4- em Silica

A radioatividade foi medida utilizando um contador gama (Wallac 1470
Assistente Contador Gama, Perkin Elmer, Turku, Finlandia). A pureza radioquimica

(PR) foi determinada a partir da seguinte equacao:

cpm of *Tc-Strychnobiflavona

% PR = x 100

S cpm (P TcO, + " TcO, + *™Tc-Strychnobiflavona)

cpm= contagem por minuto
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4.14.Estudos in vivo de biodistribuigcao

Para as analises de biodistribuicdo in vivo foram utilizados camundongos
Balb/c (n = 3 por grupo). Aliquotas contendo 3,2 MBq de **™Tc-Strychnobiflavona
foram administradas na veia da cauda em camundongos saudaveis. A 1, 3, 6 e 24
horas apés a injecéo, os animais foram anestesiados com uma solugao de cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e, em seguida, submetidos a eutanasia. As
amostras de sangue, coragao, bacgo, figado e os rins foram retirados para analise.
Cada 6rgao ou tecido foi pesado, e a radioatividade foi determinada num contador
gama automatico (Wizard, Finlandia). Uma aliquota de ®™Tc-Strychnobiflavone
contendo a mesma dose injetada foi contado simultaneamente num tubo em
separado, o qual foi definido como 100% a radioatividade. Os resultados foram
expressos como a percentagem da dose injetada por grama de tecido (% ID/g) de

acordo com a seguinte equagao:

%ID/g= cpm/g /6rgdo x 100
Padrdo de dose (cmp)

4.15. Imagens cintilograficas

Para imagens cintilograficas foram utilizados camundongos Balb/c (n = 3 por
grupo). Aliquotas contendo 3,2 MBq de **™Tc-Strychnobiflavona foram administradas
na veia da cauda em ratos saudaveis. A 1, 3, 6 e 24 horas apés a administracao, os
ratos foram anestesiados com uma solugéo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg) e colocados em posigdo supina sob uma camara de raios gama (Mediso,
Budapeste, Hungria), utilizando um baixo consumo de energia colimador de alta
resolucdo. As imagens foram adquiridas utilizando um tamanho de 256 x 256 x 16
matriz, com uma janela de 20% de energia fixada em 140 keV por um periodo de 10

min como descrito por Diniz et al., 2008.

4.16. Analises estatisticas

Os valores de IC5p e CCso foram calculados utilizando o programa GraphPad
Prism® 5.0 para Windows. A diferenca entre os grupos foi avaliada por ANOVA,
seguido pelo poés-teste de Bonferroni, usado para comparagbes multiplas entre os
grupos. As diferengcas dos valores obtidos nas analises do mecanismo de acgéo

foram avaliadas por ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey. Os resultados foram
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expressos pela média de trés experimentos independentes, acompanhada de seus
respectivos limites de confianga ao nivel de 95%. Valores de P < 0.05 foram

considerados como indicativos de significancia.



72

SINTESE DOS RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Avaliacao da atividade contra L. amazonensis e citotoxicidade em
macrofagos de extratos de Alchornea glandulosa, Miconia Ilatecrema,
Psychotria suterella e Strychnos pseudoquina,

Inicialmente, as espécies Alchornea glandulosa, Miconia latecrema,
Psychotria suterella e Strychnos pseudoquina foram avaliadas, sob a forma de
extratos de acetato de etila, e os resultados da atividade antileishmanial (ICsp) em L.
amazonensis e a citotoxicidade (CCsp) em macrofagos murinos sdo mostrados na
Tabela 4.

Tabela 4. Atividade antileishmanial e citotoxicidade das espécies de plantas
avaliadas.

Compostos (em ug/mL) ICs ° CCs" IS¢
P. suterella 10.62 189.75 17.86
A. glandulosa 366.50 271.85 0.74
M. latecrenata 75.73 181.40 2.39
S. pseudoquina 24.90 257.9 10.4

ba Valor da concentragcado da amostra necessaria para inviabilizar 50% dos parasitos.
Valor da concentracdo da amostra necessaria para inviabilizar 50% dos macréfagos.
¢ Valor da relagéo entre a citotoxicidade e a atividade biolégica nos parasitos.

Os dados encontrados demonstraram que as espécies A. glandulosa e M.
latecrenata nao apresentaram atividade biolégica. Em relagdo a P. suterella e S.
pseudoquina, seus extratos apresentaram atividade antileishmanial satisfatéria, além
de baixa citotoxicidade e indice de seletividade adequado. Tentamos obter a espécie
P. suterella para novos experimentos, porém, fomos informados de que a mesma,
por se encontrar em extingdo, ndo €& comercializada. Desta forma, passamos a

trabalhar com a espécie S. pseudoquina.

5.2. Purificagcao da espécie S. pseudoquina, avaliagdo da atividade
antileishmanial das substancias puras, inibicdo e tratamento de macréfago

infectado por formas promastigotas de L. amazonensis

Como S. pseudoquina apresentou um resultado de IS satisfatério, a mesma
foi fracionada e dois flavonoides foram obtidos, como sendo alguns os principais

responsaveis pela atividade antileishmanial. Desta forma, com os experimentos
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realizados, um artigo cientifico foi publicado (Apéndice), no qual sdo mostrados os
resultados e a discussao desta parte da Tese sao mostrados sob a forma de artigo

supracitado.

5.3. Atividade antileishmanial, tratamento de macréfagos infectados e
avaliagado do mecanismo de acao do flavonoide Strychnobiflavona sobre L.
infantum; além de estudos de sua biodistribuig¢ao in vivo

O flavonoide Strychnobiflavona apresentou atividade bioldgica significativa
contra L. infantum, bom como foi efetivo no tratamento de macréfagos infectados por
essa espécie de Leishmania spp. Tais resultados estdo inseridos em um novo artigo
cientifico que foi preparado e encontra-se em fase final de avaliagdo, antes de sua
submissao (Apéndice).

Os possiveis mecanismos de agao foram avaliados segundo:

) Alteracdo da permeabilidade da membrana: Strychnobiflavona nao foi
capaz de provocar alteracdes na permeabilidade da membrana de L.
infantum.

) Producao de espécies reativas de oxigénio: o flavonoide nao estimulou
a geracao de espécies reativas de oxigénio.

[lI)  Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial: a Strychnobiflavona
mostrou-se capaz de promover alteracdo no potencial de membrana

mitocondrial.

Realizou-se estudo de biodistribuicao do flavonoide, com o intuito de avaliar a
porcentagem de dose retida nos 6rgaos de animais sadios. Os resultados indicam
ter ocorrido maior concentragdo do flavonoide no figado e bago dos animais, 24
horas apds a injegdo do composto radiomarcado. Tais dados estdo também

inseridos no artigo cientifico citado acima.
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RESUMO DOS RESULTADOS
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O extrato de acetato de etila da S. pseudoquina apresentou a melhor atividade
antileishmanial, dentre os extratos testados, contra a espécie L. amazonensis; além

de néo ter apresentado citotoxicidade em macréfagos murinos.

Os flavonoides 3-O-metil éter quercetina e Strychnobiflavona foram purificados a
partir do extrato de acetato de etila de Strychnos pseudoquina, e classificados como

principais responsaveis pela atividade antileishmanial do extrato.

Os flavonoides 3-O-metil éter quercetina e strychnobiflavona foram efetivos no
tratamento de macréfagos infectados e na inibicdo da infecgcdo de macréfagos por

Leishmania amazonenis.

O flavonoide Strychnobiflavona foi capaz de promover alteragdo no potencial de
membrana mitocondrial de L. infantum, sendo esse o possivel mecanismo de acao

do composto.

O flavonoide Strychnobiflavona foi encontrado predominantemente no figado e baco

dos animais nos tempos avaliados.
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CONCLUSAO
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A espécie Strychnos pseudoquina apresentou a melhor atividade
antileishmanial dentre as plantas testadas e dois de seus flavondides, identificados
como os principais responsaveis por tal atividade. Devido a seu carater atoxico em
células de mamiferos, auséncia de atividade hemolitica e sua concentragédo organica
no figado dos animais, tal composto tornam-se candidatos a ser avaliado em
experimentos in vivo, visando a procura de novos farmacos para tratamento das

leishmanioses.
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PERSPECTIVAS E LIMITAGOES DO ESTUDO
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Como perspectivas, pretende-se:

1) Testar a efetividade do flavondide Strychnobiflavona contra a espécie L.
brasiliensis.

2) Uma vez realizado o estudo de biodistribuicdo, sugerir o estudo de
toxicidade.

3) Sugerir novas formulagdes farmacéuticas tais como as nanocarreadoras, e
aplica-las no tratamento da infecgao experimental em camundongos infectados pela
espécie L. infantum.

4) Desenvolver uma formulagdo de aplicagdo topica e/ou oral utilizando o
flavonoide Strychnobiflanova e utiliza-lo no tratamento da infecgdo experimental de
camundongos BALB/c contra a espécie L. infantum.

5)Avaliar o grau de protecdo do tratamento nos animais infectados e

tratados, por meio de:

- Carga parasitaria no baco, figado, medula 6ssea e linfonodos drenantes;

- Avaliacdo da resposta imune celular, por meio da producao das citocinas
IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12, GM-CSF nos esplendcitos dos animais; e pela
dosagem de 6xido nitrico;

- Avaliagédo da resposta imune humoral, pela determinagédo dos niveis de IgG

total, IgG1 e IgG2a especificos aos parasitos.

As limitagcdes do estudo foram:

* Obtencado da substancia pura: por se tratar de uma substancia inédita, a
mesma nao é sintetizada comercialmente, sendo a sintese em laboratério laboriosa,

devido ao numero de centros quirais da molécula, dentre outros aspectos.

* O tempo médio de obtencio da substancia pura é de um a dois anos, sendo

necessaria a repeticao do processo para obter maior rendimento do produto.
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Abstract

Leishmaniasis is one of the most important parasitic infectious diseases in the world. The present
study aims to investigate the in vitro antileishmanial activity of strynobiflavone in Leishmania
infantum, as well as its possible action mechanism on the parasites, and its in vivo biodistribution
profile in BALB/c mice. The antileishmanial activity of the strychnobiflavone against stationary
promastigotes of L. infantum presented a ICsy value of 5.4 uM, and a citotoxicity value on murine
macrophegs (CCsp) of 125 uM. Macrophages that were infected and later treated with the
aforementioned product presented reductions of 52% in the parasite burden, after treatment. The
strychnobiflavone altered the cellular metabolism of L. infantum promastigotes, by despolarising
the parasites’ mitochondrial membrane potential. In addition, using SYTOX®™ Green as a fluorescent
probe, the strychnobiflavone demonstrated no interference in plasma membrane permeability, and
this compound was not able to induce the reactive oxigen species production on the parasites. To in
vivo biodistribution studies and scintigraphic images, the flavonoid was radiolabeled with
technetium-99m, and injected in mice. The *’™Tc-strychnobiflavone compound showed a high
uptake by liver of the animals during all time investigated. In conclusion, our study demonstrates,
for the first time, the antileishmanial activity of strychnobiflavone against L. infantum, and suggests
that the possible action mechanism of this flavonoid could be associated with the parasites’
mitochondrial membrane potential alteractions. The higher presence of this compound in the liver
of the evaluated animals may well leads to use of this flavonoid in future studies in the treatment of

VL.

Keywords: Leishmania spp., strychnobiflavone, antileishmanial activity, mitocondrial membrane

potential, biodistribution; scintigraphic images.
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is considered one of the six major infectious diseases in the world, with a
high incidence and ability to produce deformities and cause death. The disease affects about 12
million people in 98 countries and territories in the world [1,2]. Visceral leishmaniasis (VL) caused
by Leishmania donovani and L. infantum/L. chagasi represents an important disease, leading to
nearly 500,000 new cases and 50,000 deaths annually [3].

The parenteral administration of pentavalent antimony compounds continues to be the first
choice to treat leishmaniasis; however, the occurrence of side effects, such as anorexy, myalgias,
arthralgias, chemical pancreatitis, leucopenia, and cardiotoxicity; are main problems reported by
patients [4,5]. Amphotericin B, a second line drug, is a highly hydrophobic antifungal product and
presents an effective antileishmanial activity; however, its clinical use is also limited by high
toxicity [6]. To improve the therapeutic index of AmpB and to reduce its citotoxicity, lipid-based
formulations have been developed for parenteral administration, such as AmpBisome®,
AmphocilH® and Abelcet®. The World Health Organization has recommended the use of liposomal
AmpB (L-AmpB) based on its high efficacy and safety [1,7]. Despite improvements in therapeutic
indexes for these lipid formulations, their use still remain limited due mainly to their high cost [8].
In addition, leishmaniasis has emerged as an opportunistic infection in human immunodeficiency
virus-infected (HIV) patients [9,10,11]. Therefore, the development of new strategies to treat
leishmaniasis has become a priority.

In recent years, considerable attention has been given to secondary compounds purified from
plants, in an attempt to search for new antileishmanial products [12,13,14]. The Strychnos genus
includes approximately 200 plant species, many of which are known for their potential medicinal
secondary metabolites [15,16]. Strychnos pseudoquina St. Hil. is a native cinchona-like tree of the
Brazilian Savanna, popularly known as “quina”, and used in the folk medicine to treat hepatic and
stomach diseases [17], and malaria [18]. Recently, a study performed using an ethyl acetate extract
derived from S. pseudoquina stem bark isolated two flavonoids, quercetin 3-O-methyl ether and
strychnobiflavone (SPEA-2); which presented an effective antileishmanial activity against
Leishmania amazonensis species [19].

In this study, it was showed that both flavonoids presented an effective activity against in
vitro promastigotes and amastigotes of L. amazonensis, as well as a low toxicity in murine
macrophages, and a null hemolytic activity in human red blood cells. Also, the strychnobiflavone
flavonoid proved to be effective in inhibiting the infection of macrophages by parasites that had

been pre-incubated with it, as well as in reducing the parasite burden in infected previously
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macrophages, and that were later treated with the isolated product [19]. In the present study, the
antileishmanial activity of the strychnobiflavone was evaluated against L. infantum, and the possible
action mechanism of this flavonoid in this parasite species was also evaluated. Objectiving future in
vivo studies employing this flavonoid in treat leishmaniasis, an in vivo biodistribution study of

strychnobiflavone was also performed in BALB/c mice.

MATERIALS AND METHODS

Parasite and mice

Leishmania infantum (MHOM/BR/1970/BH46) was used in this study. Parasites were
grown at 24°C in Schneider's medium (Sigma, St. Louis, MO, USA), supplemented with 20% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS, Sigma), 20 mM L-glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100
ug/mL streptomycin, at pH 7.4. Stationary-phase promastigotes of parasites were prepared as
described [20]. Murine peritoneal macrophages were obtained from female BALB/c mice (8 weeks
old), which were purchased from Institute of Biological Sciences of UFMG. Experiments were
performed in compliance with the National Guidelines of the Institutional Animal Care and Use
Committee for the Ethical Handling of Research Animals (CEUA) from the Federal University of
Minas Gerais (UFMGQG), which approved this study under protocol number 136/2012.

Antileishmanial activity against L. infantum

The inhibition of Leishmania spp. growth was assessed by in vitro cultivating stationary-
phase promastigotes of L. infantum (1 x 10° cells) in the presence of strychnobiflavone flavonoid
(0.4 to 15.9 uM), in 96-well culture plates (Nunc, Nunclon, Roskilde, Denmark) for 48 h at 24°C.
A previous titration curve was performed to determine the best time of inhibition of L. infantum
growth incubating the evaluated products (data not shown), and the used concentrations of the
flavonoid were derived from Lage et al. [19]. Cell viability was assessed by measuring the cleavage
of Smg/mL of MTT [3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl tetrazolium bromide] (Sigma).
Absorbances were measured by using a multiwell scanning spectrophotometer (LABTRADE model
660) at a wavelength of 570 nm. Amphotericin B (1 uM) was used as a positive control. The
concentration of the products needed to inhibit 50% of the Leishmania viability (ICsp) was
determined by applying the sigmoidal regression of the concentration-response curves, using
different concentrations of the compounds. Data shown are representative of tree independent

experiments, performed in triplicate, which presented similar results.
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Cytotoxicity assay

The inhibition of 50% of the macrophage viability (CCsy) was calculated by cultivating
macrophages (5 x 10° cells) with strychnobiflavone (0.4 to 15.9 uM), in 96- well plates for 48 h at
37°C. Also, a previous titration curve was performed to determine the best time of inhibition of
macrophages viability incubating the evaluated products (data not shown). Cell viability was
assessed by the MTT assay, and amphotericin B was used as control. The selectivity index (SI) was
calculated by determining the ratio between CCsp and I1Cso. Data shown are representative of tree

independent experiments, performed in triplicate, which presented similar results.

Treatment of infected macrophages

Murine macrophages (5 x 10° cells) were plated on round glass coverslips inside the wells
of a 24-well culture plate (Nunc) in RPMI 1640 medium supplemented with 20% FBS, 2 mM L-
glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin, at pH 7.4. After 24 h of incubation at
37°C in 5% CO»; stationary-phase promastigotes of L. infantum were added to the wells (5 x 10°),
and the cultures were incubated for 24 h at 37°C, 5% CO,. Next, free parasites were removed by
extensive washing with RPMI 1640 medium, and infected macrophages were treated for 48 h with
strychnobiflavone (40, 80 and 160 uM), for 48 h at 24°C, 5% CO,. Cells were washed in RPMI
1640 and incubated with 4% paraformaldehyde for 15 min, at which time they were treated with
70% ethanol in an ice-bath for 4 h and again washed three times with sterile PBS. Amphotericin B
(1 pg/mL) was used as a positive control. The percentage of the inhibition of Leishmania intra-
macrophage viability was determined by counting 200 cells, in triplicate. Data shown are
representative of three independent experiments, performed in triplicate, which presented similar

results.

Evaluation of the reative oxygen species (ROS) production

Stationary promastigotes of L. infantum (2 x 10° cells per well) were washed in HBSS
(Hanks’ Balanced Salt solution, Sigma-Aldrich) medium, and incubated with strychnobiflavone
usiong its ICy9 value (5.4 uM) for 60 min. H,DF-DA(5uM) was added, and the cells were incubated
for 15 min at 24°C. The fluorescence intensity was detected using a fluorimetric microplate reader
(FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader-Molecular Devices), at 488 and 525 nm for

excitation and emission, respectively. Sodium azide (10 mM) was used as positive control [21].

Evaluation of cellular membrane permeability
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Late log-phase promastigotes of L. infantum (2 x 10° cells per well) were washed in PBS

and incubated with 1 uM SYTOX" Green, for 15 min at 24°C [23]. Strychnobiflavone was added
using its ICo9 value and the fluorescence intensity was measured every 20 min, in a total of 120 min.
The maximum permeabilization was obtained with 0.1% Triton X-100. Fluorescence intensity was
determined using a fluorimetric microplate reader (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader-

Molecular Devices), with excitation and emission wavelengths of 488 and 525 nm, respectively.

Activity on mitochondrial membrane potential

Stationary-phase promastigotes of L. infantum (2 x 10° cells per well) were washed twice in
HBSS medium, seeded and incubated with strychnobiflavone at a concentration of its ICyo, for 60
min and 120 min. Rhodamine 123 (0.3 wg/mL) was added, and the cells were incubated for 10 min,
in the dark. The cells were washed twice in HBSS, and the fluorescence intensity was measured
using a fluorimetric microplate reader (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader-Molecular

Devices), with excitation and emission wavelengths of 488 and 525 nm, respectively.

Strychnobiflanove radiolabeling and radiochemical purity

For strychnobiflanove radiolabeling, the flavonoid was dissolved in a solution composed by
ethanol plus SnCl,.2H,0, which was prepared in 0.25 N HCI. A solution composed of 500 pL
strychnobiflavone (1 mg/mL), 20 uL SnCl,.2H,0 (1 mg/mL), and 200 puL phosphate buffer solution
(PBS) pH 7.6 was mixed in a 10 mL glass vial, and 100 pL sodium *’™Tc-pertechnetate solution
(Na”™TcOy4 /63 MBq) (IPEN/CNEN/Brazil) was added. The mixture was kept at room temperature
for 30 min. After, it was incubated for 15 min with 200 mg of silica and then the mixture was
centrifugated. The supernatant was removed and the radiochemical purity (RP) of **™Tc-
strychnobiflavone was determined by thin-layer chromatography on silica strips (TLC-SG, Merck,
Darmstadt, Germany). Acetone was used to quantify the hydrolysed technetium (*’™TcO,), and
0,9% NaCl saline solution was used to determine the amount of free technetium (*TcOy). The
99mTc-strychnobiflavone usually did not move on silica strips when saline is used, while the
radiolabeled compound migrated to the top of the strip using acetone as solvent. Radioactivity was
measured using a gamma counter (Wallac 1470 Wizard Gamma Counter, Perkin Elmer, Turku,

Finland). The RP was determined from the following equation:

cpm of ™ Tc-strychnobiflavone
% RP = x 100

S cpm (P"TcO, + ™ TcO, + **™Te-strychnobiflavone)

where: cpm = counts per minute
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EXx vivo biodistribution studies

For the ex vivo biodistribution studies, BALB/c mice (n=3 per group) were used. For this,
aliquots containing 3,2 MBq of *’™Tc-strychnobiflavone were administered into the tail vein in the
animals. At 1, 3, 6 and 24 hours after, the animals were anesthetised with a solution combining
ketamine (80 mg/kg) and xylazine (15 mg/kg), and they were euthanized. Blood samples, heart,
lungs, spleen, liver, stomach and kidneys were harvested for analysis. Each organ or tissue was
weighed, and the radioactivity was determined using an automatic gamma counter (Wizard,
Finland). An aliquot of *’™Tc-strychnobiflavone containing the same injected dose was counted
simultaneously in a separate tube, which was defined as 100% radioactivity. The results were
expressed as the percentage of the injected dose per gram of tissue (% ID/g), according to the

following equation:

% lD/’g _ cpm/g (tissue) %100

standard dose

Scintigraphic images

For scintigraphic images, BALB/c mice (n=3 per group) were used. Aliquots containing 3,2
MBq of *™Tc-strychnobiflavone were administered into the tail vein in the animals. At 1, 3, 6 and
24 hours after administration, mice were anesthetized with a solution combining ketamine (80
mg/kg) and xylazine (15 mg/kg), and they were placed in a supine position under a gamma camera
(Mediso, Budapest, Hungary), using a low-energy high-resolution collimator. Images were acquired
with a 256x256x16 matrix size, with 20% energy window set at 140 keV, for a period of 10 min
[23].

Statistical analysis

The results were entered into Microsoft Excel (version 10.0) and analyzed using GraphPad
Prism™ (version 6.0 for Windows). The ICsg, ICo9 and CCsy values were calculated from the mean
percentage reduction of the promastigotes and macrophages, respectively; compared to that in the
non-treated controls. The curves were determined by applying sigmoidal regression to the logarithm
concentration/response data. In the assays where the mitochondrial function was evaluated, the
differences among the groups were statistically evaluated by the two-tailed unpaired Student’s ¢-
test. In the biodistribution assays, one-way ANOVA followed by Bonferron’s post-test was used to

compare differences between different time points and in each organ. The data showed are
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representative of three different experiments, performed in triplicate, which presented similar

results. Differences were considered significant when P < 0.05.

RESULTS

Antileishmanial activity, citotoxicity and treatment of infected macrophages

The inhibition of L. infantum viability using the strychnobiflavone (SPEA-2) was evaluated
against stationary-phase promastigotes of the parasites. It could be observed that this flavonoid was
effective against parasites, presenting an ICsy value of 5.4 uM (Table 1). When the cytotoxicity of
the strychnobiflavone was evaluated in murine macrophages, the in vitro assay demonstrated a very
low toxicity in the cells, after incubation with this product. The values of CCsy were of 125 uM, and
the calculated selectivity index (SI) was determined as of 23,1 (Table 1). Amphotericin B was used
as a control and it presented a SI of 9.9. In order to assess the capacity of the strychnobiflavone in
treating macrophages previously infected with L. infantum, cells were pre-infected with stationary
promastigotes of the parasites (in a ratio of 10 parasites per 1 macrophage) and later treated with 40,
80, or 160 uM of strychnobiflavone, for 48h at 24oC and 5% CO,. The results showed that
macrophages that were infected and later treated with strychnobiflavone presented reductions in the

parasite number in the order of 52% of the infection degree (Table 2).

Reactive oxygen species (ROS) prodution and evaluation of promastigotes” membrane
permeability

Strychnobiflavone was incubated with promastigotes of L. infantum for 60 min, when the
ROS production was evaluated by H,DF-DA fluorescent probe. Strychnobiflavone was not able to
induce the ROS production (Fig. 1A). On the other hand, Triton-X, used as a control, proved to be
effective in induce the ROS production in the parasites. Alterations in the permeability of cellular
membrane in L. infantum promastigotes was also evaluated, and the results shoewd also that
strychnobiflavone did not able to induce changes in their morphology. On the contrary, azide was
used as internal control and resulted in lack of alteration (Fig. 1B). After, the mitocondrial
membrane potencial of the promastigotes was evaluated using the fluorescent probe Rhodamine
123. Promastigotes were incubated with strychnobiflavone for 60 min, and the results showed that
the flavonoid induced a increase of 42% in the fluorescence intensity, when compared to the non-

treated promastigotes, and this fact was responsible to promoved a hyperpolarization (Fig. 1C).

EXx vivo biodistribution studies and scintigraphic images
The **™Tc-strychnobiflavone radiochemical purity was of 90,2%+0.96%, thus allowing

perform the in vivo biodistribution assays. In the results, the *’™Tc-strychnobiflavone ex vivo
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biodistribution studies showed a high uptake of the flavonoid in the liver of the animals. Moderate
levels of radioactivity were observed in the kidneys, spleen and intestine, up to 6 h (Figure 2A).
This evaluation could also be observed in the scintigraphic images, demonstrating a high uptake of
#9mTc-strychnobiflavone by liver of the evaluated animals. Furthermore, the results showed also a
decrease of the radioactivity in the abdominal region of the animals, after 24 h of administration
(Figure 2B). On the other hand, the radioactivity levels in such organs, such as spleen and kidneys;

was not enough to generation the images.

DISCUSSION

Some natural compounds, such as flavonoids, have shown activity against Leishmania
amastigotes in infected macrophages [24]. The plant Kalanchoe pinata, which contains quercetin,
quercetrin and other flavonoids, shows an effective activity against cutaneous [25] and visceral
leishmaniasis [26]. We have previously reported that strychnobiflavone flavonoid was effective
against L. amazonensis, and proved to be active in inhibiting the infection of phagocytic cells, as
well as in reducing the parasite burden in infected previously macrophages. In addition, this product
proved to present a low toxicity in murine macrophages, as well as a null hemolytic activity in
human red blood cells [19]. Hence, this flavonoid was evaluated against L. infantum, and its
possible action mechanism of and in vivo biodistribuition assays was also performed.

Results showed that strychnobiflavone presented an ICsy value of 5.4 uM in L. infantum
promastigotes, and a CCsy value of 125 pM in murine peritoneal macrophages. The SI was
calculated to ratio between CCsy and ICsy, presenting a value of 23.1; indicating a satisfactory
activity of this substance. Previous reports have shown that quercetin flavonoid, which presents a
similar chemical structure to strychnobiflavone, has a wide range of reported biological effects,
such as antioxidant, anti-hypertensive, anti-inflammatory, antimicrobial and antiprotozoan activities
[27,28,29].

Studying the action mechanism of drugs in parasites could provide important information
about the development of new compounds. Mitochondria are essential cellular organelles that play a
central role in energy metabolism, and are considered critical for the survival of any cell. During
oxidative phosphorylation, electrons are moved thorough the mitochondrial respiratory chain, and a
proton gradient is established across the inner mitochondrial membrane as the energy source for
ATP production. Several studies have demonstrated changes in the mitochondria profile of
Leishmania species previously treated with antileishmanial agents [30, 31, 32,33]. These studies
reported that significant alterations in the mitochondria led to the loss of cell viability, and

confirmed the importance of this organelle in the parasites’ viability [29]. To elucidate the possible



314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347

108
action mechanism induced by strychnobiflavone in L. infantum, we chose to measure the
mitochondrial potential due to the fact that previous studies have shown that the single
mitochondria of the kinetoplastid parasites could be considered like a good indicator of cellular
dysfunction [34, 35,36].

To investigate the membrane permeability of strychnobiflavone in pre-treated L. infantum, a
assay using SYTOX"™ green was performed. Our data demonstrated that strychnobiflavone did not
alter permeability of L. infantum plasma membrane, 60 min after the incubation. The reactive
oxygen species are generated in infected cells against pathogens infection. ROS can also be
generated in response to some drugs, and the same principle works for certain antiprotozoan drugs
in killing parasites in infected cells. This property to generate ROS to leads to the destruction of
cellular macromolecular components is important because this action can be modulated to derive a
maximal effect [29]. So, to evaluate the ROS production in L. infantum previously treated with
strychnobiflavone, the cell-permeant H,DFCF-DA was used as a probe. H,DFCF-DA is a
chemically reduced form of fluorescein, which is used as an ROS production indicator in cells. Our
data demonstrated that strychnobiflavone was not able to promote production of ROS in L.
infantum.

The maintenance of mitochondrial membrane potential (AW,,) is vital for the metabolic
process, as well as for cellular survival [35, 37]. Studies have showed that variations in AW,
induced by drugs are associated with survival in Trypanosoma cruzi [36,38], L. donovani [35] and
L. amazonensis [32]. Evaluation of mitochondrial membrane potencial was performed using
fluorescent Rhodamine 123. The mitochondrial damage was confirmed by an increase in the
rhodamine 123 fluorescence, indicating hyperpolarization and, consequently, an alteration of AW,,.
This could decrease the ATP synthesis and results in the parasites” death. Prior study showed that
the Epigallocatechin-3-gallate (EGCQG) flavonoid promove alteration of the AW,, in L. amazonensis,
suggesting that EGCG exerts its antileishmanial effect on L. amazonensis promastigotes by
affecting the parasites” mitocondrial function [39]. Therefore, we suggest that strychnobiflavone
could be exerting its antileishmanial activity on L. infantum by affecting the parasite mitochondrial
function.

The ex vivo biodistribution studies and scintigraphic images observed in the present study
showed a high radioactivity uptake of **™Tc-strychnobiflavone by liver of the animals, during all
time investigated (24 h). This result corroborate to further application of this compound as an
antileishmanial agent, once the liver is considered one of the targets of the Leishmania spp.
Parasites in the infected hosts. Therefore, this flavonoid presents a high potential to be used in

future in vivo studies aiming in treat the L. infantum infection.
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In conclusion, our study demonstrates, for the first time, the antileishmanial activity of
strychnobiflavone against L. infantum, and suggests that the possible action mechanism of this
flavonoid could be associated with the parasites” mitochondrial membrane potential alteractions.
Also, the higher presence of this compound in the liver, one of target organs of the viscerotropic

parasites, could leads to use this flavonoid in future studies in the treatment of VL.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. (A) Permeability of L. infantum plasma membrane incubated with Strychnobiflavone
and assessed with the vital dye SYTOX® Green. Promastigotes were treated with the Triton X-100
for 100% permeabilization. A control group (untreated) was also included. (B) Production of
reactive oxygen species (ROS) in L. infantum promastigotes incubated with Strychnobiflavone. A
fluorescent probe (H,DCf-DA), was incubated with the cells. Sodium Azide was used as positive
control. A control group (untreated) was also included. (C) Evaluation of the mitochondrial
membrane potencial of L. infantum incubated strychnobiflavone. Rhodamina 123 was incubated
with treated and untreated parasites (control group).

FIGURE 2. In vivo biodistribution profile of **™Tc-Strychnobiflavone.

Notes: (A) Biodistribution profile of *’™Tc-Strychnobiflavone in the tissues and organs at the
different periods of time (1, 3, 6 and 24 hours). (B) Scintigraphic images obtained after intravenous
administration of radiolabeled Strychnobiflavone at different periods of time (1, 3, 6 and 24 hours).
Abbreviation: % ID/g, percentage of the injected dose per gram of tissue;

TABLE 1. Antileishmanial activity, cytotoxicity, and selective index found for the
strychnobiflavone. The results are expressed as medium + standard deviation. *Value of inhibitory
concentration of 50% of promastigotes of L.(L.) infantum. °Value of inhibitory concentration of 50% of
murine macrophages. “Selectivity Index (ratio between CC50 and IC50). AmpB (amphotericin B) was used
as a control drug. Values are the average of three independent experiments, which presented similar results.

TABLE 2. Activity of strychnobiflavone on L. infantum infection in macrophages. “The percentage
of infected macrophages and the number of amastigotes per cell were determined by counting 200 cell per
coverslips, performed in triplicate. Values are representative from four independent experiments, which
presented similar results.
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Table 1.
Compounds (uM) ICso ® CCso° SI¢
Strychnobiflavone 54+0.9 125 +£4.5 23.1
AmpB 0.1+£0.1 0.8+0.2 9.9
Table 2.
Compound C trati Percentage of infected macrophages after
(wM) oneentration treatment/number of amastigotes per cell*
160.0 32.2/2.1
. 80.0 47.8/3.2
Strychnobiflavone 40.0 50.0/4.0
0 65.0/7.3
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The development of new and cost-effective alternative therapeutic strategies to treat leishmaniasis has become a high priority.
In the present study, the antileishmanial activity of Strychnos pseudoquina St. Hil. was investigated and pure compounds that
presented this biological effect were isolated. An ethyl acetate extract was prepared, and it proved to be effective against Leishmania
amazonensis. A bioactivity-guided fractionation was performed, and two flavonoids were identified, quercetin 3-O-methyl ether
and strychnobiflavone, which presented an effective antileishmanial activity against L. amazonensis, and studies were extended to
establish their minimum inhibitory concentrations (IC,), their leishmanicidal effects on the intra-macrophage Leishmania stage,
as well as their cytotoxic effects on murine macrophages (CCs,), and in O, human red blood cells. The data presented in this study
showed the potential of an ethyl acetate extract of S. pseudoquina, as well as two flavonoids purified from it, which can be used as
a therapeutic alternative on its own, or in association with other drugs, to treat disease evoked by L. amazonensis.

1. Introduction

Leishmaniasis is a disease caused by the protozoa of the
Leishmania genus. The parasites are transmitted through
the bite of an infected sandfly, and more than 20 Leish-
mania species are responsible for diseases in humans [1].
Leishmaniasis is endemic in 98 countries throughout Africa,

Asia, Southern Europe, and Latin America. The disease is
also emergent in dogs living in the United States, Canada,
Northern Italy, and Germany [2-4]. The impact of the disease
on human health has been grossly underestimated for many
years, and the World Health Organization has classified leish-
maniasis as one of the six most important neglected tropical
diseases [2].



The treatment of leishmaniasis has been based on the
use of pentavalent antimonials; however, increased parasite
resistance and side effects, such as arthralgias, myalgias, pan-
creatitis, leukopenia, and cardiotoxicity, are important prob-
lems reported by patients [5-7]. Liposomal amphotericin B
(AmpB) is considered effective, though these formulations
are very expensive [8]. In addition, leishmaniasis has emerged
as an opportunistic infection in human immunodeficiency
virus-infected patients [9]; therefore, the development of new
and cost-effective alternative therapeutic strategies to treat
the disease has become a priority [10].

In recent years, considerable attention has been given to
secondary compounds purified from plants in an attempt to
search for new antileishmanial drugs [6, 11-13]. Although
studies employing extracts and/or purified molecules pre-
senting antileishmanial activity have been undertaken, and
to date, no effective and alternative products have been
formulated that can be applied to threat leishmaniasis.

The Strychnos genus includes approximately 200 plant
species, many of which are known for their potential medic-
inal secondary metabolites [14, 15]. Strychnos pseudoquina
St. Hil. is a native cinchona-like tree of the Brazilian
savanna, popularly known as “quina” and used in the folk
medicine to treat hepatic and stomach diseases [16], fever, and
malaria [17]. Phytochemical and biological studies employing
S. pseudoquina have demonstrated the presence of some
alkaloids and flavonoids that present antiplasmodial and/or
antitumoral activity [18-20]. In the case of flavonoids, results
have indicated their pharmacological activity and potential
benefit to general human health [21]. Due to the popularity
of S. pseudoquina as a medicinal plant, the present study
was developed to evaluate the antileishmanial activity of an
ethyl acetate extract obtained from this plant in an attempt
to purify compounds responsible for this biological activity
using a bioactivity-guided fractionation. Two flavonoids were
isolated, quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone,
which presented an effective antileishmanial activity against
Leishmania amazonensis, and studies were extended to
establish their minimum inhibitory concentrations (ICs,),
their leishmanicidal effects on the intra-macrophage Leish-
mania stage, as well as their cytotoxic effects on murine
macrophages (CCs), and in O, human red blood cells.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and General Details. Reagents and solvents
were obtained from commercial sources and were used as
derived. Column chromatography was carried out using silica
gel F254 (230-400 mesh) as a stationary phase. Thin layer
chromatography (TLC) was carried out using aluminum
sheets precoated with silica gel 60 F254 (Merck). 1D and 2D
NMR experiments were performed on a Bruker AVANCE
DRX400 and DPX200 spectrometers at the Department of
Chemistry, Federal University of Minas (UFMG), Brazil,
in CD;0D or DMSO-d, at 300K, using tetramethylsilane
(TMS) as the chemical shift internal standard for both nuclei.
UPLC-MS/MS analyses were carried out using an ACQUITY
Ultra Performance LC system (Waters, Milford, MA, USA)
linked simultaneously to both PDA 2996 photo diode array
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detector (Waters, Milford, MA, USA) and an ACQUITY
TQ Detector (Waters MS Technologies, Manchester, UK),
equipped with a Z-spray electrospray ionization (ESI) source
operating in positive mode. MassLynx software (version
4.1, Waters, Milford, MA, USA) was used to control the
instruments, as well as for data acquisition and processing.

2.2. Plant Material and Identification. Strychnos pseudoquina
St. Hil. stem bark was collected in a Brazilian savanna region,
in the district of Uberldndia (Uberlandia, Minas Gerais,
Brazil). A voucher specimen was deposited in the Herbarium
of the Federal University of Uberlandia (UFU) (code HUFU
10936). The vegetable material was selected and air-dried at
room temperature for 1 week.

2.3. Bioactivity-Guided Fractionation and Purification.
Exactly 480 g of the pulverized stem barks was submitted to
percolation with hexane, and the material was sequentially
submitted to exhaustive percolation with ethyl acetate at
room temperature. The solvent was removed by evaporation
to yield the ethyl acetate extract (AESP, 36.30g, 7.6%).
Later, the extract was subjected to silica gel column
chromatography and eluted in different gradients of
dichloromethane-ethyl acetate followed by ethyl acetate-
ethanol 98%, with a progressive increase in the polarity of the
mobile phase, providing 456 fractions. Fractions that shown
similar TLC data were combined, formulating 29 different
groups, which were evaluated in their antileishmanial activity
in such a way as to select the groups that presented the best
antileishmanial activity and to identify the pure compounds
responsible for this biological activity.

2.4. Parasites and Mice. L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-
8) was used. Parasites were grown at 24°C in Schnei-
der’s medium (Sigma, St. Louis, MO, USA), supplemented
with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Sigma),
20mM L-glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100 yg/mL
streptomycin, at pH 7.4. Stationary-phase promastigotes were
prepared as described [23]. Murine peritoneal macrophages
were obtained from female BALB/c mice (8 weeks old), which
were purchased from the Institute of Biological Sciences of
UFMG. The Animal Use Committee from UFMG approved
the experimental protocol (code 136/2012).

2.5. Antileishmanial Activity. The inhibition of Leishmania
growth was assessed in vitro by cultivating stationary-phase
promastigotes of L. amazonensis (1x 10° cells) in the presence
of ethyl acetate extract (0.78 to 100 ug/mL), 29 purified
fractions (50 ug/mL, each one), quercetin 3-O-methyl ether
(1.09 to 140 uM) or strychnobiflavone (0.62 to 79.5 uM), in
96-well culture plates (Nunc, Nunclon, Roskilde, Denmark)
for 48 h at 24°C. A previous titration curve was performed
to determine the best time of inhibition of L. amazo-
nensis growth incubating the evaluated products (data not
shown). Cell viability was assessed by measuring the cleav-
age of 2mg/mL of MTT [3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-
diphenyl tetrazolium bromide] (Sigma). Absorbances were
measured by using a multiwell scanning spectrophotometer
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(LABTRADE, model 660) at a wavelength of 570 nm.
Amphotericin B (14M) was used as a positive control. The
concentration of the products needed to inhibit 50% of the
Leishmania viability (IC5,) was determined by applying the
sigmoidal regression of the concentration-response curves,
using different concentrations of the compounds. Data shown
are representative of four independent experiments, per-
formed in triplicate, which presented similar results.

2.6. Cytotoxicity Assay and Hemolytic Activity. The inhibition
of 50% of the macrophage ViabilitEY (CCsp) was calculated
by cultivating macrophages (5 x 107 cells) with ethyl acetate
extract (10 to 50 ug/mL), quercetin 3-O-methyl ether (1.09
to 140 uM), or strychnobiflavone (0.62 to 79.5 uM), in 96-
well plates for 48h at 37°C. A previous titration curve
was performed to determine the best time of inhibition
of macrophages viability incubating the evaluated products
(data not shown). Cell viability was assessed by the MTT
assay, and amphotericin B was used as a control. The selectiv-
ity index (SI) of the products was calculated by determining
the ratio between IC;, and CCy,. The hemolytic activity
was investigated by incubating the products, in the same
concentrations used for cytotoxicity evaluation, with a 5%
red blood cell (human O") suspension for 1 h at 37°C. Briefly,
the erythrocyte suspension was centrifuged (1000 xg for
10 min), and cell lysis was determined spectrophotometrically
(570 nm), as described [24]. The absence of (blank) or 100%
presence of hemolysis (positive control) was determined
by replacing the products for an equal volume of PBS or
distilled water, respectively. The results were determined
by the percentage of hemolysis when compared with the
negative and positive controls. Data shown are representative
of four independent experiments, performed in triplicate,
which presented similar results.

2.7 Inhibition of Infection in Phagocytic Cells. The inhibitory
effect of quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone
on the Leishmania invasion of macrophages was evaluated
using promastigotes of L. amazonensis. Parasites (1 X 10°
cells) were preincubated with different concentrations of
quercetin 3-O-methyl ether (0, 70, 140, or 280 M) or strych-
nobiflavone (0, 40, 80, or 160 uM) for 4 h at 24°C. A previous
titration curve was performed to determine the minimum
time incubation of parasites with the compounds, in order
to obtain the maximum of inhibition of infection into the
host cells (data not shown). After incubation, parasites were
washed three times with RPMI 1640 medium, quantified,
and incubated for 24h with murine macrophages, using
a ratio of 10 parasites per 1 macrophage. After, cells were
washed, set, and stained to determine the percentage of
infected macrophages by counting 200 cells in triplicate. Data
shown are representative of four independent experiments,
performed in triplicate, which presented similar results.

2.8. Treatment of Infected Macrophages. Murine macroph-
ages (5x10° cells) were plated on round glass coverslips inside
the wells of a 24-well culture plate (Nunc) in an RPMI 1640
medium supplemented with 20% FBS, 2mM L-glutamine,

200 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin, at pH 7.4.
After 24 h of incubation at 37°C in 5% CO,, stationary-phase
promastigotes of L. amazonensis were added to the wells
(5 x 10° cells), and the cultures were incubated for 24 h at
37°C in 5% CO,. A previous titration curve was performed
to determine the minimum time incubation of parasites
with the macrophages, in order to obtain the maximum of
infection into the host cells (data not shown). Next, free
parasites were removed by extensive washing with an RPMI
1640 medium, and infected macrophages were quantified and
treated for 48 h with quercetin 3-O-methyl ether (0, 70, 140,
or 280 uM) or strychnobiflavone (0, 40, 80 or 160 M) for 48 h
at 24°C in 5% CO,. Cells were washed in RPMI 1640 and
incubated with 4% paraformaldehyde for 15 min, at which
time they were treated with 70% ethanol in an ice bath for 4 h
and again washed three times with sterile PBS. Amphotericin
B was used as a control. The percentage of the inhibition
of Leishmania intra-macrophage viability was determined by
counting 200 cells in triplicate. Data shown are representative
of four independent experiments, performed in triplicate,
which presented similar results.

2.9. Statistical Analysis. Data were analyzed using the Graph-
Pad Prism software (version 5.0 for Windows). The difference
among the groups was evaluated by the one-way ANOVA,
followed by Bonferroni’s post-test for multiple comparisons.
Differences were considered significant when P < 0.05.

3. Results

3.1. Structural Elucidation of Flavonoids. The 29 different
groups identified in a bioactivity-guided fractionation were
evaluated in their antileishmanial activity, and four of them
were selected. These groups were purified by recrystal-
lization using dichloromethane, and rendered the purifica-
tion of quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone.
The structural and chemical characterizations of the two
flavonoids isolated from S. pseudoquina in this study are
shown in Table 1. In addition, the chemical structures of the
described products are shown in Figure 1. All data obtained
confirmed the identification of the two pure compounds
present in the four selected fractions, which exhibited an
effective antileishmanial activity (Table1 and Figure1). In
addition, the structural identification of quercetin 3-O-
methyl ether and strychnobiflavone were compared with
literature records in order to prove to be identical compounds
[20, 22].

3.2. Antileishmanial Activity of the Ethyl Acetate Extract and
Purified Compounds. The inhibition of Leishmania viability
using an ethyl acetate extract obtained from S. pseudo-
quina was evaluated against stationary-phase promastigotes
of L. amazonensis. It could be observed that this extract
was effective against parasites, presenting an ICy, value of
24.9 ug/mL (Table 2). In this context, a bioactivity-guided
fractionation was performed, and 29 different groups were
obtained and individually evaluated in their antileishmanial
activity, in which 4 groups were identified as presenting the
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(b)

FIGURE 1: Structural characterization of quercetin 3-O-methyl ether (a) and strychnobiflavone (b).

TaBLE 2: Antileishmanial activity, cytotoxicity, and selective index found for the ethyl acetate extract of S. pseudoquina, quercetin 3-methyl

ether, and strychnobiflavone.

Compounds IC,,° CCy,” RBC;,* si
Ethyl acetate extract (ug/mL) 249+52 257.9 +35.9 180.8 9.9 10.4
Quercetin 3-methyl ether (¢M) 81+15 199.0 + 25.9 155.0 + 33.2 24.6
Strychnobiflavone (4M) 32402 125+4.5 209.6 £2.5 39.6
AmpB (uM) 0.1+0.13 0.8+0.2 ND* 9.9

The results are expressed as medium =+ standard deviation. *Value of inhibitory concentration of 50% of promastigotes of L. amazonensis. 5Value of inhibitory

concentration of 50% of murine macrophages. “Value of 50% of human red blood cell lysis. ClSelectivity Index (ratio between CCs; and ICs). “Not Done.
AmpB (amphotericin B) was used as a control drug. Values are the average of four independent experiments, which presented similar results.

best biological activity (data not shown). These groups were
submitted to rigorous purification processes using NMR, and
3-O-methyl ether and strychnobiflavone identified the levels
of antileishmanial activity. As such, these two compounds
were individually evaluated in their antileishmanial activity
against promastigotes of L. amazonensis, where the ICs,
values were 8.08 uM and 3.16 uM, respectively (Table 2).
Amphotericin B was used as a control.

3.3. Cytotoxicity and Hemolytic Activity. The cytotoxicity
of the ethyl acetate extract, 3-O-methyl ether, and strych-
nobiflavone was investigated using murine macrophages.
The in vitro assay demonstrated no significant toxicity in
cells after incubation with these products. The values of
CCs, were of 258 ug/mL, 199 uM, and 125 uM, respectively,
and the calculated selectivity index (SI) was 10.4, 24.62,
and 39.55, respectively (Table 2). The hemolytic activity in
O" human red blood cells was also determined to be an
additional cytotoxic parameter, and no significant damage
to human erythrocytes could be observed after incubation
with the ethyl acetate extract, quercetin 3-O-methyl ether, or
strychnobiflavone products (Table 2).

3.4. Inhibition of Infection and Treatment of Infected
Macrophages. The Leishmania infectivity treated with
quercetin 3-O-methyl ether or strychnobiflavone was also
evaluated in murine macrophages. For this purpose, L.
amazonensis were preincubated with quercetin 3-O-methyl
ether (0, 70, 140, or 280 uM) or strychnobiflavone (0, 40, 80,
or 160 uM) for 4 h at 24°C. These parasites were able to infect
46.1% and 23.8% of the macrophages, respectively, while
parasites that were not preincubated with the products were
able to infect about 87% of the macrophages. In this context,
parasites presented reductions in their infectivity in the
order of 47% and 72.6% after treatment with quercetin 3-O-
methyl ether or strychnobiflavone, respectively (Table 3). An
evaluation of the capacity of the quercetin 3-O-methyl ether
and strychnobiflavone in treating macrophages previously
infected with L. amazonensis was performed. Cells were
preinfected with promastigotes of L. amazonensis (in a ratio
of 10 parasites per 1 macrophage) and later treated with 70,
140, or 280 uM of quercetin 3-O-methyl ether, or with 40,
80, or 160 uM of strychnobiflavone, for 48h at 24°C and
5% CO,. The results shown that macrophages that were
infected and later treated with quercetin 3-O-methyl ether
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TABLE 3: Infection of macrophages using pre-treated promastigotes
of Leishmania amazonensis.

Percentage of infected
macrophages after

Compounds Concentration treatment/number of
amastigotes per cell®
100 475/2.6
Ethyl acetate extract 50 54.5/2.8
(pug/mlL) 25 63.1/71
0 87.0/8.4
. 280 46.1/2.4
((St}li:cetm 3-O-methyl 140 61.9/3.9
(M) 70 67.8/4.5
0 87.0/8.4
160 23.8/1.2
Strychnobiflavone 80 478/2.2
(uM) 40 53.0/3.0
0 87.0/8.4

*The percentage of infected macrophages and the number of amastigotes
per cell were determined by counting 200 cell coverslips, performed in
triplicate. Values are representative from four independent experiments,
which presented similar results.

or strychnobiflavone presented reductions in the parasite
number in the order of 40% and 87%, respectively (Table 4).

4. Discussion

Plants of the genus Strychnos are known for their bioac-
tivity in folk medicine. Nevertheless, few studies have been
performed to evaluate their biological activity or to identify
and characterize the compounds responsible for this effect.
Strychnos pseudoquina is a plant used in Brazilian folk
medicine in the treatment of diseases, such as malaria [17].
One previous study demonstrated the activity of a methanolic
extract obtained from the leaves of S. pseudoquina in pro-
tecting mice against injuries to the gastric mucosa caused by
nonsteroidal anti-inflammatory drugs [25]. Phytochemical
studies developed by Monache et al. [26] and Nicoletti et
al. [20] led to the biochemical isolation of bisnordihydrotox-
iferine, diaboline, and 11-methoxydiaboline alkaloids purified
from S. pseudoquina leave extracts to show certain biological
activities.

In this context, only limited data are available in the
literature concerning the biological properties and chem-
ical composition of stem bark extracts obtained from .
pseudoquina, and in relation to the identification of the
pure compounds of this plant, that may be responsible for
these biological effects. In this light, the purpose of this
study was to evaluate the antileishmanial activity of an
ethyl acetate extract obtained from S. pseudoquina and to
perform the bioactivity-guided fractionation in an attempt
to identify the active and isolate components. This strat-
egy led to the isolation of two flavonoids after a rigor-
ous purification process by adsorption chromatography and
recrystallization. These isolated compounds were the main

TABLE 4: Treatment of infected macrophages.

Percentage of infected
macrophages after

Products Concentration treatment/number of
amastigotes per cell’®
100 48.9/1.7
Ethyl acetate extract 50 50.0/1.8
(ug/mL) 25 70.3/4.4
0 87.0/8.4
280 46.3/1.7
Quercetin 3-O-methyl 140 68.0/ 4.4
ether (M) 70 72.4/5.6
0 87.0/8.4
160 9.6/0.4
Strychnobiflavone 80 26.3/1.3
(uM) 40 379/1.5
0 87.0/8.4

*The percentage of infected macrophages and the number of amastigotes
per cell were determined by counting 200 cell coverslips, performed in
triplicate. Values are representative from four independent experiments,
which presented similar results.

factors responsible for the antileishmanial activity observed
in the ethyl acetate extract evaluated in this study. Therefore,
the obtained spectroscopic data performed here, and their
comparison with assignments reported for quercetin 3-O-
methyl ether and strychnobiflavone led to a unique proposal
of identification of structures of the two isolated flavonoids.
2D NMR techniques, in particular HMBC (Figure 2), allow
us to unambiguously establish the structural assignment of
strychnobiflavone without requiring chemical modification,
as used by Nicoletti et al. [20].

Natural compounds are an important source of new and
selective agents for the treatment of tropical diseases caused
by protozoans, such as leishmaniasis [27-29]. The antileish-
manial activity observed in total extracts prepared from
these materials has been attributed to compounds belonging
to diverse chemical groups, such as isoquinoline alkaloids,
indole alkaloids, quinones, terpenes, steroids, carbohydrates,
lignans, proteins, and flavonoids [28, 30-32]. In the present
study, the quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone
proved to be responsible for the antileishmanial activity
observed in the ethyl acetate extract of S. pseudoquina
against L. amazonensis. Results shown that the quercetin
3-O-methyl ether presented an ICs, value in the order of
8.08 uM, while the strychnobiflavone presented an ICy, value
of 3.16 uM. Previous reports have shown that flavonoids are
known to have anti-inflammatory activity in mammalian
cells, and their action in inflammatory responses has been
attributed to an antioxidant effect [33-35]. Tasdemir et al.
[36] demonstrated an antileishmanial and antitrypanosomal
activities of flavonoids that had been purified from natural
compounds, as well as by their analogues in in vitro and in
vivo experiments. In addition, Marin et al. [31] shown that
flavonoids purified from Consolida oliveriana were able to
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activate macrophages and were highly effective in in vitro
experiments against L. peruviana.

Both quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone
shown an effective leishmanicidal activity against in vitro
promastigotes and amastigotes of L. amazonensis and proved
to be effective in inhibiting the infection of phagocytic
cells by parasites that had been preincubated with them,
as well as in reducing the parasite burden in first infected
macrophages, which were later treated with the products. In
addition, the two substances presented a low cytotoxicity in
murine macrophages and a null hemolytic activity in human
red blood cells. Recently, da Silva et al. [18] shown that a
methanolic extract prepared from S. pseudoquina was unable
to induce toxicity in BALB/c mice. In this study, no signal
or symptom of toxicity was observed in the treated cells
[18]. There were no significant differences in organ weight, in
water or food intake, or in the amount of faces produced by
treated and control mice. On the other hand, amphotericin B
proved to be quite efficient in eliminating parasites in vitro but
was highly cytotoxic in mammalian cells, thus demonstrating
some of its reported adverse effects in the patients [18].

Results presented here shown that quercetin 3-O-methyl
ether and strychnobiflavone, purified from an ethyl acetate
extract of S. pseudoquina stem bark, were more potent in
combating Leishmania in in vitro experiments, as compared
with an ethyl acetate extract of this plant. Since these
compounds are present in relatively high concentrations
in S. pseudoquina stem bark, the cultivation or sustainable
management of this plant species may become viable for the
commercial production of these flavonoids, representing an
alternative to the sustainable use of the Brazilian savanna
biome.
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5. Conclusion

The results presented in this study shown the identification
and first use of antileishmanial and atoxic products, based on
two flavonoids purified from a common Brazilian medicinal
plant. Further studies are in progress to evaluate the activity of
quercetin 3-O-methyl ether and strychnobiflavone in treating
murine models experimentally infected with L. amazonensis.
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