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RESUMO

As drogas de escolha para o tratamento atual das leishmanioses, os antimoniais, tem-se
demonstrado ineficazes, pela dificil administragdo, muitos efeitos colaterais e relatos de
resisténcia. Por estas razdes muitos laboratdrios de pesquisa tém testado extratos de
plantas e substdncias isoladas com a finalidade de encontrar novos agentes
leishmanicidas, com menores efeitos colaterais e baixo custo. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a ag¢do biologica de produtos naturais sobre formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis. Inicialmente, foi realizado um “screening” para célculo do
ICso com 5 farmacos (chalconas, flavona, flavanona e escandenina). Os farmacos
chalcona I (2°, 6’-diidroxi-3’5’-dimetil-4’-metoxichalcona), chalcona II (2°, 6’-diidroxi-
3’-metil-4’-metoxichalcona) e escandenina mostraram-se mais eficientes na inibi¢do da
proliferagdo celular na concentragdo de 50 uM. Estes mesmos compostos apresentaram
valores de ICsy de 8,6 uM (chalcona I), 22 uM (chalcona II) e 5,5 uM (escandenina). Nos
experimentos de dose-resposta a chalcona I foi mais eficaz em relagdo a chalcona II na
concentracdo de 25 uM apresentando inibigdes de 89% e 55,6%, respectivamente. A
escandenina promoveu a inibi¢do da prolifera¢do do protozoario superior a 60% na
concentragdo de 7,5 uM. A escandenina e as chalconas I e II ndo apresentaram efeito
citotoxico, exceto em concentragdes superiores a 300 uM (chalcona I), 39 uM (chalcona
IT) € 150 pM (escandenina). Apesar disso, o valor de ICsp encontrado para promastigotas
de Leishmania esta bem abaixo dos niveis que causam citotoxicidade nas células de
mamiferos. A microscopia eletronica de transmissdo mostrou modificagdes
ultraestruturais com comprometimento da mitocondria, alteragdo do reticulo
endoplasmatico e erros na divisio celular. A microscopia eletronica de varredura mostrou
alteragdes na morfologia dos parasitos com marcada corrugagdo de superficie, perda de
conteudo citoplasmatico e desorganizagdo da arquitetura celular. Os resultados
mostraram que estes farmacos podem prover novas perspectivas no tratamento das

leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmania (L.) amazonensis, produtos naturais, chalconas, escandenina.



ABSTRACT

The drugs of choice for the current treatment of the leishmaniasis, the antimonials, have
been demonstrated ineffective, for the difficult administration, many side effects and
reports of resistance. For these reasons many research laboratories it is testing plant
extracts and substances isolated ainming to identify new agents leishmanicidal, with less
side effects and low cost. This study aimed to evaluate the biological action of natural
products against promastigotes of Leishmania (L.) amazonensis. Initially, a screening was
carried out for calculation of the ICsy with drugs chalcones, flavone flavanone and
escandenine. The compound chalcone I (2°, 6 dihydroxy '-dihydroxy-3” 5 dimethyl '-
dimethyl- 4 '-methoxychalcona), chalcone 1l (2°, 6 dihydroxy '-dihydroxy-5 methyl '-
methyl- 4 -methoxychalcona) and escandenine appeared more efficient in the inhibition
of the cellular proliferation in the concentration of 50 uM. These compounds presented
values of ICsq of 8,6 uM (chalcone I), 22 pM (chalcone II) and 5,5 uM (escandenine). In
the experiments of dose-response the chalcone 1 was more efficient on compared to
chalcone 1I in the concentration of 25 uM presenting inhibition of 89% and 55,6%,
respectively. The escandenine promoted proliferation inhibition of the protozoan top to
60% in the concentration of 7,5 uM. Escandenine and chalcones did not present cytotoxic
effect, except in concentracions higher than 300 uM (chalcone I), 39 uM (chalcone 1I)
and 150 pM escandenine. Nevertheless, the value of ICsy found for Leishmania
promastigotes were much lower than the levels that they cause cytotoxicity in the
mammalian cells. The transmission electron microscopy showed ultrastructural
modifications with compromising of the mitochondria, endoplasmic reticulum. The
scanning electron microscopy showed alterations in the morphology loss of cytoplasmic
content of the parasites with marked alteration of surface and disorganization of the
cellular architecture. The results show that these compounds may present as new

perspectives in the leishmanicidal therapy.

Keywords: Leishmania (L.) amazonensis, natural products, chalcones, escandenine.
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1. INTRODUCAO
1.1. AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um importante problema de saude publica ndo s6 por sua
magnitude, sobretudo por sua baixa vulnerabilidade as medidas de controle.
Considerada uma doenga endémica em varios paises € apresenta amplo espectro de
manifestag¢des clinicas, desde lesbes cutineas até infecgdes viscerais. A negligéncia com
que é tratada pode ser resumida, principalmente aos poucos investimentos destinados as
pesquisas para a descoberta de novos farmacos (Ahluwalia et al., 2003).

Estima-se que 12-13 milhdes de pessoas estejam infectadas com 400.000 novos
casos a cada ano e com uma mortalidade anual em torno de 60.000 (OMS, 2005) e que
cerca de 10% da populagdo mundial encontre-se sob o risco de contrair leishmaniose
(Desjeux, 2004). Esta doenga ¢ mundialmente conhecida, encontrando-se amplamente
distribuida em quatro continentes, sendo de grande incidéncia em paises em
desenvolvimento como o Brasil, onde mais de 30 mil novos casos sdo registrados
anualmente, sobretudo em suas regides mais pobres como as do Norte € Nordeste. No
Brasil a taxa de incidéncia da leishmaniose tegumentar americana e leishmaniose
visceral foram de 14,12 e 1,89 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (BRASIL,
2005).

Na Bahia, em 2005, o coeficiente de detec¢do da Leishmaniose tegumentar (LT)
americana ¢ leishmaniose visceral (LV) foram de 14,12 e 3,25 casos por 100.000
habitantes, respectivamente (BRASIL, 2005). Vale salientar que alguns municipios
(Feira de Santana, Jacobina e Irec€), bem como a regido da Chapada Diamantina e
algumas éreas litorAneas a exemplo da Costa do Sauipe, onde verdadeiros complexos
turisticos sdo erguidos, ja comegam a apresentar numerosos casos da doenga.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Satide (OMS, 2006), a leishmaniose
era considerada uma doenga de zona rural, porém os padrdes de transmissdo, muitas
vezes relacionados & pemetracdo do homem em focos silvestres para atividades
agricolas, extrativistas, recreativas vém contribuindo para o aumento no nimero de

casos, principalmente de E'¥ tanto no Brasil como em outros paises da América do Sul.



1.2. MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestagdes clinicas da doenga dependem de inimeros fatores como, por
exemplo, condigdes imunoldgicas do hospedeiro e o grau de viruléncia do parasito
(Sundar, 2001). A leishmaniose é tradicionalmente dividida em trés formas principais:
cutanea (LC), mucocutdnea (LMC) e visceral (LV). Contudo, Ashford (2000), apresenta
a leishmaniose cutdnea difusa (LCD) e a leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC)
como formas variantes de manifestagdes da doenga.

E importante ressaltar que uma tnica espécie do parasito ¢ capaz de causar
diferentes manifestagdes clinicas, como verificado na tabela 1 e que a incidéncia da
doenga vem crescendo por estar relacionada com pacientes portadores da Sindrome da
Imuno-deficiéncia Adquirida-SIDA (Alvar et al., 1997; Portigo et al., 1997), além disso
com a disseminagdo da SIDA, a LV tem aumentado sua prevaléncia (Olivier et al.,
2003; Paredes et al.,2003).

A LC, causada geralmente por L. (L.) tropica, L. (L.) major, L. (L.) aethiopica,
no velho mundo e L. (L.) amazonensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
peruviana e L. (V.) braziliensis no novo mundo. E a forma mais encontrada da doenga,
sendo caracterizada por lesdes ulcerosas, nodulares, geralmente indolores que podem
ser Gnicas ou multiplas formadas no local da hematofagia do inseto infectado (Hepburn,
2000).

A LCD é um tipo de leishmaniose geralmente restrito & Venezuela, Republica
Dominicana, Etiopia, Quénia e Brasil e tem como agente etiologico a L. (L.) pifanoi, na
Venezuela e a L. (L.) amazonensis no Brasil. Ela é caracterizada pelo aparecimento de
nddulos ndo ulcerados disseminados por grandes extensdes dérmicas do corpo. Os
nddulos sdo constituidos majoritariamente por macrofagos vacuolizados, ndo havendo
ativagdo celular e as infec¢des respondem pouco ou nada & quimioterapia usual
(Walton, 1989).

A LMC, geralmente causada por L. (V.) braziliensis, caracteriza-se pelo
aparecimento de lesGes metastaticas nas mucosas, podendo causar desfiguragdo por
ulceragdo progressiva, especialmente na regido naso-buco-faringea (Lainson & Shaw,
1972).

A LV, também denominada “Kala-azar” ou “febre negra”, terﬁ como agentes
etiolégicos L. (L.) infantum e L. (L.) donovani na Europa e Asia e L. (L.) chagasi e L.

(L.) amazonensis no Brasil. E caracterizada por febres irregulares tendo, muitas vezes,



dois picos diarios, perda de peso, hepato-esplenomegalia e anemia com altas taxas de
mortalidade em individuos ndo tratados. O estado nutricional do paciente € muito
importante, pois a desnutrigdo pode suprimir a resposta imune celular, predispondo ao
desenvolvimento da infecgdo (Pearson & Souza, 1996).

A forma variante de LV a leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) pode
aparecer no periodo de até dois anos apds a cura completa da leishmaniose visceral.
Aparece como nodulos ou papulas hipopigmentados na pele e, usualmente, é curada

com tratamento adequado (Grimaldi & McMahon-Pratt, 1991; Barral ef al., 1991).
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Tabela 1: Manifestagdes clinicas da leishmaniose ¢ sua distribuigio geografica.

Manifestacoes clinicas

Espécies

Localizagéo

Leishmaniose visceral

Cala-azar:
envolvimento
generalizado do
sistema reticulo-
endotelial (baco,
medula 6ssea e figado)

L. (L.) donovani

L. (L.) infantum **

L. (L.) donovani (archibaldi)
L. (L.) chagasi™

L. (L.) amazonensis *

india,China, Paquistéo e Nepal
litoral mediterraneo, Balcas, Asia,
China, Norte da Africa (Saara)
Sudao, Quénia, Etidpia,

Quénia, Etiopia, Somalia

Brasil

Israel, india, Arabia Saudita
(tropas americanas)

Leishmaniose cutanea do Velho Mundo

Lesbes cutdneas
unicas ou em pequeno
numero

L. (L) major

L. (L.) tropica

L. (L.) aethiopica
L. (L.) chagasi
L. (L.) donovani

China, India, Paquistao
litoral mediterraneo, india
Etidpla, Quénia, Iémen
litoral mediterraneo
Sudao e leste da Africa
Quénia, Etiépia, Somalia

leishmaniose cutanea
difusa

L. (L.) aethiopica

Etiopia, Quénia, iémen, Senegal
e Argélia

Leishmaniose cutanea do Novo Mundo

Lesbes cutaneas
unicas ou em pegqueno
numero

L. (L.) mexicana (ulcera de
chiclero)

L. (L.) amazonensis

L. (L.) pifanoi

L. (V.) braziliensis

L. (V.) guyanensis

L. (V.) peruviana (uta)
L. (V.) panamensis

Belize, Guatemala, Honduras e
Costa Rica, México e Texas
(EUA)

Brasil (especialmente regides
Norte e Nordeste), Bolivia,
Colémbia, Paraguai, Guiana
Francesa

Venezuela, México

Argentina, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Equador, Guiana
Francesa, Paraguai, Peru,
Venezuela, Belize, Guatemala,
Honduras, Nicaragua, Panama,
Suriname

Guiana, Suriname, Brasil (Norte)
Peru (Andes), Argentina

Panama, Costa Rica, Equador,
Venezuela, Colombia, Nicaragua,
Honduras

Venezuela (Andes)

Venezuela




L. (V.) garnhami

L. (V.) venezuelensis
L. (V.) colombiensis
L. (V.) lainsoni

L. (V.) shawi

L. (V.) naiffi

L. (L.) chagasi

14

Colémbia, Venezuela e Panama
Brasil (bacia Amazonica)

Brasil (Norte)

Brasil (Amazonas e Para)

Leishmaniose
cutanea difusa

L. (L.) amazonensis
L. (L.) pifanoi

L. (L) mexicana

Brasil (regides Norte, Nordeste e
sudeste)

Venezuela

México e Republica Dominicana

Leishmaniose
mucocutanea

L. (V) braziliensis
(espundia)

Brasil

Adaptado de Pearson & Sousa, 1996.

* Casos de leishmaniose visceral por L. (L.) amazonensis s6 foram diagnosticados no estado da

Bahia, Brasil (Barral ef al., 1991); (L.) = subgénero Leishmania; (V.) = subgénero Viannia; (?)

espécie ndo identificada.

** Alguns autores (Feliciangeli ef al., 2005, Campos-Ponce ef al., 2005 consideram sinonimia).




1.3.0 PARASITO

A leishmaniose pode ser causada por diversas espécies de protozoarios
digenéticos, da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, pertencente ao género
Leishmania. Segundo Cupolillo (2000) existem mais de 30 espécies de Leishmania que
podem ser classificadas de acordo com o local de surgimento da doenga.

Os parasitos precisam de dois hospedeiros para completar o seu ciclo de vida.
No hospedeiro invertebrado, inseto diptero, dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo)
ou Lutzomyia (Novo Mundo).

A forma promastigota (Figura 1A) pode se apresentar em diversos morfotipos
distintos (Bates, 1994). Apresentam de 12 a 20 um de comprimento, formato alongado e
um longo flagelo anterior, com estrutura habitual de nove pares de microtibulos
dispostos em ciclo com um par central que emerge da bolsa flagelar (Vannier-Santos et
al., 2002). Promastigotas sofrem intensa diferencia¢do celular denominado
metaciclogénese que resulta no desenvolvimento de uma forma ndo proliferativa,
altamente infectiva, denominada promastigota metaciclico (Sacks, 1989; Vannier-
Santos et al., 2002). Esta forma apresenta um longo flagelo, corpo celular pequeno e
delgado.

A forma amastigota (Figura 1B) possui uma forma oval com 2 a 4 pm de
comprimento, flagelo curto que ndo chega a exteriorizar-se da bolsa flagelar, portanto
imoveis. Esta forma € responsavel pela manutengio ¢ desenvolvimento da doenga, ja
que utiliza o sistema fagocitico mononuclear de mamiferos para se multiplicar.

As espécies de Leishmania sdo morfologicamente semelhantes, embora capazes
de provocar quadros clinicos bastante distintos (Chang er al., 1999). Sdo seres
eucariontes, apresentando um envelope nuclear que delimita seu material genético do
citoplasma e apresentam um sistema de endomembranas (reticulos endoplasmaticos,
complexo de Golgi, lisossomos) que desempenham fungdes diversificadas. Logo abaixo
de sua membrana, os parasitos apresentam uma camada organizada de microtubulos
subpeliculares, que se estende por todo o corpo e termina proximo da bolsa flagelar,
onde se encontram apenas quatro microtiibulos que participam do transporte de
vesiculas em um mecanismo endocitico e exocitico (Chang, 1983). Apresentam o
acidocalciossoma, organelas membranosas, esféricas ¢ acidica que esta 'envolvida no
controle do pH e osmorregulagdo do parasito € no armazenamento de calcio o qual esta

envolvido nos mecanismos de sinalizagdo. Além do célcio armazena também outros



elementos como o fésforo, magnésio, cloro, potassio e enxofre (Docampo & Moreno,
1999; 2001). Estes protozodrios apresentam uma Gnica mitocondria, que se estende por
todo o corpo celular, a qual contém uma condensagdo de DNA (kDNA), localizada
proxima a base do flagelo, denominada cinetoplasto (Revisto em Vannier-Santos ef al.,

2002; Chang 1983).
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(A)

(B)

Figura 1. Microscopia eletronica de transmissio das formas evolutivas de
Leishmania. A: forma promastigota onde se observa um longo flagelo (F) emergindo da
bolsa flagelar (P), nicleo (N) e o cinetoplasto (K). B: a forma amastigota dentro do
macrofago (B) onde se observa um pequeno flagelo (F) dentro da bolsa flagelar,
cinetoplasto (K), nicleo (N) e um amplo megassomo (M). Fonte: Vannier-Santos ef al.,
2002.



1.4. CICLO BIOLOGICO

As leishmanioses sfo consideradas zoonoses € normalmente, o homem é um
hospedeiro acidental, ja que a intensa urbanizag@o esta relacionada com desmatamento e
queimadas e como conseqii€ncia os hospedeiros naturais da regido acabam morrendo ou
migrando para outras arcas em busca de melhores condigdes de vida, com isso, os
vetores ndo possuem outra alternativa sendo a realizacdo da hematofagia em seres
humanos. Os hospedeiros naturais incluem uma grande variedade de mamiferos
selvagens e domésticos como, por exemplo, roedores, canideos, eqiiinos e primatas.
Entretanto, a transmissdo também pode ocorrer através da introdugdo acidental de
agulhas contaminadas ou pelo contato direto com as lesdes (Nanjim & Greenway,
1985), por transfusdo sanguinea (Kubar ef al., 1997).

O ciclo de vida da Leishmania compreende uma fase extracelular no hospedeiro
invertebrado e uma fase intracelular no hospedeiro vertebrado (Figura 2).

A infecgdo do inseto, fémea, ocorre durante repasto sanguineo em um
vertebrado infectado, juntamente com sangue, ingere parasitos livres ou macrofagos
infectados, os quais ficardo em seu intestino limitados por uma membrana peritrofica.
Formas amastigotas ingeridas com o repasto se diferenciam em promastigotas nao
infectivos ou prociclicos, podem ser encontradas em diferentes morfotipos: nectomonas,
haptomonas, paramastigotas e promastigotas metaciclicas (Gossage et al., 2003). As
formas prociclicas, apos um periodo de 7-8 dias do repasto sangiiineo, sofrem diversas
alteragdes morfologicas e bioquimicas, fendmeno denominado metaciclogénese, que
origina as formas promastigotas metaciclicas, ndo proliferativa e altamente virulentas
(Sacks, 1989; Muskus & Villa, 2002). Apds a transformagdo das formas amastigotas em
promastigotas prociclicos, estas se dividem rapidamente em um espago delimitado pela
membrana peritréfica e gradualmente véo se alongando e transformando-se em formas
nectomonas. Essas formas podem se diferenciar em metaciclicos ou em forma menor e
mais delgada, haptomonas, que migram para o es6fago e faringe, onde se transformam
em paramastigotas, uma forma muito menor que apresenta o cinetoplasto ao lado do
niacleo (Schiein, 1993; Vannier-Santos ef al., 2002) e estes em metaciclicos, mais curtos
e delgados e com flagelo proporcionalmente mais longo. _

A infecgdo do hospedeiro vertebrado ocorre quando o inseto ao se alimentar do
sangue humano ou de animal reservatério natural, transmite as formas promastigotas

metaciclicas que sdo fagocitadas por neutrofilos, os quais entram em apoptose € 0s



corpos apoptdticos gerados sdo, em seguida, fagocitados por mondcitos/macrofagos.
Estas formas sofrem modificagdes morfologicas € bioquimicas no fagolisossoma e se
diferenciam em formas ja amastigotas (Chang, 1983; Desjardins, 1995; Neves et al.,
2000; Peters et al., 2008).

Nas células hospedeiras, amastigotas estdo contidos em vactiolos ditos
parasitoforos, os quais se fundem a endossomas tardios originando fagolisossomas
(Desjardins, 1995). Apesar dos vaciiolos parasitéforos serem considerados endossomas
tardios, possuindo um pH em torno de 4,5-5,0, o pH citoplasmatico do parasito é
mantido neutro em fungdo da presenga de proteinas proton-ATPase na membrana do
parasito (Revisto por Vannier-Santos er al., 2002). Uma vez dentro do vaciolo
parasitoforo, a forma amastigota sofre diversas bipartigdes para a forma de novos
parasitos (Chang, 1983). Em seguida o macréfago sofre lise, liberando formas
amastigotas que poderdo infectar novas células hospedeiras dando continuidade ao

processo de infecg¢do (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania

O inseto vetor ingere formas amastigotas do hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo (g). Estas formas diferenciam-se em formas promastigotas prociclicas que
proliferam no intestino médio. As formas promastigotas prociclicas se diferenciam em
promastigotas metaciclicas ao longo do intestino (a) e estas permanecem na saliva do
inseto sendo inoculadas no hospedeiro vertebrado no momento da hematofagia (b). No
hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas pelas
células do sistema mononuclear fagocitico (c) e diferenciam-se para formas amastigotas
iméveis no interior do vacuolo parasitoforos (d). As formas amastigotas irdo se dividir
intensamente (e) até a lise dos macrofagos (f) dos quais sdo liberados para infectar
novas células ou serem ingeridas por insetos ndo infectados (Segundo: Vannier-Santos
et al., 2002).
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1.5. QUIMIOTERAPIA DA LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma doenga de grande impacto social que vem crescendo em
todas as regides do mundo devido a precariedade do seu controle como a inexisténcia de
vacinas eficazes para imunizar as pessoas que se encontra em area de risco € uma série
de problemas apresentados pelos farmacos disponiveis no mercado mundial como a
propria resisténcia do parasito (Lira et al., 1999). Portanto, torna-se necessario o estudo
e o desenvolvimento de quimioterapicos que sejam eficazes, de baixo custo, acessiveis €
de tacil administragdo, uma vez que as drogas utilizadas atualmente para o tratamento
das leishmanioses sdo de dificil administra¢do. Tal dificuldade deve-se, sobretudo, a
terapéutica que esta baseada na aplica¢do de inje¢des diarias durante um periodo médio
de um més, o que causa diversos efeitos colaterais, mostrando-se ineficaz em muitas
regides endémicas, como india (Croft, 2001; Croft & Yardley, 2002) e contribui para a

selegdo de parasitos tolerantes a altas concentragdes da droga (Olliaro et al., 2005).
1.5.1. Antimoniais

Os antimoniais trivalentes (Sb+3 ), na forma de tartaro emético foram
introduzidos no Brasil por Gaspar Vianna em 1912 e foram usados para o tratamento da
LC em 1913, obtendo sucesso, visto que naquela época 90% dos casos de LV evoluiam
para 6bito por ndo haver tratamento (Lainson, 1979). Em 1915 foi utilizado para o
tratamento da LV de Cristine e Cariona na Italia ¢ Roger na India para o tratamento da
LV (Croft & Yardley, 2002). Desde 1945 os antimoniais pentavalentes (Sb+5) sdo as
drogas de primeira escolha para o tratamento de LV e de alguns casos de LC (Berman,
1997) por ser menos toxicos para Leishmania ¢ dez vezes menos toxico para o
organismo humano do que sua forma trivalente (Roberts er al., 1995). Dentre os
antimoniais pentavelentes existe comercialmente o estibogluconato de sodio
(Pentostam®), nos paises de lingua inglesa e o antimoniato N-metilglucamina
(Glucantime®), em paises de lingua francesa, espanhola e no Brasil (Berman, 1998).

Provavelmente a forma pentavalente seja um profarmaco que se converte na
forma mais tdxica, trivalente, proxima do seu local de agéo, ou seja, no interior dos
macréfagos (Goodwin & Page, 1943). Os pentavalentes so absorvidos e excretados
rapidamente pelo corpo, com uma meia vida de duas horas, sendo que o restante €

eliminado 76h mais tarde (Chulay et al., 1988). E importante ressaltar que existe uma



diferenca na sensibilidade dos antimoniais entre as formas promastigotas e amastigotas,
e entre as diferentes espécies de Leishmania. De acordo com Sereno e Lemesre (1997)
as formas amastigotas axénicas de L. (L.) infantum, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
mexicana sdo duas vezes mais sensiveis que a promastigota ao pentavalente antimonial,
provavelmente pela simples evidéncia de que macréfagos podem reter & forma
pentavalente (Roberts ef al., 2001) além do envolvimento da glutationa do macréfago
no metabolismo de pentavalentes antimoniais para trivalente (Frezard ef al., 2001).

A OMS (2000) preconiza como tratamento para a leishmaniose visceral 20mg
de Sb/kg/dia, por via intramuscular ou intravenosa, por, no minimo, 20 dias ¢ até duas
semanas apds a melhora clinica, com dose diaria maxima de 850mg de antiménio. Para
a leishmaniose cutinea, a recomendacdo ¢ de 10 a 20 mg Sb*"/kg/dia, até que a lesdo se
cure. Para a leishmaniose mucosa ¢é recomendada a administracdo de 20 mg Sb/kg/dia
durante 30 dias (Tracy & Webester Junior, 1996).

Virios estudos bioquimicos realizados t€m indicado alvos potenciais para os
antimoniais sobre a célula do protozodario tais como: a possivel alteragcdo do potencial
redox da, na qual € induzido o efluxo de tiol intracelular e inibida a agdo da tripanotiona
redutase (Legare et al., 1997; Mukhopadhyay et al, 1996), a fragmentagdo do DNA
sugerindo que o Sb atue no mecanismo de apoptose (Sudhandiran et al., 2003),
provavel inibicdo da gliclise (Mottram & Coombs, 1985; Berman et al., 1987), em
particular a inibi¢do da fosforilagdo do ADP. Além destes mecanismos, Chakraborty &
Majunder (1988) demonstraram que o agente ativo do pentostan é capaz de inibir a
enzima topoisomerase Il purificada de L. (L.) donovani. Também, foi demonstrado que
antimoniais pentavalentes inibem a enzima fosfofrutocinase, envolvidas na sintese de
nucleotideos trifosfatados (Berman et al., 1985), como também inibi¢do da B-oxidagdo
de acidos graxos (Berman et al., 1985) através de analises moleculares de clones
resistentes.

Apesar da sua agdo em vdrios alvos da célula do parasito, os antimonais
apresentam varios efeitos colaterais como dor muscular, pancreatite, arritimia cardiaca,
hepatite, dor no local da injec¢do, disfungdo gastrointestinal, dores musculares difusas,
enrijecimento das articulagdes (Gasser ef al., 1994), os quais geralmente levam a
reducfio ou ao término do tratamento.

As dificuldades no tratamento e seus efeitos colaterais tém incentivado
pesquisadores do mundo inteiro a buscar novos farmacos. Uma tentativa para redugéo

da toxicidade é o encapsulamento dos antimoniais em lipossomas que permitiria a



redugdo dos efeitos colaterais, dirigindo o farmaco para os sitios de acdo, além de poder
controlar a concentragdo e velocidade de liberagéo do farmaco no 6rgéo alvo (Tracy &

Webester Junior, 1996).
1.5.2. Anfotericina B

A anfotericina B é um antibidtico poliénico com atividade antifiingica e
leishmanicida. Ela se liga fortemente ao ergosterol, esterol majoritario de fungos e
tripanosomatideos, como Leishmania e Trypanosoma cruzi. Ela possui baixa afinidade
pelo colesterol, principal esterol das células de mamiferos. O antibiotico interage com o
ergosterol do parasito, com conseqtiente alteragdo de permeabilidade de membrana e do
equilibrio osmoético do parasito (Saha ef al., 1986; Urbina, 1997). Ela também inibe
proteinas enzimaticas de membrana como a H-ATPase em células de fungos (Surarit er
al., 1987) e a Na/ K ATPase em células de mamiferos. Esta inibi¢do resulta na perda da
capacidade proliferativa por deplegdo da produgéo de energia pela célula.

Este farmaco foi utilizado como leishmanicida no inicio da década de 60 e ainda
¢ utilizado para o tratamento de leishmanioses mucocutanea como droga de segunda
escolha, quando existe resisténcia aos antimoniais (Croft & Yardley, 2002). Seu uso €
bastante restrito devido aos intimeros efeitos toxicos que apresenta como febre,
calafrios, hipotensdo ou hipertensio, diminuigcdo da funcdo renal e dos niveis séricos de
potassio (Berman, 1998).

Devido a grande toxicidade, no final da década de 1990, foram desenvolvidas
novas formula¢des terapéuticas lipossomais da anfotericina B. Destas apenas trés estdo
disponiveis comercialmente: O AmBisome® (Fujisawa, Deerfield,. IL/EUA), um
pequeno lipossomo unilamelar, conhecido como a verdadeira preparagdo lipossomal;
AmphotecTM (Sequs, Menlo Park, CA/ EUA), uma dispersdo colidal e o Abelcet®
(Liposome Co., Princeton, NJ/ EUA), um grande complexo lipidico (Basselin, 1997). A
anfotericina B em lipossoma € incorporada pelo macréfago, onde se abriga o parasito,
pouco reagindo com o colesterol das células hospedeiras, aumentando a eficacia e
tolerdncia a droga (Roberts, 2003). As formulagdes lipidicas de anfotericina B, por
terem baixa nefrotoxicidade, podem ser usadas em doses altas por muito tempo. Das
formulagdes, o AmBisome ¢ eficaz e tem o methor perfil de seguranga, 'porém 0 custo
limita o seu uso. A anfotericina B lipossomal em dose tnica de 15mg/kg foi usada para

leishmaniose visceral na India, tendo 100% de cura, similar ao uso diario da anfotericina



convencional Img/kg/dia durante 15 dias (Trakur, 2001) e no Brasil mostrou-se eficaz
no tratamento da leishmaniose mucocutdnea em casos refratarios ao antimonial

pentavalente (Sampaio, 1997).
1.5.3. Paramomicina (aminosidina)

A paramomicina é um antibidtico aminoglicosidico produzido por Streptomyces
rimosus, licenciado na Europa para o tratamento parenteral de infec¢des bacterianas. O
mecanismo de agdo deste antibidtico contra bactérias ¢ bem conhecido e relatos
mostram que ele se liga a subunidade menor dos ribossomos levando a uma leitura
erronea do mRNA. De acordo com Croft & Yardley (2002), isso também pode estar
acontecendo com os protozodrios. Em L. (L.) donovani observou-se um efeito na fungdo
mitocondrial e na permeabilidade da membrana com a sintese de lipidios polares
(Maarouf et al., 1997).

O tratamento com este antibidtico teve resultados relevantes. Segundo Berman
(1998), a forma injetavel do antibidtico (124mg/kg/dia por 19 dias em média) tem sido
utilizada como monoterapia para leishmaniose visceral, apresentando resultados
positivos, com cura de 90% em estudos clinicos realizados no Quénia e na india. Na
dose de 12 mg/kg/dia durante trés semanas teve cura de 50% e 60% em leishmaniose
cutinea na Colombia e América Central, respectivamente (Soto ef al., 1994). Em outros
estudos, a paramomicina associada ao pentostam apresentou resultados similares
aqueles obtidos quando o antimonial é usado sozinho, porém com o tempo reduzido a
metade (Thakur ef al., 1995). Entretanto este farmaco apresenta alta toxicidade afetando
os néfrons, o oitavo par de nervos cranianos, o que pode levar também a problemas de
controle motor e do equilibrio. Além disso, ele foi testado em nimero insuficiente de
pacientes para que os efeitos colaterais e a resisténcia dos parasitos fossem

convenientemente avaliados (Berman, 1998).
1.5.4. Pentamidina
Assim como a anfotericina B a pentamidina também € uma droga de segunda

escolha. E recomendado para os casos graves de leishmaniose ndo responsiva ao

tratamento convencional em paises como India e Quénia (Thakur et al., 1991) e também



por apresentar menos efeitos colaterais. Recentemente mostrou ser altamente eficiente
contra L.C na Colémbia (Soto ef al., 1994).

A pentamidina ¢ uma diamina aromatica que apresenta atividade antimicrobiana
contra fungos, bactérias, tripanosomatideos bem como antiviral e antitumoral (Berman,
1988). Apesar do seu mecanismo de a¢do primaria ser desconhecido, sabe-se que ela
interfere na duplicagdo e transcrigdo do DNA mitocondrial, alterando morfologicamente
o cinetoplasto (Croft er al., 1982). Além disso, interfere na sintese de moléculas
importantes para a manuten¢do do parasito como a biossintese de poliaminas,
impedindo a utilizagdo de S-adenosil-L-metionina através da inibi¢do de enzimas como
a espermidina sintetase (Basselin et al., 1997), também sio capazes de se ligar ao DNA
em regides ricas em A-T (adenina — timina) (Berman, 1997).

Apesar do seu potencial leishmanicida no tratamento da LC ser menos toxico em
relagdo aos antimoniais pentavalentes tém-se observado alguns efeitos adversos
expressivos, como mialgias, dor no local da administra¢do, nduseas e hipotensdo
(Berman, 1997) e, além disso, para o tratamento de LV os efeitos toxicos sdo maiores
em relagdo aos antimoniais, havendo exacerbagio dos efeitos ja citados e a incidéncia

de taquicardia e hiperglicemia (Berman, 1997).
1.5.5. Miltefosina e alquilfosfolipideos

Os alquilfosfolipideos (ALPs), ou analogos de fosfolipideos sdo uma nova classe
de drogas que tem mostrado uma ampla atividade neoplasica (Croft & Yardley, 2002).
Muitos tipos de ALPs foram sintetizados, porém quatro compostos ja se encontram em
uso no tratamento clinico experimental contra o céncer: miltefosina, edelfosina,
ilmofosina e SR162-834 (Croft ef al., 1996).

Miltefosina é uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente para o
tratamento do cancer (Unger ef al., 1989).

A atividade leishmanicida foi relatada pela primeira vez em 1987 por
Achterberg & Gercken, que descreveram a atividade de alquilglicerofosfocolinas contra
promastigotas de L. (L.) donovani. Em margo de 2002, este farmaco foi aprovado com
resultados promissores para ser utilizado na India no tratamento de pacientes com
leishmaniose refrataria ao tratamento convencional com antimoniais (Siﬂdermann et al.,
2003) e atualmente desponta como a melhor alternativa para o tratamento da

leishmaniose visceral uma vez que pode ser administrada por via oral (Sundar et al.,



1999), com cura superior a 95% na dose de 2,5 mg/kg/dia durante quatro semanas. No
tratamento de LC, estudo na Coloémbia, pacientes receberam 2,5 mg/kg/dia entre trés e
quatro semanas, com cura de 94% (Soto, 2001).

Experimentos realizados in vitro e in vivo mostram a eficacia deste fArmaco para
o tratamento da infec¢do por L. (L.) donovani (Croft et al., 1996; Le Fichoux et al.,
1998) sendo ativo in vitro contra promastigotas e amastigotas, com eficidcia maior nas
amastigotas, provavelmente por promover o aumento de estresse oxidativo do
macréfago.

O mecanismo de acfio deste farmaco na leishmaniose ainda é bastante
controverso. E possivel que, além de atuar em tumores ¢ em Leishmania induzindo a
apoptose (Paris et al., 2004) também atua alterando as vias de sinalizagdo celular
mediadas por lipideos (Arthur & Bittiman, 1998). Outros estudos sugerem que este
farmaco possui propriedades imunomodulatérias (Eue et al., 1995).

Pacientes respondem pobremente aos antimoniais, logo este farmaco poderia ser
uma alternativa para o tratamento de pacientes imumossuprimidos, ja que sua a¢do ndo
esta relacionada ao estado imunologico do hospedeiro, porém ja foi relatada a
resisténcia a este composto, além de alta toxicidade ¢ efeitos adversos tais como
alteragdes cardiacas, renais, pancreaticas e hepaticas, dificultando assim, a adesdo ao

tratamento (Croft ez al., 2006; Perez-Victoria et al., 2006).
1.5.6. Alopurinol

O Alopurinol é analogo de purina, atuando como substrato para varias enzimas
destas bases nitrogenadas, capaz de inibir diferentes enzimas de sua sintese, sendo
incorporada ao acido nucléico do parasito. Quando utilizado isoladamente mostrou-se
ineficaz (Sampaio, 1997), porém ao ser associado aos antimoniais, apresentam efeito
sinergistico favoravel.

Na Col6mbia, a associag@o de alopurinol ao glucantime e ao pentostam mostrou-
se superior a agfo dos antimoniais utilizados isoladamente no tratamento da LC
(Martinez et al., 1997). O glucantime associado ao alopurinol também foi eficaz no

tratamento de pacientes com LC refrataria no Ird (Momeni & Aminjavaheri, 2003).



1.5.7. Azois

S3o representados pelos imidazdis como o cetoconazol, itraconazol e fluconazol
o0s quais exercem sua a¢do bloqueando a sintese de ergosterol, importante esterdide de
membrana dos fungos ¢ de Leishmania sp. Os imidazois apresentam diferentes efeitos
em diferentes espécies de Leishmania. O itraconazol e o cetoconazol, assim como a
miltefosina sdo administrados por via oral, ¢ apresentam-se efetivos para pacientes
infectados por L. (L.) mexicana, ndo apresentando a mesma eficcia para os pacientes
infectados pela L. (V.) brazilensis (Sotiropoulos & Wilbur, 2001). O fluconazol foi
usado com sucesso em combinagdo com o alopurinol no tratamento de pacientes com
LV (Yoshida et al., 1987) ¢ também tolerado por pacientes com LC causada por L. (L.)
major. Como a maior parte de lesGes acometidas por L. (L.) major sdo curadas sem o
tratamento, decisdes quanto a administra¢io de fluconazol, devem considerar o prego da

medicagdo e a capacidade do paciente para aderir ao tratamento (Beach er al., 1988).
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1.5.8. Azitromicina

Experimentos realizados in vitro ¢ em camudongos mostraram a eficiéncia da
azitromicina contra L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi (Sampaio
et al., 2006). Em estudos realizados em Manaus, apesar da sua facil administragdo via
oral, o farmaco teve baixa eficiéncia na LC e foram observados efeitos colaterais como
a diarréia, dor abdominal, cefaléia e nauseas, porém em Minas Gerais a LC teve cura de

85% sem recidiva durante 14 meses apos o tratamento (Silva et al., 2004).
1.5.9. Diamino-difenil-sulfona (Dapsona ®)
Utilizada com sucesso na LC do Velho Mundo, mas ndo demonstrou vantagens

em curto prazo sobre o antimonial no tratamento da infecgdo por L. (V.) braziliensis

(Mechan-Hamann et al., 1988).



1.6. PRODUTOS NATURAIS

O Brasil é o pais com maior diversidade vegetal do mundo, contando com mais
de 55.000 espécies de um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies no planeta.
Varias dessas espécies sdo endémicas de uma regido e ainda ndo foram avaliadas do
ponto de vista fitoquimico e farmacologico (Simdes & Mariot, 2003).

As plantas sdo uma das principais fontes de produtos naturais biologicamente
ativos apresentando-se eficazes no tratamento de algumas doengas. Estes produtos
podem ser obtidos através da utilizagdo da propria planta ou pelo isolamento de
modelos estruturais para o desenvolvimento de novos derivados modificados que
possuam uma maior atividade e/ou menor toxidade (Caniato et al., 2003).

Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS 11% sdo originadas
exclusivamente de plantas e grande parte sdo drogas sintéticas obtidas de precursores
naturais (Rates, 2001). Atualmente estima-se que os produtos naturais direcionem o
desenvolvimento de 44 % de todas as novas drogas (Caniato et al., 2003).

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta anualmente cerca de US$ 20
bilhdes, sendo US$ 1,5 bilhdes s6 no Brasil (Pinto et al., 2002). Cerca de 30% dos
medicamentos desenvolvidos nos paises de Primeiro Mundo sdo provenientes de
recursos naturais € tem menores custos quando comparados aos obtidos por processos
de sintese, uma vez que aqueles obtidos de plantas usadas na medicina popular ja t€ém
propriedades conhecidas € muitos deles ja sdo usados na forma de medicamentos
fitoterapicos (Calixto, 2005).

No caso de paises em desenvolvimento como o Brasil, que ainda ndo dispdem
de estimulos para a implantagdo da tecnologia em quimica fina e farmacéutica, as
pesquisas com produtos naturais assumem um papel importante, uma vez que a
probabilidade de se encontrar novas moléculas farmacologicamente ativas € maior
através do estudo dos produtos naturais do que por sintese quimica (Lapa, 1995).

O valor dos produtos naturais, especialmente das plantas medicinais, para a
sociedade e para a economia mundial ¢ muito significativo. Estima-se que 60 a 80% da
populagdo, sobretudo de paises em desenvolvimento ainda confiam no poder
terap€utico de plantas medicinais e delas utilizam-se, empiricamente, para o tratamento
de suas doencas (OMS, 2003). O empirismo na utilizagdo de partes das plantas como

caule, raizes, folhas, sementes e/ou frutos enquanto recurso medicinal tem demonstrado
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eficiéncia na cura de diversos males da populagdo, suscitando assim grande interesse no
estudo cientifico destas plantas assim como de suas propriedades terapéuticas.

Estudos tém demonstrado que varias plantas apresentam atividade contra
Leishmania (Torres-Santos et al., 1999; Bezerra et al., 2006, Moreira et al., 2007) assim
como metabdlitos secundarios tais como alcaldides, terpendides, flavondides, e lactonas
sesquiterpénicas, que outrora foram considerados inativos, sdo hoje ferramentas
importantes no tratamento e investigagdo clinica, sendo descritos na literatura como
eficazes na atividade leishmanicida (Iwu et al., 1994; Queiroz et al., 1996; Torres-
Santos et al., 1999; Kam et al., 1999; Rocha et al., 2005).

Extratos de plantas j4 vém sendo usados no tratamento da leishmaniose,
principalmente na forma cutinea. Um alcaldide, a berberina, encontrado em vérias
familias vegetais foi muito estudado para o tratamento de LC com o primeiro relato
datado de 1911. A confirmagdo desses resultados foi dada por Vennerstrom e
colaboradores em 1990 com a atividade de berberina contra hamsters infectados com L.
(L.) donovani & L. (V.) panamensis. Segundo Founet et al. (1992) e Moreira et al.
(2002), o uso de plantas no tratamento da LTA € uma prética antiga entre as populagdes
de areas endémicas, porém esses tratamentos sdo empiricos € pouco se sabe sobre sua

real eficacia, uma vez que na LTA pode apresentar a cura espontanea das lesoes.



1.7. CHALCONAS

Na familia Myrtaceae os flavondides estdo amplamente distribuidos, incluindo
também, apesar de poucos trabalhos encontrados na literatura, a ocorréncia no género
Myrcia (Gottlieb ef al., 1972; Matuda et al., 2002; Fehlberg, 2006). Esta familia
apresenta muitas espécies que produzem frutos carnosos, muito apreciados pela
populagdo. Entre as familias utilizadas para fins medicinais no Brasil, a familia
Myrtaceae ocupa o terceiro lugar (Cruz er al., 2004). Na medicina popular, estas
espécies sdo utilizadas pela populagdo brasileira no tratamento de diversas
enfermidades, destacando-se  antidiabéticos, anti-reumdticos,  anti-diarréicos,
adstringentes, antiinflamatorios € no tratamento de ulceras cronicas, hemorragias, febre,
cistite e uretrite, propriedades atribuidas a presenga de alguns compostos tais como
flavondides como na sua constituigio.

Os flavondides constituem um grupo de derivados fenolicos amplamente
distribuidos no reino vegetal, sendo que vérios desses apresentam colorag@o intensa,
variando de purpura a amarelo. S3o constituintes de alguns frutos, flores e folhas
funcionando como atrativo para polinizadores, favorecendo, assim, a reprodugdo das
espécies. Nessa classe de produtos naturais, mais de 6000 estruturas sdo conhecidas
podendo ser encontrados tanto na forma livre (agliconas) como conjugada com agticares
(glicosideos). Em geral, estes compostos podem ser encontrados nos vaciiolos, embora,
em alguns casos, estejam presentes em cromoplastos e outros plastidios de células
vegetais.

Em fungdo das diferentes propriedades associadas aos flavonoides, existe um
interesse econdmico nestes compostos, sobretudo por estarem associados & atragdo de
polinizadores, bem como processos de tanagem do couro ¢ manufatura do cacau, além
de sua contribuigdo na nutricdo e sabor dos alimentos (Simdes et al., 2003). Vale
salientar que algumas propriedades farmacoldgicas sdo destacadas como as atividades
antitumoral, antiinflamatoria, antialérgica, antiulcerogénica, antivirais, hormonal, anti-
hepatotoxica, antiespasmolitica, diurética, antifingica, bactericida, antiparasitaria,
analgésica, inibidores de enzimas e antioxidante (Peterson ¢ Dwyer, 1998; Harborne e
Willians, 2000), entre outras (Olivella et al., 2001; Rice-Evans & Racker, 2003; Lunardi
et al., 2003; Liu ef af., 2003; Soriano et af., 2004; Yokomizo & Mqrialgi, 2006; Pifiero et
al., 2006; Ferrreira et al., 2006).
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Desta forma, estes compostos contribuem para a prevengdo de importantes
patologias relacionadas ao dano oxidativo, que resulta do acimulo de radicais livres,
substancias que danificam as células. Essa forma de estresse pode ser provocada por
elementos externos, como o tabagismo ou por fatores em nivel celular. Acredita-se que
o dano causado pelo estresse oxidativo contribua para o envelhecimento € o surgimento
de muitas patologias, tais como doengas cardiovasculares, cancer ¢ outras (Harborne,
1992).

Além de outras fungdes biologicas, os flavonodides sdo ativos contra alguns
microorganismos (Weiderbdmer et al., 1990). Pelo menos em alguns casos, a presenga
destas substancias parece servir como uma barreira quimica a invasdo de
microorganismos nas plantas (Harborne, 1977). Flavonodides lipofilicos metilados
podem oferecer prote¢do contra fungos ¢ bactérias por causa da facilidade que eles tém
em penetrar nas membranas plasmaticas (Wollenweber ef al., 1981).

As chalconas, objeto deste estudo, sdo flavondides que apresentam formula
estrutural simples com dois anéis aromaticos interligados por grupamentos carbonila
(Figura 3). Estes compostos podem ser encontrados em varias espécies de plantas e
estdo relacionados a uma ampla atividade farmacoldgica incluindo atividades
bactericidas, antifungicas e imunossupressao (Paula et al., 2005). E importante destacar
que algumas chalconas e flavanonas sfo citadas na literatura por sua atividade anti-
AIDS (WU et al., 2003), além de apresentarem alta atividade contra os protozoarios
Trypanosoma cruzi, espécies de Leishmania e Plasmodium falciparum, agentes
etiologicos das doengas de Chagas, leishmaniose e malaria, respectivamente (Pifiero ef

al., 2006; Lunardi ef al., 2003; Hermoso et al., 2003; Liu et al., 2003).



H3CO OH

OH O
DC1, R = CHj3
DC2,R=H

Figura 3. Estrutura quimica de Chalconas. Na figura pode-se verificar as chalconas
utilizadas no estudo apresentando como substituinte (R) uma metila (chalcona I) ¢ um

hidrogénio (chalcona II).



34

1.8. ESCANDENINA

A escandenina ¢ um isoflavonoéide, cuja estrutura é mostrada na figura 4. Esta
substancia foi majoritariamente isolada dos extratos hexanico e diclorometinico das
raizes de Deguelia longeracemosa (Tozzi, 1989).

Os isoflavondides constituem uma classe de flavondides com limitada
distribuicdo no reino vegetal, sendo geralmente encontrada na subfamilia
Papilionoideae de Leguminosae. Estas substincias podem ser isoladas de diversas partes
das plantas tais como folhas, sementes, raizes, caules e flores (Dewick, 2002; Wong et
al., 1975).

A atividade biolégica dos isoflavonoides pertencentes a classe das 4-hidroxi-3-
fenil coumarinas, ainda € pouco explorada, mas recentemente constatou-se que a
escandenina possui citotoxidade contra Ariemia salina, apresentando concentra¢do
inibitéria de 50%(1Cso) de 4,31 pg /mL e também atividade anti- microbiana diante das
bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subtillis (Moraes, 2000).

Nos ensaios de atividade antimalarica in vitro contra P. falciparum
desenvolvidos no Centro de Pesquisa René Rachou-CPqRR/ FIOCRUZ-MG, o extrato
hexanico e a substincia escandenina dele isolada demonstraram ser ativos in vitro
contra este protozoario com ICsy de 0,35 pM, sendo mais efetivo do que a cloroquina
cujo ICs foi de 13,9 uM (Branddo et al., 1997; Souza -Neta, 2003).

A atividade leishmanicida da escandenina ainda ndo foi referida na literatura
disponivel confirmando o ineditismo desta atividade. Tal estudo contribui como mais
uma potencial alternativa nas avaliagdes in vitro da conteng¢do da proliferagio celular de

protozoarios como a Leishmania.



Figura 4. Estrutura quimica da Escandenina.



2. JUSTIFICATIVA

De acordo com a OMS (2003) as espécies vegetais sdo as melhores € maiores
fontes de farmacos para a humanidade.

Estudos etnobotanicos tém demonstrado o uso popular de plantas no tratamento
das leishmanioses tanto por via oral, como na aplicagdo topica nas lesdes cutlneas
(Franga ef al., 1993; Mathias et al., 1993; Moreira et al., 2002). Além disso, extratos
derivados de plantas do mediterrdneo como a Cistus creticus mostraram-se eficazes no
tratamento de infec¢do por L. (L.) donovani (Fokialakis et al., 2006). Tanshinones,
pigmento vermelho presente em raizes secas de Salvia miltiorrhiza (China) é uma
tradicional droga utilizada na medicina chinesa no tratamento de LC por L. (L.) major
(Sairafianpour et al, 2001 e 2003). Brandio et al (2006), demonstraram que extratos das
espécies Hypltis crassifolia e Myrcia ferruginea coletadas da flora brasileira na regido da
Chapada Diamantina (Ba), apresentaram-se eficientes na inibi¢do da proliferagdo da L.
(L.) amazonensis.

Outros produtos naturais como as chalconas modificadas, t€ém apresentado efeito
contra a proliferagdo de L. (L.) major e L. (L.) donovani por inibir a enzima fumarato
redutase, enzima que catalisa a redugdo de fumarato em succinato, chave enzimatica
para o metabolismo aerébico de muitos parasitos (Chen et al., 2001). A licochalcona A,
uma chalcona oxidada, isolada de uma planta chinesa Glycyrrhiza glabra, mostrou o
seu efeito inibitdrio no crescimento de prosmatigotas € amastigotas de L. (L.) major e L.
(L.) donovani (Chen et al., 1993). A 2,6-dihidroxi-4-metoxi chalcona, também se
apresentou como inibidor da proliferagdo de prosmatigotas e amastigotas in vitro de L.
(L.) amazonensis (Torres-Santos ef al., 1999).

A escandenina, substincia isolada dos extratos das raizes de Deguelia
longeracemosa foi eficaz na inibigdo da proliferagdo de P. falciparum (Brandao et al.,
1997).

Sendo assim, o estudo de fitofarmacos vem ganhando cada vez mais espago nos
centros de pesquisa, uma vez que a propria historia demonstra que intimeras plantas sdo
popularmente utilizadas através de infusdes (chds) que consagraram os efeitos
microbicidas resultantes do empirismo e, cuja comprovacéo, fora obtida posteriormente

pela ciéncia, reforgando o intuito de resolver problemas de satde publica no Brasil.
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3. OBJETIVOS:

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de produtos naturais como uma alternativa farmacoldgica sobre a

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Awvaliar a eficiéncia a de chalconas 1 (2°,6’-diidroxi-3’,5’-dimetil-4’-metoxichalcona)
e Il (2°,6’-diidroxi-3’-metil-4’-metoxichalcona) e da escandenina sobrevivéncia €
proliferagdo das formas promastigotas de L (L.) amazonensis;

- Determinar a suscetibilidade parasitaria (ICso) através de ensaios de proliferagdo de
promastigotas de L.(L.) amazonensis;

- Avaliar o efeito citotoxico de chalconas I e Il e escandenina em culturas de
esplenocitos.

- Elucidar os mecanismos de agdo leishmanicidas dos compostos testados por

microscopia eletrénica de transmissio e varredura.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Camundongos Balb/C, fémeas (4-6 semanas) foram criados e mantidos com
agua e ragdo comercial balanceada ad libitum no biotério do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz (CPqGM — FIOCRUZ).

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Animal do CPqGM —
FIOCRUZ, com o niimero de protocolo 028.

4.2, Obtengio de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

A cepa de escolha foi MHOM/Br/75/Josefa de L. (L.) amazonensis, isolada pelo
Dr. C. A. Cuba-Cuba (Universidade de Brasilia), de caso de leishmaniose tegumentar.
Os parasitos foram mantidos em meio Warren modificado (infuséo de cérebro e coragdo

bovino, acido folico e hemina), suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 24°C.

4.3. Obtencio dos farmacos

A escandenina foi isolada da Deguelia longeracemosa na Mata de Tabuleiro de
Linhares, ES e cedida pela Dra L. Souza-Neta (UFBA).

As chalconas 1, 11 e flavonas foram obtidas pelo Grupo de Estudo de Produtos Naturais
(GESNAT) do Instituto de Quimica da Universidade Federal da Bahia.

As chalconas | e Il foram coletadas pelo doutorando Paulo Daniel Silva no Parque
Metropolitano do Abaeté - Salvador-BA (em 25/08/2005) e as flavonas foram coletadas
no mesmo local (em 14/02/2004) pela doutoranda Isley Fehlberg. Ambos os farmacos
foram extraidos a partir do extrato diclorometdnico da folha da espécie Myrcia
guianensis, foram identificados pela botanica Prof* Maria Lenise Silva Guedes do
Instituto de Biologia — UFBA e registrada no Herbério “Alexandre Leal Costa” do
Instituto de Biologia da UFBA sob os nimeros ALCB 61332 ¢ 65625 respectivamente.



4.4. Medidas de proliferacio celular

Nos experimentos realizados foram utilizados inéculos de 5x10° parasitos/ mL.
Os parasitos foram centrifugados por 10min em uma rotagdo de 2.500 g. Apos este
tempo descartamos o sobrenadante, as células foram ressuspensas em ImL de meio
Warren e contadas em camaras de Neubauer. Os parasitos foram incubados, a 24 °C, em
presenga ou auséncia das chalconas e escandenina e o crescimento verificado a cada 24

horas.
4.4. Avaliacido da citotoxicidade em linfocitos

Inéculos de 1 x 10° esplendcitos obtidos de camundongos Balb/C foram
incubados em meio RPMI completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino € 10
pL de [*H]-timidina/ pogo, de forma a obter uma concentragdo de 1 puCi/ pogo, em
presenga ou auséncia do farmaco. Apds 24 horas, as células foram coletadas para

contagem de radioatividade incorporada através do contador B Matrix 9600.
4.5. Microscopia Eletronica de Transmissio

As células pré-tratadas com os produtos naturais de escolha foram lavadas duas
vezes em salina tamponada com fosfato (PBS). Apos a Gltima lavagem o sobrenadante
foi descartado, as células foram fixadas em glutaraldeido 2,5 %, em tamp@o cacodilato
0,IM e 0,2M, 4cido picrico, pH 7,2 durante | hora, a temperatura ambiente. Apos a
fixagdo, as amostras foram lavadas em tampdo cacodilato 0,1M duas vezes e pds-fixada
em solugiio de tetroxido de o6smio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8%, no mesmo
tampdo, ao abrigo da luz. A seguir as células foram lavadas com cacodilato 0,1M,
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (30-100 %) com duragdo de 10
min cada.

Resina epdxi Polybed (Polysciences) foi utilizada para a infiltragdo das células.
Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo e coletados em grades de cobre de
malha 400 As células foram contrastadas com citrato de chumbo 15% p/v e acetato de
uranila 7% p/v e os cortes foram observados ao microscopio eletrdnico de transmissdo

Zeiss 109 a 80kV.
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4.6. Microscopia eletronica de varredura

As células pré-tratadas com os produtos naturais de escolha foram lavadas com
PBS e fixadas como descrito acima. Apds a fixagdo, as amostras foram lavadas no
mesmo tampéo e as células foram aderidas sobre laminulas pré-cobertas com solugdo de
poli-L-lisina por 1 hora. Como descrito acima as células foram pds-fixadas por 1 hora
no escuro ¢ lavada trés vezes em caco 0,1 M. Em seguida as células foram desidratadas
com etanol em series crescentes (30-100%) com duragdo de 10 min. cada. Apds
desidratagdes as amostras foram submetidas a secagem pelo método do ponto critico.
As laminulas foram fragmentadas e montadas em suportes metalicos e estes submetidos
a uma pressdo de argbnio de 0,1 mBAR para metalizagdo. As amostras foram

observadas em microscépio de varredura JEOL JSM 5310.

4.7. Analise estatistica

Os dados obtidos estdo representados como médias + desvio padrdo ¢ foram
analisados estatisticamente pelos testes ¢ de Student ou ANOVA e pés-teste de Tukey
com nivel de significdncia de p < 0,05. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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5. RESULTADOS

5.1. Triagem dos Produtos Naturais

Inicialmente, foi realizado uma triagem com flavona, flavanona, chalcona I,
chalcona Il e escandenina na concentragdo de 50uM para avaliar a suscetibilidade
parasitaria através de ensaios de proliferacdo de promastigotas de L.(L.) amazonensis.
Verificou-se uma inibi¢do de 100% para a chalcona I e escandenina € uma inibigdo
superior a 60% para a chalcona II. Flavona (6,8-dimetil-5,4"-diidroxi-7,3"-
dimetoxiflavona) e flavanona (6,8-dimetil-5,4"-diidroxi-7-metoxiflavanona)
apresentaram um percentual de inibi¢do em torno de 40%. O pentostam ndo apresentou
diferencga estatisticamente significante na proliferagéo celular em relagdo aos controles.

A partir desta etapa, as demais avaliagdes prosseguiram com as drogas que
apresentaram inibi¢do de pelo menos 60%, em virtude da possibilidade de se verificar

toxicidade em células de mamiferos em concentragGes muito elevadas.

2.0x108
&3 Controle
, 1.5x10° EE8 DMSO
£ el E3 Pentostam 50puM
S 1.00°- D Flavona 50puM
3 - Flavanona 50uM
O 50405 - Chalcona | 50pM
ok % e BB Chalcona Il 50puM
0- — — Escandenina 50uM

Figura 5. Triagem dos produtos naturais. Promastigotas de L. (L.)
amazonensis incubados por 48 horas com flavondides em concentragdo de
50uM. Houve uma diferenga estatisticamente significante entre o controle ¢ as

células tratadas com flavona, flavanona, chalconas I e I e escandenina (*** p<
0,001).



5.2. Efeito inibitorio de Chalconas e Escandenina na proliferacio de promastigotas

de Leishmania (L.) amazonensis.

Para avaliar a atividade inibitoria dos produtos naturais na proliferacdo celular
de L. (L.) amazonensis foram realizados experimentos de dose-resposta em um periodo
de incubagdo de 48 horas nas concentragdes de 2,5; 5,0 ; 25; 50 e 75 uM das chalconas |
(Figura 6) e chalcona Il (Figura 7). Para escandenina as concentragdes avaliadas foram
de 2,5;5,0;7,5;10 e 15 uM (Figura 8).

A chalcona I foi mais eficaz em relagdo a chalcona Il na concentragio de 25uM,
apresentando inibigdo de 89% e 55,6%, respectivamente. A escandenina promoveu a
inibi¢do da prolifera¢do do protozoario superior a 60% na concentragdo de 7,5uM.

O valor de ICsy da chalcona [ foi de 8,6 uM, enquanto a chalcona Il apresentou
valor de 22 pM. Ja a escandenina apresentou ICsy de 5,5 uM o que confirma a
superioridade deste composto em relagdo as chalconas. E possivel observar um aumento
da atividade leishmanicida com a elevagio das concentragbes destes compostos

evidenciando um efeito dose-dependente.
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2.0x10°
3 controle

1 5x106_ —— @ ContrOIe DMSO
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E chalcona | 2,5uM
2 1004 = chalcona | 5uM
% @Bl chalconal 25uM
O 50x10°4 ®® chalcona | 50uM

ok Il chaiconal 75uM
0— - *kk kkk

IC 50 = 8,6 pM

Figura 6. Avaliacio da suscetibilidade pardsitaria através de ensaios de
proliferacao celular. Promastigotas de L. (L.) amazonensis incubados por 48 horas
com diferentes concentra¢des de chalcona I. Houve uma diferenga estatisticamente

significante entre o controle e as células tratadas com chalcona I (*** p< 0,001).
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5
6.0x10° - n controle
§ 5.0x105 = Fokk E3 DMSO
E 4.040°+ b &3 chaicona 1l 2,5uM
g 3.0x10° - whk chalcona Il 5uM
% 20,405 < = *ohk 1.1 chalcona Il 25uM
o - o ++ B chalcona !l 50uM
1.0<10¢ - P ED chalcona Il 75uM
o o fi

IC 50 — 22,0 uM

Figura 7. Avaliagio da suscetibilidade parasitiria através de ensaios de
proliferagcdo celular. Promastigotas de L. (L.) amazonensis incubados por 48 horas
com diferentes concentragdes de chalcona Il. Houve uma diferenga estatisticamente

significante entre o controle ¢ as células tratadas com chalcona H (*** p< 0,001).
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2.5x10°+
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_gl 1 541054 escandenina 2,5uM
» i escandenina 5 uM
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5.0x10%1 EE escandenina 15uM
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Figura 8. Avaliacdio da suscetibilidade parasitiria através de ensaios de
proliferacio celular. Promastigotas de L. (L.) amazonensis incubados por 48 horas
com diferentes concentragdes de escandenina. Houve uma diferenca estatisticamente

significante entre o controle e as células tratadas com escandenina a partir da

concentragdo 2,5 pM (*** p<0,001).
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5.3. Avaliagao da citotoxicidade em esplendcitos in vitro.

Com o objetivo de investigar os efeitos citotoxicos da escandenina e das
chalconas 1 e Il em culturas de esplendcitos foi realizada a extragdo do bago de
camundongos BALB/c para avaliarmos a incorpora¢do de timidina tritiada por essas
c€lulas, num periodo de 24 horas. A chalcona | ndo apresentou citotoxicidade
estatisticamente significante em esplendcitos em concentragdes abaixo de 336,0 uM. Ja
a chalcona 1l apresentou maior citotoxidade, com diminuigdo significativa da
incorporagdo de timidina em valores acima de 39,12 pM. Em esplendcitos tratados com
escandenina ndo foi verificada uma diminuigdo significativa na incorporagdo de

timidina em concentragdes menores que 153,33 uM.
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B3 controle
**  EE3 chalconal 4,15uM
&3 chaiconal 12,44uM
@ chalconal 37,3uM
chaiconal 112uM
chalconal 336uM

[H3] Timidina

Figura 9. Avaliaciio da citotoxicidade da Chalcona I em esplendcitos in vitro. Apods
24 horas de incubagdo ndo houve uma diferenga estatisticamente significante entre o
controle e as células tratadas com a chalcona | nas concentragdes de 4,15 uM, 12,44
uM, 37.3 uM e 112,0 uM. Houve apenas diferenga estatisticamente significante na
concentragdo de 336,0 uM (*** p<0,001).
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30001

- 38 controle
© *** g3 chalcona Il 4,35uM
< 2000+ E3 chalcona Ii 13,04uM
E @ chalcona Il 39,12uM
,,,': chalcona Il 117pM
x 10007 chalcona Il 352uM
Fig
ura 0-

10. Avaliagdo da citotoxicidade da Chalconas II em esplenocitos in vitro. Apos 24
horas de incubagdo ndo houve uma diferenga estatisticamente significante entre o
controle ¢ as células tratadas com a chalcona Il nas concentragdes de 4,35 uM e 13,04
uM. A partir da concentragdo 39,12 uM houve diferenga estatisticamente significante
(** p<0,01 e *** p<0,001).
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Figura 11. Avaliag¢do da citotoxicidade da escandenina em esplendcitos in vitro.
Apés 24 horas de incubagdo pode-se observar que ndo houve uma diferenga
estatisticamente significante entre o controle e as células tratadas com escandenina nas
concentragdes de 5,68 pM, 17,04 uM e 51,11 pM. A partir da concentragio de 153,33

uM houve diferenga estatisticamente significante (** p<0,01 € *** p< 0,001).
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5.4. Avaliac¢io dos efeitos dos compostos Escandenina e Chalcona I e II através da

Microscopia de Varredura.

Para entender melhor os efeitos da escandenina e das chalconas I e Il em
promastigotas de L. (L.) amazonensis, nés incubamos as células em auséncia e presenga
de 8,6 uM da chalcona 1, 22 pM da chalcona Il e 5,5 pM da escandenina por 24 horas.
As células controle apresentaram morfologia sem alteragido na superficie de membrana
(Figura 11 A-C). Os tratamentos com as chalconas | e Il e escandenina promoveram
alteragdes na morfologia dos parasitos com corrugagio de superficie e desorganizagio da
arquitetura celular (Figura 12, 13 e 14). Nas figuras 12 (A) 13 (B e D) e 14 (C) foram
observados processos de divisdo celular, caracterizado ndo apenas pela lobulagdo do

corpo celular do parasito, como também pela presenca de duplicagdo flagelar.



Figura 12. Controle de formas promastigotas de L. (L.). amazonensis. (A-C)
Células controle apresentando morfologia normal, sem alteragdo na superficie

celular.
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Figura 13. Alteragdes morfologicas em promastigotas de L. (L.) amazonensis induzidas
pelo tratamento com chalcona I em uma concentrag@o de 8,6 uM por 24 horas. Em A-D
notamos alteragio na morfologia dos parasitos com corrugagio de superficie e
desorganizagdo da arquitetura celular. Foram observados parasitos durante a citocinese (D),
caracterizada pela lobulagio do corpo celular do parasito. Foram observados perda do
contetdo citoplasmatico do parasito, indicada pela grande redugdo do volume do corpo

celular (B — D).
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Figura 14. Alteragdes morfolégicas em promastigotas de L. (L.) amazonensis induzidas
pelo tratamento com chalcona Il em uma concentragéo de 22 uM por 24 horas. Em A-D
notamos alteragdo na morfologia dos parasitos com iniimeras conrrugagdes na
superficie celular do parasito. Varias células exibiram componente citoplasmatico,
(Figuras A, B e D), presumivelmente evidenciando necrose dos parasitos tratados. Nas

figuras B e D sdo observados processos de divisdo celular.
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Figura 15. Alteragdes morfologicas em promastigotas de L. (L.) amazonensis induzidas
pelo tratamento com escandenina 5,5 pM por 24 horas. Em A, B, C e D foi observado
alteragdo na morfologia dos parasitos, com corrugagdo de superficie e desorganizagio da
arquitetura celular. A redugdo do volume celular (Figuras. A-C, setas) indica perda do

conteudo citoplasmatico, provavelmente em processo necrotico.
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5.5. Avaliacio ultraestrutural dos efeitos dos compostos Escandenina e Chalconas

1 e I através da Microscopia Eletronica de Transmissio

Para entender melhor os efeitos da escandenina e chalconas 1 ¢ Il em
promastigotas de L. (L.) amazonensis, nds incubamos as células em auséncia e presenca
de 8,6 uM de chalcona I, de 22 uM de chalcona Il e de 5,5 uM de escandenina por 24
horas. Células controle apresentam ultraestrutura normal (Figuras. 16 A ¢ B). O
cinetoplasto, a bolsa flagelar (Figura. 16 B), o complexo de Golgi e o reticulo
endoplasmaético foram observados (Figura. 16 A). Em parasitos tratados com chalcona I
na concentragdo de 8,6 uM por 24 horas foi observado alteragdo mitocondrial, com
presenga de fragmentos de DNA (Figura. 17A), dilatagdo do reticulo endoplasmatico
(RE) (Figura. 17B), e amplas invaginagdes de membrana ddo aspecto estrelados as
secOes transversais dos parasitos (Figura. 17D).

O tratamento das células com a chalcona Il na concentragdo de 22 uM por 24
horas induziu a dilatagdo do complexo de Golgi (G), alteragdo da mitocondria, com
presenga de tragos de DNA (Figura. 18A), dilatagdo do cinetoplasto (K) (Figuras 18B,
C, D); presenga de inclusdes lipidicas (Figura 18B, L) e dilatagdo da bolsa flagelar
(Figura. 18D). Ja na ultraestrutura de parasitos tratados com escandenina na
concentragdo de 5,5 uM por 24 horas, observamos além de alteragdo mitocondrial

(Figura. 19A) alteragdo na bolsa flagelar (Figura. 19D).
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Figura 16. Avaliacio ultraestrutural de formas promastigota L. (L.) amazonensis.
(A) e (B) Células controle apresentando ultraestrutura normal. Estdo bem caracteristicos
o cinetoplasto (K), flagelo (F) e corpusculo basal (*). Mitocdndria (M), bolsa flagelar
(B F), Complexo de Golgi (G).



57

Figura 17. Alteragdes ultraestruturais de parasitos tratados com chalcona I na
concentragdo de 8,6 uM por 24 horas. O tratamento induziu alteragdo da mitocdndria,
com presenga de fragmentos de DNA (seta); (A), dilatagdo do reticulo endoplasmatico
(RE) (B) e amplas invaginagdes de superficie, produzindo um perfil transversal

asteromorfo (D).
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Figura 18. Alteragdes ultraestruturais de parasitos tratados com chalcona II na
concentragdo de 22 pM por 24 horas. O tratamento induziu a dilatagdo de cisternas de
golgi (G), dilatagdo de um compartimento delimitado por membrana contendo um
material amorfo eletrodenso, possivelmente de natureza lipidica e uma area
eletronlucente (seta) contendo um material filamentoso possivelmente remanescente do
kDNA (A), dilatagdo e redugdo da eletrondensidade do cinetoplasto (K) (B, C e D) e
presenga de inclusdes lipidicas capazes de deformar substancialmente os parasitos (B,
L).
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Figura 19. Alteragdes ultraestruturais de parasitos tratados com escandenina na
concentragdo de 5,5 pM por 24 horas. O tratamento induziu alteragdo da mitocondria
(A), formagdo de volumosas inclusdes lipidicas associadas com o reticulo
endoplasmatico (*B), aparecimento de cisternas de membrana aparentemente do
reticulo endoplasmatico englobando porgdes do citoplasma (seta, B) e reducdo da
densidade do DNA mitocondrial (K) e dilatagdo da bolsa flagelar (BF, C e D).
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6. DISCUSSAO

Como referido anteriormente, a terapéutica para as leishmanioses apresenta
varios efeitos colaterais, sobretudo em fungdo da composi¢do dos farmacos atualmente
utilizados, além das dificuldades de administragio destes. Com isso, muitas
investigagbes tém sido incentivadas para a busca de novos compostos que aliem a
facilidade de administra¢do, o baixo custo e redugdo dos efeitos adversos advindos da
terapéutica. Neste interim, os produtos naturais constituem ferramentas valiosas
utilizadas pelas ciéncias e industria farmacéutica em fungdo de ja apresentarem
propriedades relatadas pelo empirismo das comunidades.

Neste estudo pode-se comprovar em triagem a eficiéncia na inibi¢do da
prolifera¢do de L. (L.) amazonensis por compostos flavondides confirmando os relatos
cientificos acerca do seu potencial microbicida (Peterson e Dwyer, 1998; Harborne ¢
Willians, 2000; Olivella et al., 2001; Lunardi et al., 2003; Liu et al., 2003; Rice-Evans
& Packer, 2003; Soriano et al., 2004; Yokomizo & Moriaki, 2006; Ferreira et al., 2006;
Pifiero et al., 2006). Verificamos que todos os farmacos avaliados apresentaram-se mais
eficientes na inibigdo da proliferagdo de Leishmania na concentragdo de 50 uM do que
relagio ao pentostam, droga de primeira escolha no tratamento. Tal fato traz a
motivagdo de que estes compostos possam ser referidos como potenciais para avaliagdes
em amastigotas e in vivo.

A chalcona I e a escandenina inibiram completamente a capacidade proliferativa
de promastigotas de Leishmania na concentragdo de 50 uM em 24 horas, bem como
produziram modificagdes ultraestruturais. A chalcona I, apesar de ter apresentado uma
inibicdo de 67 % nestas condigdes também pode ser considerada promissora, uma vez
que sua estrutura se assemelha a da chalcona | e tal fato traz possibilidades, ainda ndo
reveladas neste estudo, de que outros substituintes agregados a sua configuragdo
espacial possam potencializar seu efeito leishmanicida.

O potencial leishmanicida do grupo das chalconas € bastante conhecido na
literatura (Lunardi et al., 2003; Hermoso et al., 2003, Liu et al., 2003; Wu et al, 2003;
Pifiero et al., 2006). Contudo, vale ressaltar que as chalconas abordadas neste estudo
tem atividade leishmanicida inétida.

A escandenina, por sua vez, € um farmaco da classe dos isofiavondides. Além
disso, € importante destacar que, assim como as chalconas avaliadas neste estudo, a

acdo leishmanicida da escandenina nunca foi mencionada na literatura cientifica.
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A avaliagdo da suscetibilidade parasitaria revelou efeito dose-dependente das
chalconas I e II e escandenina sendo que a chalcona | foi mais eficaz em relagdo a
chalcona Il na concentragdo de 25 pM, apresentando inibigdo de §9% e 55,6%,
respectivamente. Tal constatagdo pode ter sido devido a diferenga de polaridade que
existe entres estes compostos com a chalcona | apresentando como substituinte o radical
metil no carbono 5, enquanto a chalcona Il apresenta na mesma posigdo um hidrogénio,
contribuindo para uma maior difusdo deste composto pela membrana plasmatica do
parasito e pela permeabilidade pode, presumivelmente atingir o compartimento
citoplasmatico e afetar sua viabilidade. De acordo com Liu et al. (2003), o potencial
leishmanicida das chalconas pode estar relacionado com a presenca de hidroxilas na
cadeia aromatica 1B tornando-as mais lipossoluveis.

A proliferagdo do protozoario foi comprometida em 60% nos testes com
escandenina na concentragdo de 7,5 uM, sendo que a maior concentragdo testada (15
pM) inibiu 100%. Tendo em vista sua capacidade de inibigdo proliferativa aqui
avaliada, pode vir a constituir mais uma possibilidade terapéutica no arsenal de drogas
utilizadas para leishmaniose. Além disso, devemos destacar que houve uma diferenga
estatisticamente significante entre o controle e as células tratadas com chalcona | e com
chalcona Il como também entre o controle e as células tratadas com escandenina.

A concentragdo em que os farmacos inibem 50% da proliferagdo celular foi
avaliada, sendo que a chalcona | e a escandenina apresentaram ICsy menor que 10 uM
(8,6 uM e 5,5 uM, respectivamente) e a chalcona Il teve ICso de 22 pM. Nossa
referencia a este evento advém, sobretudo da possibilidade de se realizar ensaios de
combinagdes com as drogas usualmente empregadas o que pode resultar em eventos de
sinergismo e /ou adigdo do efeito ja bem caracterizado dos antimoniais (pentostam e
glucantime) aplicados no tratamento das leishmanioses.

Sabendo-se que os farmacos em estudo apresentam efeito leishmanicida dose-
dependente, avaliamos a citotoxicidade destes em cultura de esplendcitos, sendo que em
esplendcitos tratados com chalcona I ndo foi verificada uma diminui¢do na incorporago
detimidina em células tratadas com até 112 pM, porém na concentragdo de 360 pM,
houve diferenga estatisticamente significativa (*** p<0,001) em relagdo ao controle.
Apesar disso, o valor de ICsy encontrado para promastigotas de Leishmania (i.e. 8,6
uM) estd muito abaixo dos niveis que causam citotoxicidade nestés células de

mamiferos
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Em esplendcitos tratados com a chalcona Il ndo houve uma diferenca
estatisticamente significante entre o controle e as células tratadas com as concentragdes
de 4,35 uM e 13,04 uM, portanto nestas concentragdes ndo houve uma diminuigdo da
incorporagdo da timidina tritiada. Porém, a partir da concentragdo 39,12 uM houve
diferenca estatisticamente significante (** p<0,01 e *** p<0,001), Apesar disso, o valor
de ICsy encontrado para promastigotas de Leishmania (i.e. 22 pM) esta muito abaixo
das concentracdes citotoxicas para células de mamiferos.

Ja em esplendcitos tratados com escandenina ndo foi verificada uma diminuigédo
na incorporagdo de timidina, portanto ndo havendo uma diferenga estatisticamente
significante entre o controle e as células tratadas com as concentragdes de 5,68 pM,
17,04 uM e 51,11 uM. Contudo, a partir da concentragdo 153,33 uM, houve diferenga
estatisticamente significante (** p<0,01) e 460 pM (*** p<0,001), ocorreu uma
pequena diminui¢do da incorporagdo de timidina tritiada. Apesar disso, o valor de ICs
encontrado para promastigotas de Leishmania (i.e. 5,5 pM) esta muito abaixo dos niveis
que provocam citotoxicidade nestas células de mamiferos.

A microscopia eletronica de transmissdo foi utilizada como instrumento para a
elucidagdo dos efeitos microbicidas das chalconas | e Il e escandenina, através da
observagdo da ultraestrutura celular do parasito. Em células tratadas com 8,6 pM de
chalcona 1, 22 uM de chalcona Il ¢ 5,5 uM de escandenina por 24horas observamos
alteragdo da mitocondria, com presenga de fragmentos do kDNA. Este efeito
compromete o metabolismo oxidativo do parasito com a inibigdo do consumo de
oxigénio, produgido do CO, pelo parasita e provavelmente inibigdo da desidrogenase
mitocondrial e da enzima fumarato redutase (FRD). A perturbagdo da homeostase
mitocondrial devido a atividade antiproliferativa destas drogas leva a uma diminuigdo
nos niveis de ATP, podendo levar a uma série de fendmenos com inibigdo da duplicagido
de DNA, transcrigdo e tradugdo. Além disso, a agdo destes compostos sobre a estrutura
e fung¢do mitocondrial tem importancia na quimioterapia, uma vez que esta organela em
Leishmania é afetada por varias drogas com atividade microbicida (Vannier-Santos et
al., 1995; Zhai et al., 1995, Delolorenzi et al., 2001; Rodrigues et al., 2002).

Além da licochalcona A, a paramomicina (Maarouf et al., 1997) e a DMC (2,
6’-diidroxi-4-metoxichalcona), isolada da planta Piper aduncum (Torres-Santos, 1999)
também afetam a viabilidade mitocondrial. .

A literatura revela a a¢do leishmanicida de chalconas (Chen et al, 1993) atuando

principalmente na ultraestrutura de mitocondrias alterando possivelmente o seu
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metabolismo oxidativo com a inibigdo da enzima fumarato redutase (FRD) pela
licochalcona (Chen et al, 2001). Além da licochalcona A, a paramomicina (Maarouf et
al., 1997) e a DMC (2’, 6’-diidroxi-4-metoxichalcona), isolada da planta Piper
aduncum (Torres-Santos, 1999) também afetam a viabilidade mitocondrial.

A FRD ¢é uma enzima ausente em células de mamiferos, presente em algumas
bactérias como a Escherichia coli (Ge et al., 2000), em protozoarios como
Trypanosoma (Christimas et al., 2000) Leishmania (Santhamma, 1995) e helmintos
(Hata-Tanaka et al, 1988), portanto pode funcionar como ferramenta na identificagdo de
drogas contra leishmanioses sem afetar a viabilidade das células de seus hospedeiros
mamiferos.

A FRD é uma enzima chave para o metabolismo energético de Leishmania,
diferente de células de mamiferos em que o succinato € convertido a fumarato pela
succinato desidrogenase e, logo em seguida, em malato pela fumarase para refazer o
acido oxalacético. Em Leishmania o malato volta 4 mitocéndria, onde é convertido em
fumarato pela fumarase € em seguida convertido em succinato pela FRD (Blum, 1994).

Além de alteragdes na mitocondria, a chalcona I promoveu a dilatagdo do
reticulo endoplasmatico (RE) e amplas invaginagdes de superficie, produzindo um perfil
transversal asteromorfo devido, provavelmente, a desestruturagdo do citoesqueleto,
estrutura microtubular, do parasito.

Estudos acerca do efeito de agentes antimicrotubulares mostram a importancia
destes elementos do citoesqueleto enquanto possiveis alvos para compostos
leishmanicidas, uma vez que perturbagdes na arquitetura celular podem interferir na
sobrevivéncia do protozoario. Segundo Havens er a/ (2000) o potencial de agentes
antimicrotubulares, a exemplo do taxol, atua na organizagdo da tubulina leishmanial
inibindo a proliferagdo de promastigotas de L. (L.) donovani, uma vez que a partigdo do
DNA nuclear e a citocinese apresentaram-se comprometidos.

A tubulina é um dos mais abundantes componentes protéicos dos microtiibulos
em Leishmania e os microtlibulos estdo relacionados a diversos eventos celulares tais
como a manutengdo da forma da célula, bem como motilidade celular, mitose e
transporte de organelas (Gull, 2001; Kohl et al., 2003; Dantas et al., 2003).

Aspectos relevantes a organizagdo estrutural do protozoario também foram
referidos no estudo de Borges et al (2005) que utilizou vinblastina como composto
antimicrotubular. Assim, como a tubulina, outros elementos de citoesqueleto, podem ser

alvos para vérias drogas usadas no tratamento de céncer e infecgdes fingicas. A
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elucidagdo de efeitos celulares de conhecidos elementos interferentes da organizagio
dos microtibulos pode ser importante nas avaliagdes de alternativas terapéuticas no
tratamento da leishmaniose.

Vale salientar que as modificagdes da organizagio do citoesqueleto contribuem
para elucidagdo da biologia celular do protozoario mostrando a importincia de
componentes de ordem estrutural do parasito na manutengéo de sua sobrevivéncia.

O tratamento com chalcona Il também induziu a dilatagdo do complexo de golgi
e presenca de inclusdes lipidicas, sugerindo uma possivel alteragdo no trafego de
vesiculas e glicosilagdes de proteinas provenientes do reticulo endoplasméatico rugoso.
O material amorfo eletrodenso observado pode ser produto de autofagia se for reticulo
ou mitofagia ou mitopitose se for KDNA.

Autofagia € um processo utilizado pelas células para requerimento da
homeostasia através da degradagdo do citoplasma ou eliminagdo de organelas
defeituosas. Resposta a condigio de estresse, como por exemplo, limitagio de nutrientes
(Takeshige et al., 1992) e acimulo de proteinas no reticulo endoplasmatico (Yorimitsu
et al., 2006) podem levar a mecanismo de autofagia.

A presenga de inclusdes lipidicas pode ser atribuida a alteragSes na biossintese
de precursores de esterol a exemplo do esqualeno, cujo aumento de sua concentragdo
pode contribuir com o aciimulo de lipidios causando disturbios na membrana celular
(Ryder, 1992). De acordo com Lefurgey (1990), a deposi¢do de lipidios pode ser uma
conseqiiéncia da ruptura e digestio da membrana devido a lipoperoxidagdo causada
pelos radicais livres liberados a partir de disturbios mitocondriais. De acordo com
Ferreira et al. (2006), esta peroxidagdo lipidica atinge todos os componentes celulares,
contudo as membranas celulares sio um dos componentes mais atingidos pelas espécies
reativas de oxigénio. Estes eventos podem contribuir com alteragdes na estrutura e
permeabilidade da membrana levando a perda de seletividade idnica, liberagdo de
conteudo das organelas até a morte celular (Pletjushkina e al., 2006).

O tratamento com escandenina também induziu alteragdo na bolsa flagelar,
sugerindo alteragdes no mecanismo de transporte de vesiculas uma vez que essa € a
Gnica regido responsavel pela exocitose e¢ endocitose em Leishmania (Landfear &
Ignatushchenko, 2001).

A elucidagdo dos efeitos microbicidas de chalconas I e Il e da escandenina foi
possibilitada também pela microscopia eletronica de varredura, através da observagdo

da topografia de superficie celular do parasito. Em células tratadas com 8,6 uM de
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chalcona I, 22 uM de chalcona Il ¢ 5,5 uM de escandenina por 24 horas observamos,
corrugagdo de superficie e desorganizagdo da arquitetura celular. Em células tratadas com
chalcona | observamos também o aspecto estrelado dos parasitos em corte transversal,
possivelmente em decorréncia do colapso do periplasto ocasionado pela perda do
contetido citoplasmatico caracterizado pela lobulagdo do corpo celular do parasito.

O conjunto de resultados aqui relatados e brevemente discutidos parece indicar
que a abordagem da avaliagdo biologica de chalconas e escandenina sobre
promastigotas de L. (L.) amazonensis pode prover valiosa estratégia terapéutica para as
leismanioses cabendo a partir de entdo novos ensaios de carater in vivo para avaliar os
possiveis efeitos de tais farmacos sobre 6rgdos profundos, alvo do processo de infecgio

por este protozoario.
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7. CONCLUSOES

7.1 — As chalconas 1 e Il e a escandenina mostraram-se eficazes na inibi¢do dose-
dependente da proliferagdo e/ ou na sobrevivéncia de formas promastigotas de

Leishmania (L) amazonensis;

7.2 - A escandenina afetou a viabilidade do parasito em concentragdes molares

menores do que aquelas utilizadas com as chalconas I e Il ;

7.3 - Esplendcitos tratados com escandenina e chalconas I e Il ndo sofreram diminuigdo

da incorporagdo da timidina tritiada, em concentragdes proximas ao IC s

7.4 - A chalcona | foi mais efetiva na inibi¢do da proliferagdo dos parasitos do que a

chalcona II;
7.5 - O tratamento com estas drogas promoveu principalmente alteragéo mitocondrial;
7.6 - Os resultados apresentados neste trabalho apontam mais uma abordagem na terapia

contra a leishmaniose. Estudos para a avaliagdo dos efeitos de chalconas I e Il ¢ da

escandenina in vivo se colocam como perspectiva em nosso trabalho.
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