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RESUMO

FELISBERTO, Valdirene Cristina. Avaliacdo da Atividade Leishmanicida de Eusiderina A e
Isatina e seus Derivados em Leishmania amazonensis. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias (Microbiologia)), Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A leishmaniose € um importante problema de salde publica que afeta milhdes de
pessoas em todo 0 mundo, e poucos avangos ocorreram em relacdo a sua quimioterapia. O
tratamento da leishmaniose ainda depende de antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
miltefosina, que tém alta toxicidade, véarios efeitos colaterais e varios casos resisténcia a estes
medicamentos reportados. Todos esses pontos estimulam a pesquisa de novos farmacos para o
tratamento dessa patologia, e os produtos naturais constituem importante fonte de substancias
com atividade leishmanicida. Assim, neste estudo avaliamos o potencial leishmanicida de
isatina e seus derivados, e da neolignana eusiderina A contra L. amazonensis. Em uma
triagem inicial, com isatina e 16 derivados evidenciamos que os derivados ISA4, ISA5, ISA6
e ISA10 eram 0s mais ativos em promastigotas. Posteriormente, determinamos o 1Cs, destes
compostos mais ativos demonstrando que ISA5 e ISA10 apresentaram ICsqs de 28,85 e 60,40
uM, respectivamente. A avaliagdo da citotoxicidade para célula hospedeiras de ISAS e ISA10
apresentou CCsps de 46,97 e 171,81 uM, respectivamente. A seguir, avaliamos se o efeito
anti-promastigotas se mantinha em amastigotas tratando macréfagos infectados com ISA10
que apresentou menor toxicidade para as células hospedeiras. Nossos resultados mostraram
efeito nessas formas do parasito, onde 100 uM de ISA10 reduziu 25% a infec¢do. A
toxicidade de ISA10 para os macrofagos foi um fator limitante para a continuacdo desses
estudos. Na tentativa de diminuir a toxicidade de ISA5, foram desenvolvidos os derivados,
ISAS cetal sem-Sub, ISA5 cetal Br e ISA5 cetal | e embora tenham reduzido a sua toxicidade
para 0s macrdfagos, a atividade anti-promastigota ndo foi melhorada, e seus efeitos em
amastigotas ndo foram observados nas concentragcbes testadas, e este estudo foi
descontinuado. O outro composto testado foi a eusiderina A, uma neolignana isolada de Piper
abutiloides, para a qual demonstramos atividade leishmanicida concentracdo-dependente com
ICs0s de 2,3 pg/mL para promastigotas, 19 pg/mL para amastigotas axénicas e 53 nug/mL para
amastigotas intracelulares. A atividade anti-Leishmania de eusiderina A foi independente da
producdo por macréfagos de espécies reativas de oxigénio, oxido nitrico, TNF-a, e atividade
da arginase, apresentando baixa toxicidade para os macrofagos hospedeiros. Eusiderina A ndo
perturbou a permeabilidade da membrana plasmatica dos parasitos analisada por Sytox green
nem induziu a exposi¢édo de ligantes de anexina-V. Nossos dados mostraram que eusiderina A
afetou o potencial de membrana mitocondrial dos promastigotas e causou acumulo de corpos
lipidicos neutros, sugerindo que esta neolignana causa morte acidental.

Palavras-chave: Atividade leishmanicida, produtos naturais, eusiderina A, isatina e derivados,
Leishmania amazonensis
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ABSTRACT

FELISBERTO, Valdirene Cristina. Evaluation of the Leishmanicidal Activity of Eusiderin A
and Isatin and its Derivatives in Leishmania amazonensis. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Leishmaniasis is a major public health problem affecting millions of people around the
world, and little progress has been made in relation to its chemotherapy. Leishmaniasis
treatment still depends on pentavalent antimonials, amphotericin B and miltefosine, which
have high toxicity, several side effects and several resistance cases reported to these drugs.
All these points stimulate the research of new drugs for the treatment of this pathology, and
natural products constitute an important source of substances with leishmanicidal activity.
Thus, in this study we evaluated the leishmanicidal potential of isatin and some of its
derivatives, and the neolignan eusiderin A against L. amazonensis. In an initial screening,
with isatin and 16 derivatives, we found that ISA4, ISA5, ISA6 and ISA10 derivatives were
the most active in promastigotes. Subsequently, we determined the 1Csy of these most active
compounds demonstrating that ISA5 and ISA10 presented 1Csps of 28.85 and 60.40 uM,
respectively. The evaluation of host cell cytotoxicity of ISA5 and ISA10 showed CCsgs of
46.97 and 171.81 uM, respectively. Next, we evaluated whether the anti-promastigote effect
was maintained on amastigotes by treating infected macrophages with ISA10. Our results
showed effect in these parasite forms, where 100 uM ISA10 reduced the infection by 25%,
however, the toxicity of ISA10 to macrophages was a limiting factor for the continuation of
these studies. In an attempt to decrease the toxicity of ISA5, the derivatives, ISA5 cetal sem-
Sub, ISA5 cetal-Br and ISAS5 cetal-1 were obtained and although their reduced toxicity to the
macrophages, the anti-promastigote activity has not been improved, and its effects in
amastigotes were not observed at the concentrations tested, so this study was discontinued.
The other compound we tested was eusiderin A, a neolignan isolated from Piper abutiloides.
Our results show a concentration-dependent leishmanicidal effect with 1Csqs of 2.3 pg/mL for
promastigotes, 19 pg/mL for axenic amastigotes and 53 pg/mL for intracellular amastigotes.
The anti-Leishmania activity of eusiderin A was independent of the production of reactive
oxygen species, nitric oxide, TNF-a and did not affect arginase activity in these cells,
moreover eusiderin A presented low toxicity to host macrophages. Eusiderin A did not disturb
the plasma membrane permeability of the parasites analyzed by Sytox green nor did it induce
the exposure of annexin-V ligands. Our data showed that eusiderin A affected the
mitochondrial membrane potential of promastigotes and caused accumulation of neutral lipid
bodies, suggesting that this neolignan causes accidental death.

Keywords: Leishmanicidal activity, natural products, eusiderin A, isatin and derivatives,
Leishmania amazonensis
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1- INTRODUCAO
1.1 - Leishmanioses

As leishmanioses representam um complexo de doengas com uma importante
diversidade clinica e epidemioldgica. E um importante problema de satde publica que afeta
98 paises distribuidos por cinco continentes em regides tropicais e subtropicais, com a
estimativa de 0,9 a 1,7 milhdo de novos casos notificados anualmente, sendo 0,7-1,3 milhdo
de leishmaniose cuténea e 0,2-0,4 milhdo da forma visceral e cerca de 20.000 a 30.000
pessoas morrem devido a leishmaniose visceral (Alvar et. al., 2012; Okwor & Uzonna, 2016;
Steverding, 2017; WHO, 2018).

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que afetam, principalmente, os paises
pobres, em desenvolvimento e mais de 90% dos novos casos ocorrem em apenas 13 paises
(Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil, Colombia, Etidpia, india, Ird, Peru, Sudéo,
Sudéo do Sul e Siria) (Steverding, 2017). Grande parte dos casos de leishmaniose visceral
ocorre no Brasil, Africa Oriental e no Sudeste Asiatico. Entre os casos de leishmaniose
cuténea, cerca de 95% ocorrem nas Ameéricas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e
na Asia Central. Em 2015, mais de dois tercos dos casos de leishmaniose cutanea ocorreram
em seis paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird (Republica Islamica do Ird) e
Republica Arabe da Siria. Em relacdo a forma mucocutanea, quase 90% dos casos ocorreram
na Bolivia, Brasil e Peru (Kumar et. al., 2017; WHO, 2018).

O Brasil concentra cerca de 70% dos casos de leishmanioses na América do Sul
(Barreto et al., 2011), com incidéncia de aproximadamente 12.886 casos de leishmaniose
Tegumentar (LT) e cerca de 3.336 casos de leishmaniose Visceral (LV) (WHO, 2018).

1.2 - Formas Clinicas

A leishmaniose apresenta duas principais formas clinicas: visceral e tegumentar
(Pintado & Lépez-Vélez, 2001; Clem, 2010; Dias et al., 2011), e dentre essas formas um
amplo espectro de manifestac@es clinicas, que podem variar de uma Ulcera cuténea de cura
espontanea, destruicdo mucocutanea ou um grave comprometimento visceral, que pode ser
letal se ndo for tratado adequadamente (Roberts, 2006; Kumar et. al., 2017). A LV é
considerada a forma mais grave, causando complicagOes sisttémicas e sintomas como
hepatoesplenomegalia, febre irregular e prolongada, anemia e perda de peso (Roberts et al.,
2001; Rodrigues et al., 2016; Kumar et. al., 2017). A LV é caracterizada pelo tropismo dos
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parasitos pelo sistema fagocitico mononuclear do bacgo, figado e medula 6ssea (Handman,
2000), e é causada por Leishmania donovani e L. infantum no Velho Mundo e por L. infantum
no continente americano (Roberts et al., 2001).

A LT configura-se por um conjunto de enfermidades, causadas por protozoarios do
género Leishmania que acometem a pele e/ou mucosas. A LT compreende a forma cutanea
(LC), a forma mucocutanea (LMC) e a cutanea difusa (LCD) (Murray et al., 2005; Romao et
al., 2007; Nylén & Eidsmo, 2012). A forma cutanea é a mais comum e caracteriza-se pela
presenca de uma ou mais lesdes cutaneas limitadas, ulcerosas de bordas elevadas com um
fundo geralmente granuloso em areas expostas ao inseto vetor, principalmente, membros
inferiores (Murback et al., 2011; Von Stebut, 2015). A leishmaniose cutanea pode ser causada
por Leishmania major e Leishmania tropica entre outras espécies no Velho Mundo (Nozais et
al., 2003) e por membros dos complexos mexicana (L. amazonensis, L. mexicana, L. pifanoi,
L. garnhami, L. venezuelenzis, L. waltoni entre outras espécies), braziliensis (L. braziliensis,
L. peruviana) e guyanensis (L. panamensis e L. shawi) no Novo Mundo (Akhoundi et al.,
2017). A forma mucocutanea ocorre concomitantemente ou anos ap6s o quadro de
leishmaniose cutanea e pode progredir para intensa destruicdo tecidual das mucosas do nariz,
boca e faringe (Murback et al., 2011; Handler et al., 2015). A manifestacdo se da na forma de
lesbes nodulares e/ou ulceradas e é causada principalmente por L. braziliensis (Lainson &
Shaw, 1978; Kumar et. al., 2017) e L. mexicana (Barral et al., 1991) no Novo Mundo. Na
leishmaniose cutanea difusa ocorre uma lesdo inicial com posterior disseminagdo para outras
regides do corpo. As lesdes apresentam alta carga parasitaria, na forma de nddulos nédo
ulcerados, papulas  ou  tubérculos. As  principais  espécies  envolvidas
incluem L. mexicana e L. amazonensis no Novo Mundo e L. aethiopica no Velho Mundo
(Goto & Lauletta Lindoso, 2012).

Geralmente, a leishmaniose causada por L. amazonensis ocorre em toda a regido
amazonica e em paises vizinhos, apesar de ja ter sido identificada nas regiGes nordeste,
centro-oeste, sudeste e sul (Grisard et al., 2000; Azeredo-Coutinho et al., 2007). Essa espécie
pode causar leishmaniose cutanea, apresentando casos que evoluem para a manifestacao
cutanea difusa (Silveira et al., 2004), sendo também isolada de casos de leishmaniose
mucocutanea (Lainson & Shaw, 1978; Lessa et al., 2007) e existem relatos na literatura de
visceralizagdo causada por L. amazonesnsis (Barral et al., 1991; Aleixo et al., 2006; De Souza
et al., 2018).



1.3 - Ciclo de Vida

Os parasitos pertencentes ao género Leishmania da classe Kinetoplastida, e familia
Trypanosomatidae sdo heteroxenos, necessitam de um hospedeiro invertebrado e um
vertebrado para completar o seu ciclo de vida. Esses protozoarios sdo encontrados em duas
formas: uma flagelada, extracelular, presente no trato digestorio do inseto-vetor, denominada
promastigota e uma forma intracelular, sem flagelo livre, denominada amastigota, encontrada
no interior de macrofagos do hospedeiro vertebrado (Sacks & Kamhawi, 2001; Rodriguez &
Wilson, 2014; Walker et al., 2014).

A transmissdo dos protozoarios para o hospedeiro vertebrado ocorre pela picada de
fémeas de insetos dos géneros Phlebotomus, encontrados em paises do Velho Mundo ou
Lutzomyia, encontrados em paises do Novo Mundo (Hashiguchi et al., 2016).

O ciclo de vida (Figura 1) da Leishmania no inseto vetor se inicia quando formas
amastigotas sdo ingeridas pelo flebotomineo junto com o repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado. As etapas seguintes ocorrem no interior da matriz peritréfica, secretada
pelas células do epitélio intestinal, onde ocorre a digestdo sanguinea e a transformacao das
formas amastigotas em promastigotas prociclicos. Apds o rompimento da matriz peritréfica,
através da acao das quitinases secretadas pelo parasito (Schlein et al., 1992), os prociclicos se
ligam as células epiteliais do intestino do inseto através da insercdo de seus flagelos entre as
microvilosidades, ligacdo esta mediada pelo lipofosfoglicano (LPG), o glicoconjugado
majoritario presente na superficie dos promastigotas (revisado por Sacks & Kamhawi, 2001;
Rodriguez & Wilson, 2014). A ligacdo dos promastigotas ao epitélio intestinal retém os
parasitos durante a eliminacdo dos restos da digestdo do sangue e é uma etapa fundamental
para a colonizacdo do inseto e posterior transmissdo do parasito. Durante a infeccdo dos
vetores, ocorre a migracdo dos promastigotas em direcdo a proboscide concomitante a sua
diferenciacdo em promastigotas metaciclicos, em processo denominado metaciclogénese,
onde os promastigotas passam de um estagio ndo-infectante (promastigotas prociclicos), para
um estagio infectante (promastigotas metaciclicos). Promastigotas metaciclicos ndo se aderem
as células epiteliais do intestino do flebotomo, sendo as formas inoculadas pelo vetor no
momento da picada no hospedeiro vertebrado (Bates, 2007; Rodriguez & Wilson, 2014). No
hospedeiro vertebrado os promastigotas metaciclicos infectam neutrofilos, primeiras células
do sistema imunolégico a chegarem ao local da infec¢do. Posteriormente, sdo liberados desses
neutrofilos e se ligam as células do sistema fagocitico mononuclear, sendo fagocitados, e no
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interior destas células se transformam em amastigotas. Nos macréfagos essas formas se
encontram em um ambiente inospito, o fagolisossoma, mas mesmo assim sobrevivem e se
multiplicam lisando a célula hospedeira e infectando novas células, mantendo a infeccdo no
hospedeiro vertebrado (Besteiro et al., 2007; Walker et al., 2014; Scott & Novais, 2016).
Eventualmente, as formas amastigotas livres ou células infectadas podem ser ingeridas por um

flebotomineo durante o repasto sanguineo.
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Figura 1- Ciclo biolégico da Leishmania spp. Durante o repasto sanguineo, a fémea do flebotomineo injeta
promastigotas metaciclicas no local da picada. As formas promastigotas sdo fagocitadas por neutrofilos que séo
recrutados para o sitio da picada. Os neutrofilos liberam os parasitos, que sdo fagocitados por macréfagos
teciduais. Promastigotas se transformam em amastigotas dentro de macrofagos. Amastigotas se multiplicam,
lisando a célula hospedeira e infectam novas células. Amastigotas livres ou células infectadas podem ser
ingeridas por um flebotomineo durante o repasto sanguineo. Amastigotas se transformam em promastigotas no
intestino do flebotomineo. Promastigotas se dividem e migram para a regido anterior do intestino e o ciclo é
reiniciado. (Adaptado de http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx).

1.4 - Resposta Imune Durante a Infecgdo por Leishmania

Os aspectos clinicos e a cura das leishmanioses estdo relacionados com o
desenvolvimento de uma resposta imune eficaz e equilibrada pelo hospedeiro. O parasito
intracelular deve ser contido, enquanto, a resposta imunoldgica deve ser controlada a fim de
evitar maiores danos aos tecidos (Lakhal-Naouar et al., 2015). Células efetoras como
linfécitos T, macrofagos, células dendriticas, células natural killer e moléculas efetoras como
citocinas e espeécies reativas de nitrogénio e oxigénio estdo envolvidos na resposta imune

contra o parasito (Liese, Schleicher, Bogdan, 2008).



Na infeccdo por Leishmania, os macrofagos sdo ativados, tornando-se células
"efetoras”, que podem fagocitar e destruir o parasito. A destruicdo do parasito ocorre no
fagolisossomo e envolve a producdo de moléculas microbicidas muito importantes para a
degradacdo de patdgenos no meio intracelular como espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO) (Khouri et al., 2009; Henard et al., 2014). Como células do sistema imune,
uma das estratégias dos macréfagos no combate a invasores € o “burst oxidativo” induzido
com a fagocitose desses organismos. Para isso, a NADPH oxidase é ativada levando a
transferéncia de prdtons para moléculas de oxigénio, formando diversas moléculas altamente
reativas, como superdxidos, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila, que séo tdxicas para
0 patdégeno (Henard et al., 2014). Essas moléculas sdo cruciais para controlar a carga
parasitaria durante o curso da leishmaniose visceral e cutanea (Henard et al., 2014). Sendo
assim, o desencadeamento de uma resposta bem orquestrada relacionada a producdo de
radicais (ROS, O2’, OH", NO) pelo processo de “burst oxidativo”, auxiliard no combate do
parasito e na defesa do organismo (Van Assche et al., 2011) e esse pode ser um dos caminhos
para o desenvolvimento de novos medicamentos contra diferentes espécies de Leishmania.

Os macrofagos podem eliminar ou promover o crescimento dos amastigotas
intracelulares, em fungdo do equilibrio de duas enzimas induziveis, a 6xido nitrico sintase 2
(NOS2) e arginase, que utilizam um substrato comum, a L-arginina, e sdo competitivamente
reguladas pelas citocinas Thl e Th2 (Modolell et al., 1995). Os macréfagos podem ser
ativados por diferentes sinais, 0s quais sdo cruciais para elimina¢do ou sobrevivéncia do
parasito. Essa ativacdo pode ser dividida em via classica e via alternativa. O destino do
parasito intracelular depende do tipo de sinal que os macrd6fagos recebem: a via classica é
mediada por produtos das células Thl e NK (natural killer), em particular o IFN-y, os quais
estimulam os macrofagos a produzir NOS2, uma enzima que catalisa a transformacéo de L-
arginina em ¢xido nitrico (NO), que é tdxico para o parasito (Wei et al., 1995; Liu & Uzonna,
2012). Por outro lado, a ativacdo alternativa é induzida pelas citocinas de perfil Th2, tais
como IL-4 e IL-13, que leva a expressdo de arginase, que hidrolisa a L-arginina em uréia e
ornitina, sendo esta ultima a principal fonte intracelular para a biossintese de poliaminas e que
favorece a sobrevivéncia do parasito nos macrofagos. Essa competicdo pode definir o destino
da infeccéo por Leishmania (Loke et al., 2002; Liu & Uzonna, 2012; Acufia, et al., 2017).

Estd bem estabelecido para o modelo murino de infeccdo por L. major, que
camundongos BALB/c, sdo suscetiveis ao parasito devido a uma resposta,
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predominantemente Th2, que é caracterizada, principalmente, pelo aumento da producdo de
interleucina-4 (IL-4), IL-10 e fator de transformacéo e crescimento-p (TGF-B), bem como a
diminuicdo da producéo de IL-12, interferon- y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a).
Camundongos resistentes, como C57BL/6 e C3H/HeJ, apresentam cura espontanea por
desenvolver uma resposta, predominantemente do tipo Th1l. Os macrofagos ativados pela agdo
do IFN-y sdo cruciais para a resolugdo da lesao (Sacks & Anderson, 2004; Gupta et al., 2013).
Nesses animais, a producdo de IL-12 estimula a producdo de IFN-y que, subsequentemente,
ativa os macrofagos induzindo a producédo de 6xido nitrico (NO), um dos principais fatores de
destruicdo do parasito. No modelo de susceptibilidade, a alta producéo de IL-4 e IL-10 inibem
a producdo de NO pelos macrdfagos, favorecendo o estabelecimento da infeccdo (Norsworthy
et al., 2004; Scott & Novais, 2016). A importancia de citocinas do tipo Th2 para o
estabelecimento da infecgdo € confirmada pela capacidade de cura da lesdo observada em
camundongos BALB/c deficientes de IL-4 e IL-10 ou tratados com anti-IL-10 ou anti-IL-4
(Sacks & Anderson, 2004).

A infeccdo por L. amazonensis ndo apresenta essa dicotomia Th1/Th2 na resposta de
camundongos como observado para L. major (Tripathi, Singh, & Naik, 2007; Mendes
Wanderley et al., 2012). A maioria das linhagens de camundongos é susceptivel a infeccao
por L. amazonensis, sendo a linhagem BALB/c muito susceptivel, enquanto C3H, C57BL/6,
DBA e CBA sdo consideradas menos susceptiveis, pois apresentam desenvolvimento de leséo
mais lento (Ji, Sun & Soong, 2003; Pereira & Alves, 2008). Durante o curso da infeccéo,
células T CD4" séo capazes de produzir diferentes tipos de citocinas tanto Th2 quanto Thi,
como por exemplo, IL-4 e IFN-y, respectivamente (Ji et al., 2002) que caracterizam uma
resposta celular ndo polarizada (Norsworthy et al., 2004; Mendes Wanderley et al., 2012). A
delecédo do gene IL-4 ou IL-10 bem como o tratamento de camundongos infectados com IFNy
ou IL-12 causam efeitos minimos sobre o desenvolvimento da lesdo e da carga parasitaria
(Barral-Netto et al., 1996; Jones, Buxbaum, Scott, 2000; Jones et al., 2002; Mendes
Wanderley et al., 2012). Estudos sugerem que para 0 modelo de infec¢do por L. amazonensis
0 estabelecimento da infeccdo parece ndo ser exclusivamente devido a produgéo de citocinas
de padrdo Th2, mas sim por falha no desenvolvimento de uma resposta Thl (Afonso & Scott,
1993; Jones, Buxbaum, Scott, 2000).

Ha evidéncias de que L. amazonensis tem uma capacidade particular de interferir em

varios mecanismos imunologicos necessarios para a producdo de uma resposta efetiva. A
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elevada producéo de IL-10 e baixa producgédo de IFN-y durante o processo de infecgdo por L.
amazonensis culminara com a inibicdo da enzima iNOS e diminuicdo da producdo de ROS
fundamentais no processo de morte das formas amastigotas, fazendo com que o parasito seja

capaz de se desenvolver no hospedeiro (Mukbel et al., 2007; Van Assche et al., 2011).

1.5 - Tratamento

O tratamento das leishmanioses é realizado com alguns farmacos disponiveis no
mercado, sendo os medicamentos de primeira escolha os antimoniais pentavalentes que sao
utilizados desde a década de 1950 (Ponte-Sucre et al., 2017) e em caso de falha utiliza-se
anfotericina B e suas formulacgdes lipidicas, pentamidina, paromomicina, cetoconazol e a
miltefosina como medicamentos de segunda escolha (Ouellette et al., 2004; Croft, Seifert,
Yardley,2006; Andrews et al., 2014). No entanto, com exce¢cdo da miltefosina e do
cetoconazol, todos precisam ser administrados por via parenteral, o que exige a colaboragéo
do paciente. Esses medicamentos apresentam alto custo, longa duracdo de tratamento, sdo
toxicos e apresentam efeitos adversos como calafrios, febre, tromboflebite, miocardite,
nefrotoxicidade podendo levar ao 6bito (Croft, Seifert, Yardley,2006; Andrews et al., 2014;
Ghorbani & Farhoudi, 2017).

1.5.1 - Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais foram utilizados inicialmente na sua forma trivalente (Sblll), mas
foram sendo substituidos pelos antimoniais pentavalentes (SbV) que mostraram-se eficazes
contra a leishmaniose visceral, além de serem menos toxicos (Ouellette et al., 2004). O
mecanismo de acdo destes farmacos ndo é muito claro. Sabe-se que a forma pentavalente é
inativa contra a forma promastigota de Leishmania spp. Entretanto, os tiois do parasito e da
superficie da célula hospedeira promovem a reducdo a forma trivalente, que € mais ativa e
toxica dentro dos macréfagos, atuando assim nas formas amastigotas do parasito (Lindoso et
al., 2012; Mohapatra, 2014).

Desde a década de 1950, os compostos de antiménio pentavalente como Pentostam®
(estibogluconato de sodio, Wellcome Foundation, UK) e Glucantime® (meglumina
antimoniato, Rhone Polenc, Franga), foram propostos como medicamentos de primeira linha
para o tratamento da leishmaniose na dose de 20-28 mg/kg/dia por 28-30 dias, por via
intramuscular ou intravenosa (Jain & Jain, 2013; Mohapatra, 2014), sendo indicados para o
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tratamento de todos os tipos de manifestagBes clinicas da leishmaniose. Esses medicamentos
apresentam uma série de problemas, sdo toxicos para os rins, figado e pancreas, apresentam
efeitos adversos, tais como nauseas, anorexia, tonturas, artralgia, mialgia, febre, além de alto
custo (Fernandez et al., 2014; Lindoso et al., 2012). Além disso, ha 0 aumento no nimero de
resisténcia parasitaria, particularmente na india, onde ¢ reportado 65% de taxa de falha
terapéutica (Jain & Jain, 2013).

Quando hé& restricbes ou falha no tratamento com esses farmacos, outros
medicamentos chamados de farmacos de segunda escolha devem ser usados. Os farmacos
alternativos para antimdnio pentavalente incluem anfotericina B e suas formulages lipidicas,
pentamidina, paromomicina, cetoconazol e miltefosina (Prajapati et al., 2011; WiwanitKit,
2012, Vakil, Fujinamin & Shah, 2015).

1.5.2 - Anfotericina B

Anfotericina B (AmB) é um antibiético com atividade antifingica, isolado da bactéria
filamentosa Streptomyces nodusus, que pode ser usado por via parenteral para o tratamento da
leishmaniose, pois é efetivo em diferentes espécies de Leishmania (Vakil, Fujinamin & Shah,
2015). A AmB interage com o ergosterol da membrana dos parasitos, causando aumento na
permeabilidade e morte (Mohapatra, 2014; Chavez-Fumagalli et al., 2015). A dose
recomendada é de 1mg/kg/dia por 15-20 dias, diariamente ou em dias alternados, por via
intravenosa (Sundar et. al., 2007; Andrews et al., 2014; Rajasekaran & Chen, 2015; Chavez-
Fumagalli et al., 2015). Contudo, o uso clinico de AmB tem sido limitado devido a sua alta
toxicidade, podendo causar nefrotoxicidade, alteragGes cardiacas, hemdlise e dano hepético,
além de nausea e febre (Chavez-Fumagalli et al., 2015; Vakil, Fujinamin & Shah, 2015).

Com o objetivo de reduzir os efeitos colaterais e a toxicidade da anfotericina B e
melhorar a sua farmacocinética e biodisponibilidade, foram desenvolvidas formulagcbes
lipidicas deste medicamento, como, AmBisome®, uma formulacéo lipossomal; Amphocil®,
uma dispersao coloidal e Abelcet®, um complexo lipidico (Andrews et al., 2014; Chavez-
Fumagalli et al., 2015).

Um estudo realizado na Bolivia com L. braziliensis provou que a anfotericina B
lipossomal foi mais eficiente (taxa de cura de 85 %), mais bem tolerada e mais custo-efetiva
gue os antimoniais. Outro estudo realizado no Brasil com L. braziliensis mostrou uma taxa de

cura de 81%, com baixos efeitos colaterais (Monge-Maillo & Lépez-vélez, 2013; Sundar &
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Chakravarty, 2015). Anfotericina B lipossomal é usada na dose de 2,5-5,0 mg/kg/dia e sua
formulacédo reduz o tempo total de tratamento para metade do tempo quando comparada com
a forma ndo lipossomal (Mcgwire & Satoskar, 2014).

Essas formulagdes apresentam menor toxicidade ao individuo, quando comparado a
anfotericina B ndo lipossomal, entretanto, possuem um custo elevado (Andrews et al., 2014;
Chavez-Fumagalli et al., 2015).

1.5.3 - Cetoconazol

O cetoconazol é um azol originalmente utilizado contra infec¢Bes fungicas, que tém
mostrado cura em infec¢bes causadas por L. mexicana, sendo utilizado na concentracdo de
600 mg diariamente, via oral por 28-30 dias (Mcgwire & Satoskar, 2014; Sundar &
Chakravarty, 2015). Estudos mostraram que o tratamento com doses diérias de 600 mg de
cetoconazol via oral por 28 dias obteve taxa de resposta entre 76 e 90% em infeccOes
causadas por L. panamensis, L. mexicana, mas ndo para L. braziliensis (Monge-Maillo &
Lopez-Vélez, 2013; Handler et al., 2015). O mecanismo de acdo do cetoconazol esta
relacionado com a inibicdo da sintese de esterol, impedindo a formacdo da membrana celular,
além de outras fungdes metabdlicas que acarretam na morte do parasito (Sundar &
Chakravarty, 2015). Pacientes em tratamento prolongado com compostos azéis requerem
testes sanguineos de rotina para avaliar anormalidades da funcdo hepatica (Mcgwire &
Satoskar, 2014).

1.5.4 - Pentamidina

A pentamidina (isetionato de pentamidina) foi utilizada no inicio da década de 1980
para o tratamento da LV refrataria na india; no entanto, seu uso foi abandonado para a LV
devido a sua grave toxicidade e eficacia decrescente (Sundar & Chakravarty, 2015). Esse
medicamento tem sido utilizado para o tratamento da LC na América do Sul causada por L.
guyanensis e L. panamensis (Mcgwire & Satoskar, 2014). Os mecanismos antimicrobianos
precisos da pentamidina sdo desconhecidos, mas 0 medicamento interfere com a sintese de
DNA de Leishmania e afeta a membrana mitocondrial, levando a morte do parasito (Lindoso
et al., 2012). A dosagem para LC é de trés doses de 4 mg/kg/dia ou em dias alternados sendo
administradas por via intravenosa ou intramuscular (WHO, 2018). Embora a pentamidina
possa ser administrada para todas as formas de leishmaniose, apresenta baixa eficacia, é
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altamente tdxica e desencadeia efeitos adversos importantes, como diabetes mellitus,
hipoglicemia grave, hipotensdo, miocardite e toxicidade renal (Lindoso et al., 2012; Singh,
Kumar & Singh, 2012; Vakil, Fujinamin & Shah, 2015).

1.5.5 - Paromomicina

A paromomicina € um antibidtico de largo espectro extraido da bactéria Streptomyces
rimosus var. e foi introduzido pela primeira vez como farmaco anti-Leishmania na forma de
sulfato de paromomicina em 2002 (Lindoso et al., 2012; Wiwanitkit, 2012; Mohapatra,
2014). O medicamento afeta a sintese de proteinas e interfere no potencial de membrana
mitocondrial (Lindoso et al., 2012; Mohapatra, 2014; Rajasekaran & Chen, 2015). A
paromomicina é um medicamento alternativo para o tratamento da leishmaniose, sendo
administrado por via intramuscular na dose de 15 mg/kg por 21 dias, para tratamento de LV.
No entanto, pode causar reagOes adversas graves, incluindo nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (Jain & Jain, 2013). Para o tratamento de LC é preconizado a administracdo
por via tdpica (pomada) em uma formulacdo de 15% de paromomicina e 12% de cloreto de
metilbenzeténio por 20 dias (WHO, 2018). Existem vérios ensaios clinicos em andamento
para conhecer os resultados de eficacia desse medicamento por diferentes vias. H4 a
possibilidade de resisténcia com a monoterapia de paromomicina e para combater este
problema, novas formulagdes, como a paramomicina carregada em a microesfera de aloumina

e com lipossoma, estdo sendo estudadas (Mohapatra, 2014).

1.5.6 - Miltefosina

Um avanco significativo na terapia da leishmaniose foi a introducdo da miltefosina
que, originalmente foi desenvolvida para o tratamento do cancer de mama (Croft & Coombs,
2003), e passou a ser utilizada na india a partir de marco de 2002 para o tratamento da
leishmaniose. Apds um ensaio de Fase Il em que a dose de 50 - 100 mg/dia por 28 dias
resultou em uma taxa de cura de longo prazo de 94% e um estudo de Fase IV, no qual
apresentou uma taxa de cura de 95%, a miltefosina passou a ser usada no tratamento da
leishmaniose (Sundar et al., 2002; Bhattacharya et al.; 2007).

Esse medicamento foi escolhido para o programa de tratamento da leishmaniose na
india, Nepal e Bangladesh por sua facilidade de uso e aplicabilidade no programa de controle,
e tem sido usado na ultima década em 14 paises para o tratamento de LV e LC. No entanto,
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ap6s uma década de uso desse medicamento na India, a taxa de reincidéncia dobrou e sua
eficacia parece ter diminuido. Seu mecanismo de acdo em Leishmania ndo é bem
compreendido, embora se pense que ela desequilibra o metabolismo lipidico, que envolve
fosfolipidios e esterdis, causando a morte do parasito (Sundar et al., 2012; Mohapatra, 2014;
Vakil, Fujinamin & Shah, 2015). Alguns estudos tém demonstrado que a miltefosina induz
morte celular por apoptose, provocando diversas alteracfes no parasito (Paris et al., 2004).

A dose recomendada para miltefosina é de 100 mg/dia, durante 28 dias (Jain & Jain,
2013). Contudo, leves efeitos adversos gastrointestinais, tais como diarréia, nduseas e vomitos
foram observados, e seu uso é limitado para mulheres em idade fértil, uma vez que o efeito
colateral mais grave deste medicamento € a inducdo de teratogénese (Pandey et al., 2009;
Dorlo et al., 2012; Lindoso et al, 2012).

Além de todos os problemas apontados anteriormente, o surgimento de cepas
resistentes aos medicamentos vem aumentando rapidamente em todo o mundo, por isso existe
uma necessidade urgente do desenvolvimento de novos farmacos e/ou terapias contra a

leishmaniose (Sanchez-Cariete et al., 2009; Andrews et al., 2014, Ferreira et al., 2017).

1.6 — Produtos Naturais com Atividade Anti-Leishmania

Produtos naturais sdo utilizados ha séculos para o tratamento de diversas doencas,
entre elas as infeccBes parasitarias, mas s@ recentemente 0s pesquisadores comecaram a
analisar criteriosamente as propriedades farmacoldgicas observadas em produtos naturais
utilizados na medicina popular (Iwu et al., 1994; Anthony et al, 2005; Rocha et al., 2005; Sen
& Chatterjee,2011). Os produtos naturais utilizados na medicina popular contra as
leishmanioses, geralmente, s@o administrados de forma oral para casos de leishmaniose
visceral e como preparacdes topicas para leishmaniose cutanea. A avaliagéo cientifica desses
produtos naturais é importante para obtencdo de compostos para o0 desenvolvimento de
farmacos para o tratamento das leishmanioses, uma vez que a auséncia de vacina e de
medicamentos mais eficientes e de baixo custo influencia cada vez mais as pesquisas (Rocha
et al., 2005; Anthony et al., 2005; Sen & Chatterjee, 2011). Entretanto, dentre as mais de
200.000 especies de plantas da flora mundial, menos de 10% estdo sendo estudadas para
determinar cientificamente os efeitos obtidos na medicina popular, embora quase 25% dos
compostos ativos de medicamentos prescritos nos Estados Unidos e Inglaterra tenham sido
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isolados de produtos naturais e um ndmero significativo de substancias sintéticas é obtido de
precursores naturais (Rates, 2001; Anthony et al., 2005; Kunle et al., 2012).

Diferentes estudos demonstraram que os produtos naturais sdo uma fonte promissora
para a busca de novos medicamentos para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas,
como a leishmaniose. A atividade leishmanicida ja foi relatada para diversos géneros de
diferentes familias, como Apocynaceae (Peschiera) (Delorenzi et al., 2001), Crassulaceae
(Kalanchoe) (Muzitano et al., 2006), Asteraceae (Baccharis) (Tempone et al.,
2008 ), Solanaceae (Physalis) ( Guimarées et al., 2009), Euphorbiaceae (Croton) (Lima et
al., 2015 ), Verbenaceae (Lippia) ( Funari et al., 2016 ), Sapindaceae (Serjania) (Passos et al.,
2017), Annonaceae (Guatteria latifolia) (Ferreira et al., 2017) entre varias outras (Oliveira et
al., 2016).

Fitoconstituintes isolados de plantas tém apresentado uma potente atividade
leishmanicida, dentre eles podemos incluir os compostos fenodlicos, lignanas, neolignanas,
chalconas, flavonoides, isoflavonoides, saponinas, quinonas, alcaldides, taninos, terpendides,
iridéides e terpenos (Sen & Chatterjee, 2011; Tiuman et al., 2011), que vem sendo estudados
para a identificacdo de novos medicamentos e/ou para modificacdes semi-sintéticas a fim de
melhorar a atividade terapéutica e diminuir os efeitos toxicos do composto (Wright &
Phillipson, 1990).

Os exemplos citados acima indicam a importancia da utilizacdo de produtos naturais
para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento das leishmanioses que sejam mais

eficientes, menos toxicos para o hospedeiro e de menor custo.

1.6.1 — Isatina (1 H-indole-2,3-diona)

E uma molécula pequena, versatil e apresenta atividades anticonvulsivantes e
ansiogénicas (Pakravan et al., 2013). A isatina estd presente em plantas do género lIsatis,
Couroupita guianensis, Calanthe discolor e também como um constituinte da secrecdo da
glandula pardétida de sapos do género Bufo (Da Silva, Garden & Pinto, 2001; Vine, et al.,
2009). O composto tem uma estrutura de anel de indol, comum a varias substancias. Os
derivados de indol possuem propriedades bioldgicas, incluindo anti-inflamatdria, analgésica,
antioxidante, antimalarico e leishmanicida (Pakravan et al., 2013; Delorenzi et al., 2001 e
2002).

A isatina (Figura 2) é considerada um substrato sintético muito versatil, ou seja, € um
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composto cuja estrutura molecular pode ser facilmente modificada, originando diversos
compostos derivados da mesma, compostos estes, heterociclicos, tais como indois e
quinolonas, que também podem ser utilizados como matéria-prima para a sintese de diversos
farmacos (Da Silva, Garden & Pinto, 2001; Chaudhary et al., 2013). Diversos efeitos
fisiologicos da isatina e seus derivados tém sido descritos, como anticonvulsivantes (Sareen et
al., 1962; Pandeya et al., 2005), anti-inflamatorios (Fernandes et al., 2014), antituberculose
(Raj et al., 2014), antimicrobianos (Raj et al., 2003) e antimalarico (Nisha, et al., 2014). Esse
amplo espectro de atividades bioldgicas tém sido facilitado pela versatilidade sintética da
isatina, que permitiu a geracdo de um grande nimero de derivados estruturalmente diversos,
incluindo analogos com substituicdo do anel aril e/ou derivacao do nitrogénio da isatina e dos
carbonos C2 e C3 (Vine et al., 2009).

Os derivados halogenados da isatina possuem na sua estrutura um ou mais atomos de
halogéneo (Cl, F, Br, 1) e sdo considerados moléculas bioativas muito promissoras, utilizadas
frequentemente na sintese de substancias quimicas com vista ao desenvolvimento de novos
compostos de interesse farmacéutico (Naumov & Anstasova, 2001; Vine et al.,2007;
Jarrahpour et al., 2007; Vine et al., 2009). A relacdo estabelecida entre a estrutura da
molécula e a sua atividade determina que as moléculas substituidas nas posi¢des C5, C6 e C7,
com um ou mais atomos de halogéneo, apresentam melhores resultados em comparacdo com
a isatina. No entanto, quando o &tomo se encontra na posicdo C5, a molécula apresenta
melhores resultados relativamente a atividade farmaco-terapéutica, ha um aumento acentuado
nas potencialidades contra varias bactérias, fungos e virus (Karali et al., 2007; Vine et al.,
2009).

Figura 2- Estrutura quimica da isatina. Estrutura quimica da isatina sinalizando as posi¢6es no anel (1 ao 7).
Adaptado de Matheus et al., 2007.

Os derivados da isatina que possuem fllor na sua estrutura apresentaram atividade

antibacteriana e antifingica (Prakash & Raja, 2013). O derivado com atomo de fldor na
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posicdo C5 foi utilizado na sintese de uma série de compostos, alguns dos quais apresentaram
atividade contra tuberculose, verificada através da inibicdo completa do Mycobacterium
tuberculosis (Aboul-Fadl & Bin-Jubair, 2010). Os derivados com os atomos de bromo e de
cloro apresentaram atividade antifingica e antibacteriana (Pandeya et al., 1999; Sriram et
al.,2005), e sdo também relevantes devido as suas propriedades citotoxicas e antineoplésicas
(Vine et al., 2007; Sabet, et al., 2010), como € o caso dos derivados com bromo nas posic¢oes
C5, C6 e C7, alguns dos quais com mais de um atomo de halogéneo no anel benzeno, aspecto
que parece influenciar positivamente a atividade anticancerigena da molécula (Vine et al.,
2009).

Modificacdo estrutural a partir de moléculas isoladas de plantas também tem sido
utilizada para avaliar a atividade anti-Leishmania. Araujo e colaboradores (1999) realizaram
modificacOes estruturais na molécula de curcumina, de Curcuma longa, € 0 composto com
maior atividade contra promastigotas de L. amazonensis foi o derivado metilcurcumina, que
também reduziu o tamanho da leséo in vivo em 65,5%.

Na busca por novos compostos ativos contra Leishmania, Khan e colaboradores
(2017), sintetizaram uma série de derivados bis(indol)-piridinicos, dos quais 0s compostos (7
e 8) apresentaram boa inibicdo nos testes para L. donovani, em relacdo ao controle positivo
estibogluconato de sodio.

Ja foi descrito pelo nosso grupo que substancias derivadas do indol como coronaridina
e 18 methoxi-coronaridina, apresentam atividade anti-Leishmania. A coronaridina é capaz de
inibir a sobrevivéncia e o crescimento dos amastigotas intracelulares de L. amazonensis, e este
efeito ocorre com mudancas ultraestruturais na mitocéndria do parasito (Delorenzi et al,
2001). A 18 methoxi-coronaridina (18-MCOR), obtida através de modificacdo da estrutura
quimica do composto, possibilitou que este analogo sintético melhorasse seu efeito anti-
amastigota de L. amazonensis com reducdo na toxicidade observada com coronaridina para as
células hospedeiras (Delorenzi et al., 2002).

O papel de isatina e seus derivados na infecgdo por Leishmania tem sido pouco
explorado (Pervez et al., 2014), e as propriedades antimicrobianas, como atividade anti-
Mycobacterium tuberculosis (Raj et al., 2014) e anti-Plasmodium (Nisha, et al., 2014)
demonstrado por isatina e seus derivados nos estimulou a investiga-los em relagdo ao seu
potencial leishmanicida, assim, avaliamos o potencial leishmanicida de isatina e seus

derivados mostrados na Figura 3.
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Figura 3- Estrutura quimica da isatina e seus derivados. Estrutura quimica da isatina e seus 16 derivados
(ISA2, ISA3, ISA4, ISAS5, ISAB, ISA7, ISA8, ISA9, ISAL0, ISA12, ISA13, ISA14, ISA15, ISALE, ISALT e
ISA18) com seus respectivos pesos e formulas moleculares. Imagens cedidas por Silva, 2013.
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1.6.2 — Piper abutiloides

A familia Piperaceae reine um conjunto de plantas com atividade antimicrobiana,
como efeito leishmanicida, anti-Trypanosoma e anti-Plasmodium (Ferreira et al., 2011;
Bernuci et al., 2016; Varela et al., 2016; Araujo-Vilges et al., 2017). Varias substancias ativas
tém sido isoladas de espécies da familia Piperaceae, podendo ser destacadas as amidas, 0s
alcaldides, as lignanas, as neolignanas, os terpenos, os esterdides, as chalconas e os
flavonoides (Parmar et al., 1997; Santos et al., 2001). O género Piper, é 0 maior género da
familia Piperaceae, apresentando distribuicdo pantropical (Jaramillo & Manos, 2001). Vérias
classes de metabolitos foram isoladas de espécies de Piper como cromenos (Lago et al.,
2004), amidas (Dyer & Palmer, 2004), alcal6ides (Ee et al., 2009), lignanas (Parmar et
al.,1997; Martins et al., 2003), neolignanas (Parmar et al.,1997) dentre outros (Kato & Furlan,
2007).

A espécie Piper abutiloides, € uma planta nativa do Brasil, proveniente da mata
atlantica fluminense e que apresenta atividade antifungica e analgésica (Costa et al., 1989;
Johann et al., 2009; Johann et al., 2010).

Em estudos desenvolvidos anteriormente, muitos compostos derivados de espécies do
género Piper demonstraram atividade anti-parasitaria (Flores et al., 2009). O extrato de Piper
betle e Piper chaba foram ativos contra promastigotas de L. donovani (Misra et al., 2009; Naz
et al.,, 2012). Piper ovatum e Piper hispidum mostraram atividade contra L. amazonensis,
enquanto, extratos e fracbes de Piper ovatum foram ativos contra promastigotas e
amastigotas, Piper hispidum foi efetivo apenas contra amastigotas (Ruiz et al., 2011).

Nakamura e colaboradores (2006) pesquisaram a atividade bioldgica do extrato e de
varias fragdes obtidas de folhas de Piper regnellii Yunck sobre promastigotas de L.
amazonensis, demonstrando que tanto o extrato quanto as fracfes apresentaram atividade anti-
promastigota.

Nosso grupo evidenciou que a piperina, o principal alcal6ide isolado de Piper nigrum,
e seu analogo fenilamida sdo ativos contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis
(Ferreira et al., 2011). Os dois compostos induziram alteracdes mitocondriais com perda do
potencial de membrana mitocondrial. O ciclo celular de promastigotas tambem foi afetado
com um aumento nas células da fase G1 e uma diminuigdo nas células da fase S, apos

tratamento com piperina e fenilamida. A analise lipidica de promastigotas mostrou que a
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piperina reduziu os teores de triglicerideos, diacilglicerol e monoacilglicerol, enquanto a
fenilamida reduzia apenas os niveis de diacilglicerol (Ferreira et al., 2011).

Embora haja varios relatos de substancias com atividade leishmanicida provenientes
do género Piper a atividade anti-Leishmania do extrato, fragdes e substancias isoladas de
Piper abutiloides ainda ndo foi caracterizada. O potencial leishmanicida demonstrado pelo
género Piper nos estimulou a estudar em um ensaio bioguiado sua atividade leishmanicida,
pois se acredita que Piper abutiloides tem potencial para combater o parasito, pelo seu grau
de parentesco com as espécies acima.

Neste estudo avaliamos o potencial leishmanicida de eusiderina A uma neolignana que
foi isolada pela primeira vez por Hobbs e King em 1960 e que apresenta atividade antifungica
(Syamsurizal & Afrida, 2012; Syamsurizal & Afrida, 2014; Muhaimin et al., 2017).

Neolignanas sdo metabolitos secundarios encontrados em Vvarios grupos de
angiospermas. Varios efeitos biolégicos e farmacoldgicos foram relatados para esta classe de
metabolitos secundarios, incluindo antioxidantes (Lee et al., 2004), antitumoral (Kang et al.,
2012), antimicrobiano (Leon-Diaz et al., 2010), tripanocida (Cabral et al., 2010, Pelizzaro-
Rocha et al., 2011), anti-Leishmania (Aveniente et al., 2007, Vendrametto et al., 2010) e
antimalarico (Zhang et al., 2001) entre outros.

A atividade anti-Leishmania de neolignanas foi descrita por varios grupos de pesquisa.
Barata e colaboradores (2000) mostraram que a neolignana surinamensina, isolada de Virola
surinamensis apresenta atividade anti-L. donovani. A neolignana eupomatenoide-5, obtida a
partir de folhas de Piper regnellii var. pallescens demonstrou atividade contra L. amazonensis
(Vendrametto et al., 2010). Néris e colaboradores (2013) demonstraram que a licarina A é
ativa contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L. major. De Castro e
colaboradores (2017) evidenciaram a atividade anti-Leishmania da neolignana 2,3-
dihydrobenzofurano para promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.

Com os estudos citados acima, pode-se concluir que neolignanas possuem
caracteristicas de possiveis fontes de moléculas e protétipos para o desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos contra as leishmanioses.

2- JUSTIFICATIVA
As leishmanioses sdo doencas endémicas em varias partes do mundo, mas poucos

avancos foram feitos em relacdo & quimioterapia, como a introducdo de novos regimes de
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tratamento ou a reformulacdo de substéncias antigas, tais como anfotericina B lipossomal.
Exceto pela miltefosina, originalmente desenvolvida para o tratamento do cancer mamario,
nenhum novo medicamento foi introduzido para o tratamento da leishmaniose desde a
introducédo dos antimoniais h& mais de 80 anos.

A gravidade desta doenca, a auséncia de um tratamento eficaz, alto custo e o
surgimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados, tornam urgente a pesquisa de novas
alternativas para a terapia das leishmanioses. A descoberta de novos farmacos, sintéticos ou
naturais, que possam ser eficientes, inclusive contra as cepas resistentes aos medicamentos
disponiveis, com efeitos adversos reduzidos ou ausentes, passiveis de serem utilizados, é de
extrema importancia.

Desta forma, o estudo dos produtos naturais aqui propostos podera fornecer novas
substancias efetivas, cuja utilizacdo de forma isolada ou em associacdo com farmacos ja
utilizados no tratamento das leishmanioses podera diminuir os efeitos adversos e aumentar

sua eficacia.

3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral: Avaliar o potencial de eusiderina A isolada de Piper abutiloides e de

isatina e seus derivados para o desenvolvimento de novas substancias leishmanicidas.

3.2- Objetivos Especificos:
e Avaliar o efeito de eusiderina A e de isatina e seus derivados sobre o crescimento de

promastigotas de Leishmania amazonensis;

Verificar a citotoxicidade de eusiderina A e de isatina e seus derivados para células
hospedeiras;

Caracterizar a atividade anti-amastigota intracelular de eusiderina A e de isatina e seus

derivados;

Avaliar a atividade anti-amastigota axénica de eusiderina A,

Avaliar o papel imunomodulatorio das substancias ativas contra amastigotas
intracelulares avaliando a producdo de Oxido nitrico, espécies reativas de oxigénio,

citocinas e atividade de arginase;
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e Estudar o possivel mecanismo das substancias com maior atividade analisando o ciclo
celular, a producdo de arginase, o potencial mitocondrial, os receptores de anexina V,

a permeabilidade da membrana e o acimulo de lipideos no parasito.

4- METODOLOGIA
4.1 Cultivo do Parasito

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (WHOM/BR/75/Josefa) foram
cultivadas a 26°C em meio de Schneider (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF- Cultilab) ¢ 40 pg/mL de gentamicina (Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

4.2 Cultura de Células RAW 264-7

Macrdfagos murinos da linhagem RAW 264-7 foram cultivados a 35°C com 5% de
CO2 em meio RPMI-1640 (Sigma), acrescido de 5% de SFB e 1x da solucéo de 100 unidades
de penicilina e 0,1mg/mL de estreptomicina(estoque=100x) (Sigma). Para 0s repiques e 0s
experimentos, as células foram removidas por raspagem utilizando cell scrapers e mantidas a

4°C até o uso.

4.3 Animais e Obtencdo de Macrofagos

Camundongos BALB/c (fémeas/4 a 6 semanas) foram inoculados com 3% de
tioglicolato no periténio e apo6s 3 dias os macrdfagos foram obtidos por lavagem peritoneal
com 10 mL de meio RPMI-1640 a 4°C. Os protocolos envolvendo animais possuem licenca
da comissao de ética no uso de animais do Centro de Ciéncias da Satde da UFRJ (Permissdo
CEUA: 2018, Protocolo: 128-15; CONCEA: 01200.001568 / 2013-87).

4.4 Compostos

Isatina e seus derivados foram sintetizados pela Dra. Barbara VVasconcellos da Silva do
Instituto de Quimica — UFRJ e eusiderina A provenientes da folha de Piper abutiliodes foi
isolada e fornecida pela Dra. Lidilhone Hamerski do Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais
— UFRJ. Todos os compostos utilizados neste trabalho tiveram como veiculo dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma).
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4.5 Avaliacdo da Atividade Anti-promastigota

Formas promastigotas de L. amazonensis (5 x 10° parasitos/mL) foram cultivadas na
presenca ou ndo de isatina e seus derivados, eusiderina A ou de DMSO (veiculo) em meio
Schneider suplementado com 10% de SFB. As células foram incubadas por 48 h a 26°C e sua
viabilidade foi determinada por adicdo de 0,5 mg/mL de XTT (2,3-bis [2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-carboxinilida, Sigma) e 20 mM metossulfato de fenazina (PMS,
Sigma). Apds 3 h de incubacdo, o produto da reacdo foi lido a 450 nm. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como a percentagem de células

viaveis em compara¢do com o controle ndo tratado.

4.6 Avaliacéo da Citotoxicidade

Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (5x10° células/mL) e de linhagem
RAW 264-7 (2x10° células/mL) cultivados em placas de 96 pogos, foram utilizados para
avaliar a citotoxicidade de eusiderina A e isatina e seus derivados. Os macrdfagos foram
tratados com diferentes concentragfes dos compostos e DMSO e incubados por 48 h a 37°C
com 5% CO,. Posteriormente, a viabilidade celular foi determinada por adi¢do de 50 ul de
uma solucdo de 0,5 mg/mL XTT e 20 mM de PMS. Apo6s 3 h de incubacdo a 37°C o produto
da reacdo foi lido a 450 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados

expressos como a percentagem de células viaveis em comparag¢do com o controle nédo tratado.

4.7 Avaliacéo da Atividade Anti-amastigota

Macrofagos peritoneais (5x10° células/mL) e de linhagem RAW 264-7 (2x10°
células/mL) aderidos em placas de 24 pocos foram infectados com promastigotas de L.
amazonensis (fase estacionaria) em uma proporcao parasito:macrdéfago de 10:1 e incubados
por 24 h a 37°C com 5% CO>. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS para
remover os parasitos livres e RPMI + 10% SFB foi adicionado, e as células incubadas com
diferentes concentragdes de eusiderina A e isatina e seus derivados por 24 h a 37°C com 5%
CO2. Apos esse tempo, as culturas foram incubadas com 0,01% de dodecilsulfato de sédio
(SDS) durante 5 min e, posteriormente, 800 pL de meio Schneider suplementado com 10% de
SFB foi acrescentado as culturas. Apés 48 h a 26°C, a carga intracelular relativa de

amastigotas viadveis foi mensurada indiretamente através do ndmero de promastigotas
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provenientes da transformacdo dos amastigotas, usando Alamar Blue (Invitrogen), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Apos 4 h de incubacéo, a fluorescéncia foi lida a 540/610 nm

de excitacdo/emissdo em fluorimetro SpectraMax Paradigm (Molecular Devices).

4.8 Avaliagéo da Atividade Anti-amastigota Axénica

Formas amastigotas axénicas de L. amazonensis (RAT/BA/74/LV78) (1x10’
parasitos/mL), cultivadas em meio Grace’s (Sigma) contendo 10% de SFB foram incubadas
na presenca ou ndo de diferentes concentracfes de eusiderina A e DMSO (veiculo) por 48 h a
32°C com 5% de CO,. O crescimento dos parasitos foi avaliado pelo método Alamar Blue
conforme descrito acima. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos como a percentagem de células vidveis em comparacdo com o controle ndo

tratado.

4.9 Anélise do Ciclo Celular

Promastigotas  (5x10° parasitos/mL) foram incubados em meio Schneider
suplementado com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 10 pg/mL de eusiderina A e 30
uM de miltefosina por 48 h a 26°C. Os parasitos foram entdo lavados com PBS, fixados (30%
PBS/70% metanol (Vetec)) por 1 h a 4°C e, posteriormente, incubados em uma solucédo de
PBS contendo 10 pg/mL de RNAse (Sigma) e 10 pg/mL de iodeto de propidio (PI-Sigma)
37°C por 45 min. Para cada amostra 10.000 eventos foram coletados em FACScalibur
(Becton & Dickson) e analisados com o software Cellquest.

4.10 Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥m)

Promastigotas (5x10° parasitos/mL) foram incubados em meio Schneider
suplementado com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 10 pg/mL de eusiderina A e 30
UM de miltefosina durante 48 h. As células foram entdo centrifugadas, lavadas e
ressuspendidas em PBS. Em seguida, o nimero de parasitos foi ajustado (5 x 10°
parasitos/mL), e incubados com uma solucéo de JC-1 (10 pg/mL, Sigma) por 20 min a 37°C.
O A¥m foi medido por fluorometria em placas opacas de 96 pogos usando excitacado/emissao

de 490/530 nm (mondmeros JC-1) e excitacdo/emissao de 525/590 nm (J-agregados).
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4.11 Deteccdo de Ligantes de Receptores de Anexina V no Parasito

A marcacdo dupla para anexina V-isotiocianato de fluoresceina (Annexin V-FITC) e
lodeto de propidio (PI) foi realizada utilizando o kit de deteccdo de apoptose Annexin-V
(Molecular Probes). Promastigotas foram tratados ou ndo com 10 pg/mL de eusiderina A e 30
UM de miltefosina durante 48 horas. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em
tampdo de anexina V gelado e centrifugadas a 2740 g durante 10 min. Os parasitos
ressuspensos em 480 pL de tampdo de anexina foram marcados com 20 uL de anexina V-
FITC e incubados por 15 min no escuro a 37°C. A intensidade da marcacdo anexina V-FITC
foi avaliada em 10.000 eventos coletados em FACScalibur (Becton e Dickson). Em seguida
0,4 pg/ml de PI foi adicionada a estes mesmos parasitos e nova leitura realizada. Os

resultados foram analisados usando o software CellQuest.

4.12 Atividade de Arginase

Promastigotas  (5x10° parasitos/mL) foram incubados em meio Schneider
suplementado com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 10 pg/mL de eusiderina A
durante 48 h. Macrdfagos peritoneais (5x10° células/mL) aderidos infectados ou nio como
descrito anteriormente, tratados ou ndo com 26 pug/mL de eusiderina A, estimulados ou ndo
com IL-4 (40 ng/mL) e mantidas em RPMI + 10% SFB a 37°C com 5% CO. por 48 h.
Posteriormente, os parasitos ou os macrdéfagos foram lisados com 100 pl de Triton X-100 a
0,1% durante 30 min, seguido pela adicdo de 100 pl de um tampé&o contendo 25 mM de Tris-
HCI (pH 7,5) (PlusOne) e 10 mM de MnSO4 (Sigma). A enzima foi entdo ativada por
aquecimento por 10 min a 56°C, e a hidrdlise da arginina foi realizada incubando o lisado
ativado com 100 pl de L-arginina 0,1M (pH 9,7) (Sigma) a 37°C durante 15 min. A reagéo foi
interrompida com 800 pl de H>SO4-H3POs-H.O (1: 3: 7 viviv (Vetec)) e a uréia foi
determinada a 540 nm apds adicdo de 25 uL de a-isonitrosopropiofenona (Sigma) 9%
(dissolvida em etanol a 100%) e aquecida a 95°C durante 30 min. A curva padrdo foi

determinada utilizando a uréia (Sigma).

4.13 Avaliagéo da Integridade da Membrana de Leishmania amazonensis
Promastigotas (5x10° parasitos/mL) foram incubados em meio Schneider
suplementado com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 10 pg/mL de eusiderina A por 48
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horas a 26°C. Apds, as células foram incubadas com 0,5 pM de Sytox green (Life
Technologies) durante 20 min a 37°C e a fluorescéncia medida usando excitagdo/emisséo de
485/538 nm. Controle positivo foi obtido pela adicédo de Triton X-100 (Fluka) a 0,05%.

4.14 Avaliagdo da Acumulacédo de Lipideos em Leishmania amazonensis

Promastigotas  (5x10° parasitos/mL) foram incubados em meio Schneider
suplementado com 10% de SFB na presenca ou auséncia de 10 ug/mL de eusiderina A por 48
h a 26°C. Posteriormente, as células foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em PBS.
O numero de parasitos foi ajustado (5 x 10° parasitos/mL), e incubados com 10 pg/ml de Nile
red (Invitrogen) durante 20 min a 37°C. A marcacdo com Nile red foi medida por fluorometria

em placas opacas de 96 pocos usando excitacdo/emissdo de 490/528 nm.

4.15 Produc&o de Oxido Nitrico por Macréfagos Infectados com L. amazonensis
Macrofagos peritoneais murinos (5x10° células/mL) aderidos foram infectados ou ndo
com promastigotas de L. amazonensis (fase estacionaria) em uma propor¢do
parasito:macréfago de 10:1 e incubados por 24 h a 37°C com 5% CO». Posteriormente, as
células foram lavadas com PBS para remover os parasitos livres, e em seguida, ativadas ou
ndo com LPS (200 ng/mL), tratadas ou ndo com 26 ug/mL de eusiderina A e mantidas em
RPMI + 10% SFB por 48 h. A producdo de 6xido nitrico foi avaliada através do método de
Griess  (Sigma) (1%  sulfanilamida e 0,1%  N-(1-naphthyl)-ethylenediamina
dihydrochloreto/2,5% H3PO4), onde o nitrito presente na amostra reage em meio acido com
uma amina aromatica (sulfanilamida), produzindo um sal diazénico. Este reagira com a N-(1-
naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto formando um complexo de coloragdo rdsea
(Green et al., 1990; Soares et al., 2007). A reacdo foi lida a 540 nm e a concentracdo de

nitrito foi determinada utilizando NaNO> como padréo.

4.16 Producéo de TNF-a por Macrdéfagos Infectados com L. amazonensis

Macrdfagos peritoneais murinos (5x10° células/mL) infectados ou ndo foram
incubados por 48 h a 37°C com 5% CO., e ativados ou ndo com LPS (200 ng/mL), e tratados
ou ndo com 26 pg/mL de eusiderina A como descrito acima. A producdo de TNF-a foi
avaliada por ELISA especifico de acordo com as instru¢bes do fabricante (Ebioscience, CA,

US), em ensaios realizados em triplicata.
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4.17 Producéo de ROS por Macrdéfagos Infectados com L. amazonensis

Macréfagos peritoneais murinos (5x10° células/mL) infectados como descrito
anteriormente foram incubados por 2h a 37°C com 5% CO». Posteriormente, as celulas foram
lavadas com PBS para remover os parasitos livres, e adicionado RPMI sem MOPS (Lac-
Biotecnologia). As células foram tratadas ou ndo com 26 ug/mL de eusiderina A e/ou 200
ng/mL de 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma), e incubadas com 50 puM da sonda
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123; Life Technologies) durante 30 min a 37°C com 5% COs..
A producdo de ROS foi mensurada através da intensidade de fluorescéncia, medida em
500/526 nm de excitacdo/emissdo em fluorimetro (SpectarMax Paradigm, Molecular

Devices).

4.18 Indice de Seletividade (SI)

O (SI) foi calculado dividindo-se o valor do CCso obtido em macrofagos pelo valor do
ICso em promastigotas ou amastigotas de L. amazonensis (Tiuman et al., 2005; Passos et al.;
2015).

4.19 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste t de Student para comparacdo de dois grupos ou
andlise de variancia (one-way ANOVA) e pés-teste de Tukey, para mais de dois grupos. As
analises foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 5.0. O valor de P foi considerado

significante quando menor ou igual a 0,05.

5. RESULTADOS

5.1 Isatina e seus Derivados
5.1.1 Avaliacdo da Atividade Anti-promastigota de Isatina e seus Derivados

Primeiramente, nés realizamos uma triagem com a isatina e seus 16 derivados na
concentracdo de 100 puM. A triagem inicial demonstrou que isatina ndo apresentou atividade
contra promastigotas de L. amazonensis e que os derivados ISA2, ISA3, ISA4, ISA5, ISABG,
ISA10, ISA14 e ISA15 foram ativos, sendo os derivados mais ativos ISA4, ISA5, ISAG e
ISA10, que apresentaram 72%, 79%, 73% e 74% de inibic&o, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4- Atividade de isatina e seus 16 derivados em Leishmania amazonensis. Promastigotas foram
tratadas com isatina e seus derivados na concentracdo de 100 pM durante 48 horas a 26°C. DMSO (0,6%) foi
utilizado como controle do veiculo. A viabilidade dos parasitos foi testada utilizando o método de XTT
conforme descrito na metodologia. Os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo da média (SEM) de
trés experimentos independentes. ***P<0,0001em rela¢&o ao controle ndo tratado.

Apds a triagem inicial as formas promastigotas foram tratadas com diferentes
concentragOes de isatina e seus derivados mais ativos. Nossos resultados demonstraram que
isatina ndo apresentou atividade contra as formas promastigotas em nenhuma das
concentracdes testadas e que ISA4, ISA5, ISA6 e ISA10 apresentaram atividade
concentragdo-dependente com ICso de 55,03; 28,85; 36,91 e 60,40 uM, respectivamente
(Figura 5).
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Figura 5- Efeito anti-promastigota de isatina e seus derivados. Formas promastigotas de Leishmania
amazonensis foram tratadas com (A) isatina, (B) ISA4, (C) ISA5, (D) ISA6 e (E) ISA10 nas concentracfes
indicadas durante 48 horas a 26°C. DMSO (0,6%) foi utilizado como controle do veiculo. A viabilidade dos
parasitos foi testada utilizando o método de XTT conforme descrito na metodologia. Os resultados s&o
mostrados como média + SEM de trés experimentos independentes. **P<0,01 ***P<0,0001 em relacdo ao
controle ndo tratado.

5.1.2 Avaliacao da Citotoxicidade de Isatina e seus Derivados
Para verificar a citotoxicidade de isatina e seus derivados, avaliamos a atividade das
desidrogenases mitocondriais dos macrofagos da linhagem RAW 264-7, utilizando o método
do XTT. Os derivados ISA4, ISA5, ISAG6, ISA10 apresentaram CCsp de 91,27; 46,97; 46,97 e
171,81 uM, respectivamente (Figura 6).
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Nossos resultados demonstraram que aproximadamente 100% das células permanecem
viaveis apds o tratamento com isatina e ISA10 até a concentracdo de 200 e 75 uM,
respectivamente, quando comparadas ao controle ndo tratado, sugerindo que isatina e ISA10

ndo alteraram a viabilidade dos macrofagos até essas concentragdes (Figura 6A-E).
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Figura 6- Citotoxicidade de isatina (ISA1) e seus derivados para células RAW 246-7 in vitro. As células
foram tratadas com (A) ISA1, (B) ISA4, (C) ISA5, (D) ISA6 e (E) ISA10 nas concentragdes indicadas por 48
horas a 37°C com 5% CO,. A viabilidade dos parasitos foi testada utilizando o método do XTT conforme
descrito na metodologia. DMSO (0,6%) foi utilizado como controle do veiculo. Os resultados sdo mostrados
como média + SEM de trés experimentos independentes. **P<0,01 ***P<0,0001em relagdo ao controle ndo
tratado.

5.1.3 Avaliacdo da Atividade Anti-amastigota de Isatina e ISA10
Tendo em vista, que os derivados ISA4, ISA5, ISA6 apresentaram toxicidade para 0s

macrofagos a partir da concentracdo de 50 UM e que isatina e ISA10 apresentaram menor
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toxicidade para os macrofagos, nés as selecionamos para avaliacdo contra as formas
amastigotas intracelulares. A sobrevivéncia de formas amastigotas foi avaliada em
macrofagos de linhagem RAW 264-7 infectados in vitro. Nossos resultados demonstraram
que isatina (Figura 7A) ndo apresentou atividade contra as formas amastigotas de L.
amazonensis até a concentragdo de 200 uM e que ISA10 (Figura 7B) foi ativa a partir da
concentracdo de 200 uM com inibicGes de 24,6% e de 74% nas concentracdes de 100 uM e

200 uM, respectivamente.
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Figura 7- Efeito de isatina e ISA10 na sobrevivéncia de amastigotas de Leishmania amazonensis em
macroéfagos RAW 264-7 in vitro. Macréfagos de linhagem RAW 264-7 foram infectados com promastigotas
por 24 horas e, posteriormente, foram tratados com isatina (A) ou ISA10 (B) nas concentra¢Bes indicadas ou
0,6% de DMSO (controle veiculo) durante 24 horas a 37°C com 5% CO.. A viabilidade dos parasitos foi testada
com Alamar blue conforme descrito na metodologia. Os resultados sdo mostrados como média+SEM de trés
experimentos independentes. **P<0,01 ***P<0,0001 em rela¢do ao controle.

ISAS apresentou 1Cso de 28,85 pM para promastigotas, o0 melhor entre os derivados
testados, mas sua citotoxicidade foi alta para os macréfagos RAW 264-7. Na tentativa de
diminuir essa toxicidade e melhorar sua atividade, foram realizadas alteragcbes na estrutura
quimica de ISA5, dando origem aos derivados ISA5 cetal sem-substituicdo (ISA5 cetal sem-
Sub), ISA5 cetal Bromo (ISA5 cetal Br) e ISA5 cetal lodo (ISA5 cetal 1), cujas estruturas
estdo mostradas na Figura 8. Nosso proximo passo foi avaliar a atividade anti-promastigota,

anti-amastigota e citotoxicidade desses derivados.
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Figura 8 - Estrutura quimica de ISA5 e seus derivados cetais. Estrutura quimica de ISA5 e seus derivados
(ISA5 cetal sem-substituicdo, ISA5 cetal Bromo e ISA5 cetal lodo com seus respectivos pesos e formulas
moleculares. Imagens cedidas por Silva, 2013.

5.1.4 Avaliacdo da Atividade anti-promastigota dos Cetais de ISA5

As formas promastigotas foram cultivadas conforme descrito anteriormente e tratadas
com derivados cetais de ISA5 em diferentes concentragcdes. Como pode ser observado, ISA5
cetal sem-Sub ndo foi ativa contra as formas promastigotas nas concentracdes testadas (figura
9A) e ISA5 cetal Br e ISA5 cetal | apresentaram ICsp de 239,59 e 48,32 uM, respectivamente
(Figura 9B e 9C).
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Figura 9 - Efeito leishmanicida de ISA5 (Cetais) em Leishmania amazonensis. Promastigotas foram tratadas
com (A) ISAS5 cetal sem-Sub, (B) ISAS cetal Br e (C) ISAS5 cetal | nas concentracdes indicadas durante 48 horas
a 26°C. DMSO (0,6%) foi utilizado como controle do veiculo. A viabilidade dos parasitos foi testada com XTT
conforme descrito na metodologia. Os resultados sdo mostrados como média +SEM de trés experimentos
independentes. *P<0,05 **P<0,01 ***P<0,0001 em relag&o ao controle.
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5.1.5 Avaliagao da Citotoxicidade dos Cetais de ISA5

Para verificar a citotoxicidade dos derivados cetais de ISA5 em células da linhagem
RAW 264-7 foi utilizado o método do XTT. Nossos resultados mostraram que ISA5 cetal
sem-Sub e ISA5 cetal Br ndo foram toxicas para as células nas concentracdes testadas,
enquanto, ISA5 cetal | apresentou 54% e 66% de toxicidade nas concentragdes de 75 uM e

100 uM, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10- Citotoxicidade de ISA5 (Cetais) para células RAW 246-7 in vitro. As células foram tratadas com
(A) ISA5 cetal sem-Sub, (B) ISA5 cetal Br e (C) ISAS5 cetal | nas concentragfes indicadas por 48 horas a 37°C
com 5% CO-. A viabilidade foi avaliada utilizando o0 método de XTT. DMSO (0,6%) foi utilizado como controle
do veiculo. Os resultados sdo mostrados como média+SEM de trés experimentos independentes.
***P<(,0001em relacdo ao controle.

5.1.6 Avaliacao da Atividade Anti-amastigota dos Cetais de ISA5

Para avaliar o efeito dos derivados cetais de ISAS5 sobre formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, macréfagos de linhagem RAW 264-7 foram infectados com
formas promastigotas de L. amazonensis. Nossos resultados evidenciaram que ISA5 cetal
sem-Sub, ISA5 cetal Br e ISA5 cetal | ndo apresentaram atividade leishmanicida nas

concentracgdes testadas (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito de ISA5 (Cetais) na sobrevivéncia de amastigotas de Leishmania amazonensis em
macrofagos RAW 264-7 in vitro. Macréfagos de linhagem RAW 264-7 foram infectados com promastigotas
por 24 horas e posteriormente foram tratados com (A) ISA5 cetal sem-Sub, (B) ISA5 cetal Br e (C) ISAS5 cetal |
nas concentraces indicadas ou DMSO (0,6%) (controle veiculo) durante 24 horas a 37°C/5% CO.. A
viabilidade dos parasitos foi testada com Alamar blue conforme descrito na metodologia. Os resultados séo
mostrados como média+SEM de trés experimentos independentes.

O indice de seletividade (SI) razdo entre 0 CCso em macrofagos e o 1Cso em formas
promastigotas de Leishmania determina a seletividade de um composto pelo parasito em
comparacdo com a celula hospedeira. Para que um composto tenha maior efeito leishmanicida
do que toxicidade para macrofagos, € necessario que o valor do Sl seja maior que 1,
mostrando que o ICso no parasito € menor que 0 CCsg em macrdofagos (Tiuman et al., 2005).
A tabela 1 mostra o ICsg para as formas promastigotas, o CCso para 0s macréfagos e o calculo
do SI, para isatina e seus derivados. Analisando a tabela é valido destacar que dentre 0s
compostos analisados, apenas os derivados ISA2, ISA4, ISA5, ISA6 e ISA10 apresentaram Sl
maior que 1, mostrando sua seletividade por promastigotas, em comparagcdo com a célula
hospedeira e que ISAL10 foi o derivado mais promissor. Isatina e seus derivados nao foram
utilizados nos demais ensaios pelo fato apresentarem citotoxicidade consideravel para 0s
macrofagos RAW 264-7.
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Tabela 1 - indice de seletividade para isatina e seus derivados.

Isatina e Derivados ICs0 — promastigotas CCso- RAW 264-7 SI
(UM) (UM)

ISATINA - - -

ISA2 53,35 64,50 1,22
ISA3 >200,00 77,65 n.a
ISA4 55,03 91,27 1,65
ISA5 28,85 46,97 1,62
ISA6 36,91 46,97 1,27
ISA10 60,40 171,81 2,84
ISA14 81,40 48,49 0,59
ISA15 123,48 37,8 0,29
ISA5 Cetal Sem Sub = > n.a
ISAS5 Cetal Bromo 239,59 - n.a
ISA5 Cetal lodo 48,32 - n.a

ICsp = concentracao capaz de matar 50% dos promastigotas; CCso = concentracao citotdxica para 50% dos
macrofagos da linhagem RAW; Sl = indice de seletividade. (n.a) = ndo analisados, (-) = ndo calculado.

5.2 Eusiderina A

Resultados do nosso grupo em ensaio-bioguiado avaliando o extrato das folhas de
Piper abutiloides (AL1730F) evidenciaram atividade leishmanicida dose dependente, com
ICs0 de 20 pg/mL para promastigotas. O extrato apresentou ainda CCso de 50 pg/mL para
macrofagos peritoneais murinos. Esse extrato foi entdo fracionado em duas fragOes, hexanica
(Frhex) e diclorometano (Frdic), cuja atividade anti-promastigota avaliada resultou em ICso de
4 ug/ml e 7 pg/ml para Frhex e Frdic, respectivamente (dados ndo mostrados). Devido a
maior atividade da Frhex esta foi sucessivamente fracionada e testada até a identificacdo da

substancia eusiderina A (figura 12).
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Figura 12 - Estrutura quimica de eusiderina A.

5.2.1 Avaliacdo da Atividade Anti-promastigota de Eusiderina A

O efeito leishmanicida de eusiderina A foi avaliado inicialmente em formas
promastigotas de L. amazonensis. Nossos resultados mostraram efeito leishmanicida apos o
tratamento com eusiderina A nas concentragfes de 1; 2,5; 7,5; 10; 25 e 50 pg/mL, inibindo
respectivamente, 42, 43, 70, 86, 89 e 89% a sobrevivéncia dos promastigotas, com ICso de 2,3

pg/mL (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito leishmanicida de eusiderina A em Leishmania amazonensis. Promastigotas foram tratadas
com eusiderina A nas concentrac@es indicadas por 48 horas a 26°C. DMSO (0,6%) foi utilizado como controle
do veiculo. A viabilidade dos parasitos foi testada utilizando o método de XTT conforme descrito na
metodologia. Os resultados sdo mostrados como média+SEM de trés experimentos independentes.
***pP<(,0001 em relagdo ao controle.

5.2.2 Avaliacéo da Citotoxicidade de Eusiderina A

Com o intuito de avaliar o efeito citotoxico do composto para macrofagos,
consideradas como as principais células hospedeiras de Leishmania, realizou-se o ensaio de
viabilidade com macrofagos murinos, pelo método do XTT. Como pode ser observado na
figura 14, eusiderina A ndo apresentou toxidade para os macr6fagos murinos até a

concentracédo de 100 pg/mL.
33



= =
o N
9

\‘
T

% Células Viaveis
(6]
o
Il

N
T

CTRL DMSO 10 50 100 200
Eusiderina A (ug/mL)

Figura 14 - Citotoxicidade de eusiderina A para macréfagos peritoneais in vitro. As células foram tratadas
com eusiderina A nas concentra¢des indicadas por 48 horas a 37°C com 5% CO,. A viabilidade foi medida
utilizando o método de XTT. DMSO (0,6%) foi utilizado como controle do veiculo. Os resultados sdo mostrados
como media+SEM de trés experimentos independentes. *P<0,05 em relacéo ao controle.

5.2.3 Avaliacdo da Atividade Anti-amastigota Intracelular de Eusiderina A

Visto a baixa toxicidade de eusiderina A e efetiva atividade em promastigotas de L.
amazonensis, seguimos com a avaliacdo agora testando formas amastigotas intracelulares.
Nossos resultados demonstraram que o tratamento com eusiderina A nas concentracdes de 50,
75 e 100 pg/mL inibiu 0 crescimento dos amastigotas em 42, 60 e 77% respectivamente,
apresentando um ICso de 53 pg/mL (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito de eusiderina A em amastigotas de Leishmania amazonensis em macrdfagos in vitro.
Macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas por 24 horas e
posteriormente foram tratados com eusiderina A nas concentra¢des indicadas ou com 1 pg/mL de anfotericina B
(AMB) ou 0,6% DMSO (controle veiculo) durante 24 horas a 37°C com 5% CO,. A viabilidade dos parasitos foi
testada com Alamar blue conforme descrito na metodologia. Os resultados sdo mostrados como média+SEM de
trés experimentos independentes. ***P<0,0001 em relacdo ao controle.
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5.2.4 Avaliacdo da Atividade de Eusiderina A contra Amastigotas Axénicas

O efeito de eusiderina A em formas amastigotas axénicas de L. amazonensis foi
avaliado por meio da determinacdo da viabilidade dos parasitos utilizando o método de
Alamar Dblue. As diferentes concentracfes de eusiderina A mostraram atividade
significativamente maior do que contra amastigotas intracelulares. Na figura 16, observa-se
que todas as concentracdes avaliadas foram capazes de diminuir o nimero de parasitos,
qguando comparado ao controle ndo tratado, sendo que nas concentrac@es de 50 e 100 pg/mL
houve uma inibicéo de 81 e 94%. Eusiderina A apresentou atividade concentragcdo dependente

com ICso de 19 pg/mL.
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Figura 16 - Atividade leishmanicida para amastigotas axénicas. Amastigotas axénicas foram tratadas com
eusiderina A ou 0,6% DMSO (controle veiculo) por 48 horas a 34°C com 5% de CO; e a sobrevivéncia foi
avaliada pelo método de Alamar Blue. Os resultados sdo mostrados como média+SEM de trés experimentos
independentes. ***P <0,001 em relagdo ao controle.

5.2.5 Analise do Ciclo Celular

Para verificar o mecanismo de morte celular nos parasitos, primeiramente avaliamos
se eusiderina A seria capaz de afetar o ciclo celular. Analisando os resultados obtidos (Tabela
2) verifica-se que eusiderina A na concentracdo 10 pg/mL induziu uma ligeira diminuicéo de
cerca de 5,33% no numero de células na fase GO/G1 (de 36,25% para 30,92%) e de 5% em
G2/M (26,14% para 21,14%) em relacdo ao controle ndo tratado. Eusiderina A n&o induziu
alteracdo significativa na populacdo SubGO e S. Miltefosina (30 uM) usada como controle
positivo, afetou significativamente o ciclo celular com uma diminuicdo de 32% e 18% do
numeros de células em GO/G1 e G2/M, respectivamente, enquanto o numero de células nas
fase SubGO0/G1 aumentou 11,6 vezes em relacdo ao controle nédo tratado. Os resultados

parecem indicar que eusiderina A influencia minimamente o ciclo celular de L. amazonensis,
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n&o sendo a inibicdo da proliferacdo dos promastigotas o principal mecanismo de atividade de

eusiderina A.

Tabela 2 - Efeitos de eusiderina A no ciclo celular de Leishmania amazonensis

% DE CELULAS NAS FASES DO CICLO CELULAR

TRATAMENTO SubG0 G0/G1 S G2/M Hiperploidia
CTRL 1.370+0.020 36.255+0.945 9.140+0.020 26.145+£1.055  27.090+2.000
Miltefosina 15.925+0.875***  24.640+£2.660***  10.985+1.815  21.355+4.145* 27.095+9.495
Eusiderina A 2.515+0.0750 30.920+2.080* 5.915+0.875 21.145%£1.995* 39.505+10.697

Promastigotas de L. amazonensis foram tratados ou ndo com eusiderina A (10 pg/mL) e miltefosina (30puM)
durante 48 h, marcados com PI e analisados em citdmetro de fluxo. 10.000 eventos foram analisados com o
software CellQuest. Os resultados mostrados sdo a media * erro padrdo da média (SEM) de quatro experimentos
independentes. *P<0.05 e ***P<0,0001 em rela¢&o ao controle ndo tratado.

5.2.6 Detecgdo de Ligantes de Anexina V em Promastigotas de Leishmania amazonensis

Anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipideos e o Pl é um corante vital que se
liga ao ndcleo celular, emitindo fluorescéncia ao se ligar ao DNA e é amplamente usado no
estudo de morte celular, pois ndo penetra quando a membrana celular esta integra e, portanto,
diferencia células normais de células apoptoéticas e necrdticas (Aubry et al., 1999).

Como mostrado na Figura 17, o tratamento com eusiderina A (10 pug/mL) néo afetou a
percentagem de células positivas para anexina V quando comparados ao controle. Por outro
lado, 30 uM de miltefosina induziu um aumento de aproximadamente 18 vezes na expressao

do ligante de anexina V na membrana dos promastigotas.
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Figura 17— Ligante de Anexina V em promastigotas de L. amazonensis tratados com eusiderina A. As
formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram tratadas com 10 pg/mL eusiderina A (EA) e 30uM de
miltefosina (MILT) durante 48 horas a 26°C. Porcentagem de promastigotas positivas para Anexina-V, mostrado
como médiaterro padrdo da média (SEM) de trés experimentos independentes. * P<0,05 em relagdo ao
controle.
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5.2.7 Avaliacdo da Integridade da Membrana de Leishmania amazonensis

Utilizamos ensaios com marcacdo com SYTOX Green para avaliar a integridade da
membrana plasmatica dos parasitos tratados. A membrana plasmatica da Leishmania é
impermedvel a essa sonda, porém quando hé alteracdo em sua integridade ocorre a entrada da
sonda nas celulas e a mesma interage com os acidos nucleicos possibilitando a deteccdo de
fluorescéncia por fluorimetro (Thevissen et al.; 1999). Nossos resultados comprovam que
eusiderina A (10 pg/mL) ndo induz alteracdes na integridade da membrana plasmatica de L.
amazonensis. Triton X-100 usado como controle reduziu a integridade da membrana

significativamente (Figura 18).
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Figura 18- Avaliacdo da integridade da membrana de promastigotas de L. amazonensis tratados com
eusiderina A. Promastigotas foram tratadas ou ndo com 10 pg/mL de eusiderina A (EA) por 48 horas a 26°C. As
células foram marcadas com SYTOX Green. Triton X100 0,05% foi utilizado como controle positivo. Os valores
representam a média de trés experimentos independentes + SEM. ***P<0,0001, comparado ao controle.

5.2.8 Avalia¢ao do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥m)

Variacdes no potencial de membrana mitocondrial estdo associadas com a morte de
tripanossomatideos como Leishmania e T. cruzi (Fonseca-Silva et al., 2011; De Macedo-Silva
et al., 2011). Para avaliar alteracbes no A¥m das formas promastigotas do parasito apds
serem submetidos ao tratamento com 10 pug/mL de eusiderina A, utilizamos a sonda Jc-1. Os
resultados obtidos nesse experimento demonstram que eusiderina A induziu uma perda
significativa do AYm com reducéo de 32,5% comparada ao controle néo tratado. Miltefosina
foi utilizada como controle positivo do experimento, e reduziu 53% o A¥Ym comparado ao

controle ndo tratado (Figura 19).
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Figura 19 — Avaliacéo potencial de membrana mitocondrial em promastigotas de L. amazonensis tratados
com eusiderina A. Promastigotas foram tratadas ou ndo com 10 pg/mL de eusiderina A (EA) e 30uM
miltefosina (MILT) durante 48 horas a 26°C. O potencial de membrana mitocondrial (A¥m) foi avaliado através
do kit de detec¢do de potenciais de membrana mitocondrial JC-1. Os valores representam a média de trés
experimentos independentes + SEM. *** P <0.0001, comparado ao controle.

5.2.9 Atividade de Arginase em Leishmania amazonensis

Na Leishmania a sintese de poliaminas é essencial para o crescimento do parasito e
manutengdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado. A enzima arginase tem um papel
importante na sintese de poliaminas por ser capaz de hidrolisar arginina em ornitina e ureia,
sendo ornitina produto essencial para via de sintese das poliaminas (Roberts et al.; 2004,
Rogers et al., 2009). Em nossos estudos analisamos a atividade da arginase em promastigotas
tratados com 10 pg/mL de eusiderina A. Nossos resultados evidenciaram que o efeito de
eusiderina A independe da atividade da arginase, uma vez que, o tratamento foi incapaz de

alterar a atividade da enzima (Figura 20).
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Figura 20 - Andlise da atividade de arginase em L. amazonensis na presenca de eusiderina A. Promastigotas
foram tratadas ou ndo com 10 pg/mL de eusiderina A (EA) por 48 horas a 26°C. Em seguida, as células foram
processadas como descrito na metodologia. A atividade da arginase foi medida pela geracdo de uréia a 540 nm.
Os valores representam a média de trés experimentos independentes + SEM.
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5.2.10 Avaliacao do Perfil Lipidico em Promastigotas de Leishmania amazonensis

Uma caracteristica da morte de parasitos induzida por diversas substancias naturais € o
acumulo de corpos lipidicos no citoplasma, compostos em grande parte por lipidios neutros
(Boren & Brindle, 2012). O acumulo de lipidios neutros em promastigotas de L. amazonensis
tratados com eusiderina A foi determinado por meio da marcacdo com Nile red, que é uma
substancia lipofilica, capaz de se ligar a lipidios neutros intracelulares. Ha uma correlacéo
linear entre a sua fluorescéncia e o contetdo de lipidios neutros nas células (Aleman-Nava et
al.,2016). Nossos resultados demonstraram que o tratamento com 10 pg/mL de eusiderina A
induz um aumento significativo do acumulo de lipidios neutros quando comparado ao

controle ndo tratado (figura 21).
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Figura 21 — Acumulo de lipidios neutros em promastigotas de L. amazonensis tratados com eusiderina A.
Promastigotas foram tratados ou ndo com 10 pg/mL de eusiderina A (EA) durante 48 horas a 26°C. Em seguida,
as células foram marcadas com Nile Red. Os resultados representam a média + SEM de 2 experimentos
independentes. *** P <0.0001, comparado ao controle.

5.2.11 Producéo de Oxido Nitrico por Macro6fagos Infectados com L. amazonensis

A producdo de dxido nitrico (NO) se d& ap6s a ativagdo da enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS), que esta pouco expressa em macrofagos nao ativados (Korhonen et
al., 2005). Os macrofagos utilizam essa via para eliminar microrganismos fagocitados, em
especial parasitos, como a Leishmania (Bogdan, 2001; Korhonen et al., 2005). Com o
objetivo de avaliar se a morte das amastigotas intracelulares estaria relacionada a ativacdo dos
macrofagos, mensuramos a producdo de NO por estas células. O tratamento dos macrofagos
com 26 ug/mL eusiderina A ndo interferiu na producgéo de NO, entretanto, a estimulagdo com

LPS tenha aumentado 6,8 vezes a concentracdo de nitrito em relagdo as células ndo

39



estimuladas, o tratamento com eusiderina A ndo afetou a producdo de nitrito estimulada por
LPS (Figura 22A). A producdo de NO também foi quantificada em macrofagos infectados
com Leishmania (Figura 22B). Assim como demonstrado para macréfagos nao infectados, o
tratamento com eusiderina A ndo alterou o padrdo de producdo de NO em macréfagos
infectados estimulados ou ndo com LPS (Figura 22B). Estes resultados sugerem que a

atividade anti-amastigota do composto seja independente da producéo de NO.
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Figura 22 - Efeito de eusiderina A na producéo de 6xido nitrico (NO). Macr6fagos peritoneais murinos ndo
infectados (A) ou infectados (B) com Leishmania amazonensis(10:1), estimulados ou ndo com 200 ng/mL de
LPS foram incubados na presenga ou auséncia de 26 ug/mL de eusiderina A (EA) a 37°C com 5% CO,. Apés 48
horas o sobrenadante foi coletado para avaliar a producdo de NO pelo método de Griess. Resultados de 3
independentes experimentos em triplicatas sdo mostrados como média + SEM.

5.2.12 Producéo de TNF-a por Macrdfagos Infectados com Leishmania amazonensis

TNF-o ¢ uma citocina importante para producdo de NO pelos macréfagos e
consequentemente para eliminagdo da Leishmania (Roma et al., 2016), nesse sentido
investigamos se eusiderina A modularia a expressao desta citocina em macréfagos infectados
ou ndo com L. amazonensis. Macréfagos murinos infectados ou ndo e estimulados ou ndo
com LPS foram tratados com eusiderina A na concentracdo de 26 ug/mL. Nossos dados
demonstram que o tratamento de macréfagos infectados ou ndo com eusiderina A foi incapaz
de alterar significativamente os niveis basais de TNF-a (Figura 23A-B). O estimulo dos

macrofagos infectados ou ndo com LPS também ndo modulou a producéo de TNF-a (Figura
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23A-B). A auséncia de modulacdo dos niveis de TNF-a por eusiderina A corrobora com 0s

resultados demonstrados para producdo de NO observados anteriormente (Figura 22).
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Figura 23 - Producdo de TNF-a. Macrofagos murinos infectados (10:1 por 24horas) (A) ou ndo (B),
estimulados ou ndo com 200 ng/mL de LPS foram tratados ou ndo com 26 pug/mL de eusiderina A (EA) a 37°C
com 5% CO;. A producdo de TNF-a foi determinada por ELISA especifico ap6s 48 horas de tratamento. Os
dados representam a média+ SEM de 2 experimentos em triplicata ***P<0.0001.

5.2.13 Producéo de ROS por Macrdéfagos Tratados com Eusiderina A

Outro mediador importante da morte dos parasitos no interior dos macréfagos sao as
espécies reativas de oxigénio (ROS). O tratamento por 30 min com 26 pg/mL de eusiderina
A foi capaz de reduzir os niveis da producdo de ROS em 37% e 36% nos macréfagos
estimulados com PMA ou infectados com L. amazonensis, respectivamente (Figura 24A-B).
Por outro lado, a producdo basal de ROS se manteve inalterada apds tratamento com
eusiderina A. Nossos dados indicam que o efeito leishmanicida de eusiderina A ndo €

mediado pela inducéo de ROS.
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Figura 24 - Efeitos da eusiderina A na producéo de ROS por macréfagos peritoneais murinos. Macréfagos
ndo infectados (A) ou infectados (10:1 por 24 horas) (B) estimulados ou ndo com PMA (200 ng/mL) foram
incubados na presenca ou auséncia de 26 pg/mL de eusiderina A (EA) por 30 minutos a 37°C com 5% CO,. A
producdo de ROS foi mensurada através da intensidade de fluorescéncia, medida em 500/526 nm de
excitacdo/emissdo em fluorimetro. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes.
** P <0,001 entre as barras indicadas.

5.2.14 Avaliacéo da Atividade da Arginase em Macrofagos Tratados com Eusiderina A
Por ser essencial para manutengéo da infeccdo e crescimento do parasito a atividade da

arginase constitui um importante alvo a ser investigado (Acufia, et al., 2017). Nesse sentido,
avaliamos a atividade de arginase em lisados de macrofagos peritoneais murinos tratados ou
ndo com eusiderina A por 48 horas. Os resultados mostraram que eusiderina A néo foi capaz
de alterar a atividade da arginase em macréfagos com ou sem o estimulo de IL-4 e infectados

ou ndo com L. amazonensis em relacdo ao controle ndo tratado (Figura 25 A-B).
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Figura 25 — Andlise da atividade da arginase em lisados de macré6fagos murinos. Os macréfagos nédo
infectados (A) ou infectados (10:1 por 24 horas) com Leishmania amazonensis (B), estimulados ou ndo com 20
ng/mL de IL-4 e tratados ou ndo com 26 ug/mL de eusiderina A (EA) por 48 horas a 37°C com 5% CO,. Os
valores representam a média + SEM de trés experimentos independentes. ** P <0,001 e *** P <0,0001 para as
barras indicadas.

6- DISCUSSAO

Doencas negligenciadas como a leishmaniose continuam a afetar milhGes de pessoas,
gerando sérios problemas para a saude publica. Nao existe vacina disponivel para o
tratamento da leishmaniose e o controle da doenga é baseado na quimioterapia (Rajasekaran
& Chen, 2015). Entretanto, existe uma série de problemas com relagdo aos medicamentos em
uso clinico, pois causam sérios efeitos colaterais, possuem toxicidade elevada, alto custo,
além de relatos de resisténcia dos parasitos (Andrews et al., 2014). Essas limitacOes
representam obstaculos para 0 sucesso da terapia e destacam a necessidade do
desenvolvimento de novos medicamentos, mais efetivos, menos t0Xicos e com menor custo
para o tratamento da leishmaniose. Na busca de melhores farmacos leishmanicidas, produtos
provenientes de plantas estdo ganhando importancia por sua vasta disponibilidade,
biodiversidade e por constituirem uma importante fonte de novas substancias.

Na busca por compostos potencialmente ativos contra Leishmania, nosso grupo tem
investigado ao longo dos anos varias substancias oriundas de produtos naturais ou baseadas
em produtos naturais. Neste contexto, nosso estudo avaliou o potencial leishmanicida de

isatina e seus derivados e de eusiderina A isolada de Piper abutiloides.
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A isatina tem se mostrado como um agente promissor para o descobrimento de novos
farmacos uma vez que tem um baixo custo de producdo e possui uma estrutura que permite a
realizacdo de modificacbes quimicas em sua estrutura para sintese de novas substancias
(Marofias et al., 2008; Gabriel et al., 2011). O papel de isatina e seus derivados na infeccéo
por Leishmania tém sido pouco explorados (Pervez et al., 2014).

Em nosso estudo, a triagem inicial reunindo isatina e seus dezesseis derivados apontou
que os derivados 1ISA4, ISA5, ISA6 e ISAL10 eram 0s mais ativos, enquanto, isatina nédo
apresentou atividade leishmanicida.

Khan e colaboradores (2008) avaliaram o potencial anti-Leishmania in vitro de 20
bases de Schiff derivadas de isatina. Entre os 20 compostos sintetizados 5 (2-
Bromofenilimino)-1H-indole-2-ona) e 7 (4-Bromofenilimino)-1H-indole-2-ona) deste estudo
foram os mais ativos (ICsos de 22,7 nM e 1,84 nM, respectivamente), contra promastigotas de
Leishmania major. Assim como esses compostos ativos, ISA5 também apresenta Br em sua
estrutura, mas ISA5 apresentou um ICso de 28,85 uM, muito superior ao dos compostos do
estudo de Khan e colaboradores (2008). Essa atividade superior encontrada nos derivados de
isatina pode ser devido a formacdo do grupo funcional imina que ocorre na sintese de uma
base de Schiff, pois apenas a formacao do grupo funcional em uma isatina com a auséncia do
Br, composto 1 (fenilimino)-1H-indole-2-one) foi capaz de gerar atividade com um ICso de
3,8 nM em promastigotas de Leishmania major, enquanto nds nao observamos atividade
alguma de isatina em concentracdes bem superiores em promastigotas de Leishmania
amazonensis. Khan e colaboradores (2008) avaliaram a agdo de seus derivados em formas
promastigotas, mas ndo demonstraram se essas substdncias sdo seguras para a célula
hospedeira.

Entre os derivados de isatina sintetizados que testamos ISA10 foi o0 que apresentou
menor toxicidade para as células hospedeiras e embora tenha apresentado atividade contra
promastigotas e amastigotas com um consideravel valor de Sl (2,84), nossos dados apontam
gue o intervalo entre o efeito anti-amastigota e a citotoxicidade de ISA10 é um fator limitante
para utilizacdo deste derivado como uma substancia leishmanicida.

Na tentativa de diminuir a toxicidade de ISA5, derivado que apresentou melhor
atividade anti-promastigota entre os testados, novas derivagdes foram realizadas dando
origem aos ISA5 cetal sem-Sub, ISA5 cetal Br e ISAS cetal 1. Entre os derivados provenientes
de ISAS5, ISAS5 cetal sem-Sub e ISA5 cetal Br reduziram a citotoxicidade demonstrando CCso
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em concentragdes acima de 200 uM e 100 uM, respectivamente, entretanto a atividade anti-
promastigotas ndo foi melhorada, uma vez que, os ICso encontrados para ISA5 cetal sem-Sub,
ISAS cetal Br e ISA5 cetal | foram de >200 uM, 239,6 uM e 48,32 uM, respectivamente. O
efeito sobre amastigotas ndo foi observado em nenhuma das concentragdes testadas dos
derivados de ISA5, embora a atividade anti-amastigota de ISA5 cetal sem-Sub e ISAS cetal
Br deva ser testadas em concentracGes maiores do que as estudadas aqui, desde que ndo sejam
toxicas para célula hospedeira.

O potencial leishmanicida in vitro de uma série de 29 N “-substituidos 5-nitroisatin-3-
tiossemicarbazonas foi avaliado contra promastigotas de L. major, e 14 desses
compostos foram ativos com valores de 1Csos variando de 0,44 a 32,38 pg/mL (Pervez et al.,
2014). As derivacdes realizadas em nosso estudo geraram 10 substancias ativas contra
promastigotas de L. amazonensis com ICses que variam de 8,8 a 64,44 pug/mL.

Nossos resultados e os relatos da literatura demonstram que apesar da auséncia de
atividade demonstrada, isatina € uma importante molécula modelo para o desenvolvimento de
substancias com atividade anti-Leishmania, uma vez que sua facil derivacdo pode gerar novas
substancias ativas.

A espécie Piper abutiloides, pertencente a familia Piperaceae se destaca pela producédo
de metabdlitos secundarios, que podem interagir com fungos e bactérias (Johann et al., 2009).
Vérias classes de metabolitos foram isoladas de espécies de Piper como amidas (Dyer &
Palmer, 2004), alcal6ides (Ee et al., 2009), lignanas (Martins et al., 2003) e neolignanas
(Parmar et al.,1997). As neolignanas possuem uma diversidade de atividades bioldgicas
dentre as quais se inclui atividade leishmanicida (Barata et al., 2000). Surinamensina e 3,4-
dimetoxi-8-[30-metoxi-40-(E)-propenilfenoxi]-propiofenona, neolignanas isoladas de Virola
surinamensis e Virola pavonis, respectivamente, foram ativos contra amastigota de L.
donovani a 100 puM, mas também toxico para macrofagos ndo mostrando seletividade no
modelo de infeccdo in vitro (Barata et al., 2000).

Em nosso estudo avaliamos a atividade leishmanicida de eusiderina A, uma
neolignana para a qual ja foi reportada atividade antifingica (Syamsurizal & Afrida, 2012;
Syamsurizal & Afrida, 2014; Muhaimin et al., 2017). Eusiderina A demonstrou atividade
antifungica contra varios fitopatdgenos como Coriolus versicolor, Tyromeces polutris (Syafii
et al., 1987), Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersicon, Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani
(Syamsurizal & Afrida, 2014; Muhaimin et al., 2017).
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Avaliando o efeito de eusiderina A sobre as formas promastigotas de L. amazonensis
demonstramos que essa neolignana possui efeito inibitorio sobre o crescimento do parasito,
concentragdo-dependente com I1Cso de 2,3 pg/mL (5,9 uM).

Suzuki e seu grupo (2009) avaliaram a atividade leishmanicida contra promastigotas
de L. major de sete neolignanas isoladas de Ocimum sanctum e todas inibiram o crescimento
do parasito com valores de ICso variando de 9,1 a 89,7 pg/mL, inferiores ao encontrado em
nosso estudo com eusiderina A. Néris e colaboradores (2013) evidenciaram que a neolignana
sintética licarina A inibiu o crescimento de promastigotas de L. major apresentando um ICso
de 9,59 pg/mL. Da mesma forma foi demonstrado a atividade anti-promastigotas de L.
amazonensis de eupomatenoide-5, uma neolignana isolada de folhas de Piper regnellii var.
com ICso de 9,0 ug/mL (Vendrametto et al.; 2010), e da neolignana 2,3-dihydrobenzofurano,
um constituinte da prépolis com IC 50 de 1,04 uM (De Castro et al., 2017). Nossos resultados
demonstram que eusiderina A apresenta atividade anti-promastigotas superior a outras
neolignanas estudadas.

Uma vez que eusiderina A apresentou atividade significativa contra promastigotas,
com baixo valor de ICso, avaliamos sua atividade citotoxica contra macrofagos peritoneais
murinos. Nossos dados sugerem que eusiderina A apresenta CCso >100 pg/mL (> 259 uM).

A toxicidade de neolignanas para macrofagos murinos foi testada para a
neolignana 2,3-dihydrobenzofurano, e esta ndo foi toxica para macréfagos de BALB/c até a
concentracdo de 13 uM (De Castro et al., 2017). Testes de citotoxicidade com a neolignana
licarina A revelaram que ndo houve alteracdo na viabilidade de macréfagos murinos até a
concentracdo de 200 pg/mL (Néris et al.,2013).

Até o momento, hd poucos estudos avaliando a citotoxidade de neolignanas para
macrofagos murinos. Assim, este é, possivelmente, o primeiro estudo a avaliar a
citotoxicidade de eusiderina A em macrofagos de BALB/c. Os dados aqui apresentados
apontam para uma baixa citotoxicidade sobre esta linhagem celular.

O modelo experimental de amastigotas internalizadas em macréfagos é o que melhor
retrata a infeccdo como ocorre no hospedeiro (Carneiro et al., 2012). Dessa forma, as
substancias que sdo capazes de reduzir a infeccdo nessas células parasitadas por Leishmania
sdo bastante promissoras e relevantes de serem testadas in vivo. Nesse estudo eusiderina A
demonstrou uma inibigdo concentracao-dependente inibindo 42, 60 e 77% nas concentragdes
de 50, 75 e 100 pg/mL respectivamente, apresentando um ICso de 53 pg/mL (137,3 uM) para
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amastigotas intracelulares in vitro. Embora ndo tenhamos conseguido calcular o CCso de
eusiderina A para os macrofagos, ele serd maior do que 200 pg/mL (morte de 32% das
células), considerando esse valor, um Sl de ~3,77, para amastigotas de L. amazonensis. Vale
destacar que nesse caso a eusiderina A apresenta um Sl maior que 1, mostrando sua
seletividade por amastigotas, em comparagdo com a célula hospedeira.

A atividade de algumas neolignanas contra formas amastigotas intracelulares de
Leishmania foi demonstrada como, por exemplo, para as lignanas (+) medioresinol e (-)
lirioresinol B, que a 60 pg/mL, diminuem em cerca de 60% a infeccdo de macrofagos
murinos infectados com L. amazonensis (Sauvain et al., 1996). Estudo semelhante evidenciou
a atividade leishmanicida para amastigotas intracelulares L. amazonensis da neolignana 2,3-
dihydrobenzofurano com ICsg de 1,43 uM (De Castro et al., 2017) e do eupomatenoide-5 com
ICso de 5,0 ug/mL (Vendrametto et al., 2010). Néris e seu grupo (2013) demonstraram que a
licarina A foi ativa contra amastigotas intracelulares de L. major com um ICsp de 4,71 pg/mL.

Amastigotas geradas em cultura axénica podem representar uma importante estratégia
para 0s testes com novos compostos, uma vez que se assemelham bastante as amastigotas
intracelulares no que diz respeito as caracteristicas estruturais e propriedades bioldgicas
(Gupta, Goyal, Rastogi, 2001).

Vendrametto e colaboradores (2010) investigaram a atividade leishmanicida de
eupomatenoide-5 e demonstraram que esta neolignana apresentou atividade dose-dependente,
com ICsg de 13,0 pg/mL para amastigotas axénicas de L. amazonensis. Em nosso estudo, as
diferentes concentracdes de eusiderina A mostraram atividade significativa contra amastigotas
axénicos, inibindo seu crescimento, chegando a inibicGes de 81 e 94% nas concentragdes de
50 e 100 pg/mL, respectivamente. Eusiderina A apresentou um I1Cso de 19 pg/mL (49,2 uM).

Nota-se, no entanto, que para as formas amastigotas intracelulares, a concentracéo
necessaria para matar o parasito foi maior do que para as formas promastigotas e amastigotas
axénicas. Apesar das semelhancas entre amastigotas axénicas e amastigotas intracelulares, a
diferenga nos resultados pode ser explicada pelo fato da substancia necessitar transpassar um
conjunto de membranas representadas pela membrana plasmatica e a membrana do
fagolisossomo, local onde se encontra o parasito. SupGe-se entdo que uma maior concentracéo

seja necessaria para atingir o mesmo efeito observado nas formas axénicas.
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O nosso estudo mostrou, pela primeira vez, que eusiderina A € ativa contra
promastigotas, amastigotas axénicas e intracelulares de L. amazonensis. Assim, fez-se
oportuno investigar os possiveis mecanismos de acdo dessa substancia.

A alteracdo no ciclo celular é uma das caracteristicas de células que sofrem morte
similar a apoptose que ocorre tanto nos metazoarios como nos organismos unicelulares (Das,
Mukherjee, Shaha, 2001; Horikawa & Pefia, 2011; Proto, Coombs & Mottran, 2013; Garcia et
al., 2013). Os resultados aqui obtidos demonstram que o tratamento de promastigotas de L.
amazonensis com eusiderina A induziu uma ligeira diminuicdo na porcentagem de células nas
fases GO/G1 e G2/M em relacdo ao controle ndo tratado e que essa neolignana ndo induziu
alteracdo significativa nas populacdes SubGO e S. Os resultados sugerem que o composto
influencia minimamente o ciclo celular de L. amazonensis, ndo sendo a inibicdo da
proliferacdo dos promastigotas o principal mecanismo de atividade de eusiderina A. Nesse
sentido, Garcia e colaboradores (2013) ao avaliar a atividade leishmanicida do
eupomatenoide-5 em promastigotas de L. amazonensis, demonstraram que esta neolignana
promoveu arrest do ciclo celular na fase GO/G1, indicando morte similar a apoptose.

O potencial de membrana mitocondrial € um importante parametro da funcéo
mitocondrial usado ndo apenas como um indicador de viabilidade celular, mas também como
indicador de apoptose ou morte incidental (Shaha, 2006; Proto, Coombs & Mottran, 2013).
Para melhor elucidar o efeito de eusiderina A sobre a fisiologia da mitocondria das formas
promastigotas de L. amazonensis utilizamos o JC-1, que é uma sonda fluorescente capaz de
mensurar o Aym das células viaveis. Nossos dados demonstraram que promastigotas tratadas
com eusiderina A tiveram uma reducao significativa do seu A¥Ym, quando comparadas com as
células do grupo controle. Como ja demonstrado por Pinto-Martinez e colaboradores (2018),
miltefosina altera o A¥m de L. donovani, nesse sentido utilizamos miltefosina como controle
positivo do experimento.

A fim de aprofundarmos nosso conhecimento sobre 0 modo de acéo eusiderina A em
L. amazonensis e seu potencial como indutora de morte celular, utilizamos anexina-V e o
iodeto de propidio (PI) para avaliar alteracbes nos niveis dos ligantes de anexina-V na
membrana dos promastigotas tratados. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com
eusiderina A ndo induziu um aumento na exposi¢do dos fosfolipidios ligantes de anexina-V
no folheto externo da membrana dos parasitos quando comparados ao controle ndo tratado.
Por outro lado, miltefosina, fArmaco capaz de induzir externalizacéo dos fosfolipidios ligantes

48



de anexina-V em promastigotas de Leishmania foi utilizada como controle positivo do
experimento, comprovando seu papel nessa inducdo (Paris, et al., 2004). Existe uma
discussdo sobre a ocorréncia do fosfolipidio fosfatidilserina (PS) em Leishmania, alguns
estudos relataram a presenca de PS em espécies de Leishmania (Henriques et al., 2003;
Yoneyama et al., 2006) enquanto outros falharam na detec¢do deste lipidio (Zhang et al.,
2007; Sengh et al., 2010). Recentemente, foi demonstrado que diferentes espécies de
Leishmania, incluindo L. amazonensis ndo expressam fosfatidilserina e que anexina-V
detectaria além de PS, outros fosfolipidios na membrana do parasito, como por exemplo,
acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e fosfatidilinositol (Weingartner et
al., 2012).

Garcia e colaboradores (2013) avaliando a atividade leishmanicida do eupomatenoide-
5 em promastigotas de L. amazonensis, demonstraram que esta neolignana levou a uma
hipopolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e também aumento da exposicéo de
ligantes de anexina-V nesse parasito.

A sintese de poliaminas é essencial para o crescimento da Leishmania (Roberts et al.;
2004, Rogers et al., 2009). A arginase é a primeira enzima envolvida na biossintese de
poliaminas e hidrolisa a arginina em ornitina e uréia (Acufia et al., 2017). O bloqueio da
arginase pode levar ao estresse oxidativo nas células do parasito e promover o controle da
infeccdo (Colotti & llari, 2011). A Leishmania torna-se auxotréfica para as poliaminas
quando o gene da arginase é deletado, mostrando a importancia desta enzima para a
sobrevivéncia do parasito (Reguera et al., 2009). Nesse sentido avaliamos a producdo de
arginase em L. amazonensis tratados com eusiderina A. Nossos resultados mostraram que a
producdo de arginase nédo foi alterada apds o tratamento com esta neolignana.

A ligacéo de farmacos ao ergosterol da membrana de Leishmania, com consequente
alteracdo da permeabilidade celular e inducdo de poros foi demonstrada para o antifingico
anfotericina B (Chattopadhyay & Jafurulla, 2011). Para estudar uma possivel acdo de
eusiderina A em L. amazonensis utilizamos 0 SYTOX Green que € incapaz de passar através
da membrana plasmatica do parasito quando esta se encontra integra. Porem quando a
membrana apresenta alteracdes essa molécula entra na célula e se liga ao DNA de forma
irreversivel, emitindo fluorescéncia (Thevissen et al.,1999). Nossos dados demostraram que
eusiderina A ndo induz alteracdes na integridade da membrana plasmatica de L. amazonensis.

Este fato sugere que promastigotas tratados com eusiderina A parecem nédo estar morrendo
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por necrose, pois uma das caracteristicas de células em necrose é a alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica com extravasamento de contetdo intracelular (Jain
etal., 2013).

A disfuncéo mitocondrial pode induzir um acimulo de corpos lipidicos no interior das
celulas (Lee et al., 2013). Esse acumulo de lipidios ocorre para tentar suprir o fornecimento
de energia, visto que a principal fonte de energia celular, a mitocondria, esta comprometida
(Aon, Bhatt, Cortassa, 2014). Nesse sentido, foi avaliado o acumulo de lipideos neutros nos
promastigotas tratados com eusiderina A e observamos um aumento significativo no acimulo
de lipidios nas células tratadas com essa neolignana. Estudos com a substancia Amiodarona
sugeriram que o acumulo de corpos lipidicos apo6s o tratamento pode ser devido a alteracdes
nas propriedades biofisicas da membrana plasmaética ou degradacdo anormal de lipidios (De
Macedo-Silva et al., 2011).

Nossos resultados sugerem que eusiderina A pode induzir morte celular ndo regulada
(morte incidental) em promastigotas de L. amazonensis, apresentando como alterac6es
celulares caracteristicas, a alteragdo do A¥Ym e actimulo de corpos lipidicos, que segundo
Proto e colaboradores (2013), constituem caracteristicas desse tipo de morte.

Macrofagos ndo sdo sé o habitat dos amastigotas de Leishmania, como também a
principal célula efetora para sua destruicdo, além disso, secretam moléculas que estimulam a
resposta inflamatdria, como citocinas e quimiocinas (Teixeira et al., 2006). Nesse estudo
foram avaliados parametros de ativacdo de macrdfagos com capacidade microbicida (inducao
da sintese de NO, de ROS e de citocinas) que agem para debelar as infecgdes por Leishmania.
A dicotomia existente entre resposta imunoldgica celular do tipo Thl e Th2 nos hospedeiros
acometidos pela doencga, leva a investigagdo de novas alternativas terapéuticas para
descoberta de novos farmacos que ndo apenas tenham atividade sobre o parasito em si, mas
também tenham capacidade imunomodulatéria para fazer prevalecer uma resposta imune
efetiva do hospedeiro (Islamuddin et al., 2015).

Extratos vegetais, metabdlitos secundarios ou biomoléculas podem exercer
propriedades imunoestimuladoras em diferentes doencas (Chouhan et al., 2014). Acredita-se
gue 0 mecanismo mais comum para exercer atividade imunomoduladora seja a estimulacao da
producdo de NO ou ROS que é a principal molécula efetora para a morte
de amastigotas de Leishmania (Oryan, 2015).
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Em camundongos tem sido observado um papel importante da producdo de oOxido
nitrico no processo de morte da Leishmania (Evans et al., 1993; Stenger et al., 1994; Assreuy
et al., 1994). Choi e colaboradores (2007) investigaram os efeitos do obovatol, uma
neolignana isolada das folhas de Magnolia obovata, na produgdo de éxido nitrico (NO) em
células RAW 264-7 ativadas por LPS, e mostraram que esta neolignana inibiu
significativamente a producdo de NO induzida por LPS de uma maneira dependente da
concentracdo. Lee e colaboradores (2013) demonstraram que uma neolignana isolada dos
frutos de Vitex rotundifolia inibiu a producdo de NO induzida por LPS em células de
linhagem RAW 264-7. Ja a atividade leishmanicida da neolignana 2,3-dihydrobenzofurano
conta com a ativacdo de macrofagos, pois o tratamento com este composto aumenta 0s niveis
de NO (De Castro et al., 2017).

Para avaliar se a atividade leishmanicida de eusiderina A estava associada a produgéo
do NO, macréfagos murinos foram tratados ou ndo com eusiderina A. Nossos resultados
mostraram que macrdfagos tratados com eusiderina A néo tiveram seu padréo de producéo de
NO alterado, mesmo quando estimulados com LPS, e infectados ou ndo com L. amazonensis.
Esses resultados sugerem que a atividade anti-amastigota dessa neolignana € independente da
producdo de NO.

O TNF-a esta envolvido na regulacdo da producdo do NO por células infectadas com
Leishmania sp. A ativacdo de TNF-a atua como um sinal autdcrino para produgédo de INF-y,
que amplifica a producdo do NO favorecendo a destruigdo dos parasitos (Green et al., 1994;
Oliveira et al., 2014). Ryu e colaboradores (2001) demonstraram que as neolignanas
magnosalina e andamanicina isoladas de folhas de Perilla frutescens, inibiram a sintese de
NO e TNF-a em células RAW 264-7 ativadas por LPS. Da mesma forma, a neolignana
picrasmalignana A isolada do caule de Picassamas quassioides, suprimiu a producdo de NO
estimulada por LPS e a secrecdo pro-inflamatoria da citocina TNF-o de maneira
concentracdo-dependente (Zhao et al., 2013).

Nossos dados demonstraram que essa neolignana ndo induz alteragGes na producdo de
TNF-o. em macréfagos estimulados ou ndo com LPS e, infectados ou ndo com L.
amazonensis, quando comparados aos controles néo tratados, corroborando com os resultados
obtidos para a producgéo de NO.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) protegem o hospedeiro contra um grande namero

de microrganismos patogénicos e sdo importantes para a eliminagcdo de uma variedade de
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patdgenos intracelulares (Roma et al., 2016). Assim, avaliamos a producdo de ROS em
macrofagos murinos e, nossos resultados mostraram que eusiderina A reduziu a producdo de
ROS, tanto em macréfagos estimulados com PMA quanto em macrofagos infectados L.
amazonensis, indicando que o efeito leishmanicida ndo parece ser mediado pela inducdo de
ROS.

A resposta do tipo Th2 induz a expressdo da arginase por macréfagos, e esta enzima é
essencial para o crescimento do parasito (Roberts et al., 2004). Avaliamos, entdo, a atividade
da arginase em macrofagos peritoneais murinos tratados com eusiderina A. Os resultados
mostraram que eusiderina A ndo reduziu a atividade da arginase em macré6fagos, estimulados
ou ndo com IL-4, e infectados ou ndo com L.amazonensis em relacdo aos controles nédo
tratados.

Nosso estudo demonstra pela primeira vez a atividade leishmanicida de eusiderina A
e sugere que esta neolignana pode ser promissora no desenvolvimento de um novo agente
leishmanicida. Convém ressaltar que eusiderina A pode também ter atuacdo em outros alvos
da mitocéndria, bem como em outras organelas do parasito e, portanto, seu efeito
leishmanicida parece estar associado a um mecanismo de inducdo de morte nao regulada que
apresenta como principais caracteristicas a alteracdo do AWm e 0 aumento de corpos lipidicos.
Nossos resultados garantem novos estudos para melhor elucidar o mecanismo de acdo deste
composto em Leishmania amazonensis, bem como sua utilizacdo em modelo de infeccdo in

Vivo.

7 — CONCLUSOES

e |[satina ndo apresenta atividade contra as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis, mas constitui um importante modelo molecular para o
desenvolvimento de substancias leishmanicidas, uma vez que sua facil derivagdo pode
gerar novas substancias ativas;

e |ISA10 foi ativa contra formas amastigotas de L. amazonensis e nao tdxica para
macrofagos de linhagem RAW 264-7 até a concentracdo de 100 uM.

e A derivacdo de ISA5 em ISA5 cetal Br melhorou sua toxicidade, mas em contrapartida
elevou seu ICsg para promastigotas de L. amazonensis e ndo apresentou efeito sobre

amastigotas em nenhuma das concentragdes testadas;
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e Eusiderina A apresenta efeito concentracdo-dependente na inducdo de morte de
promastigotas, amastigotas axénicos e intracelulares de L. amazonensis;

e Eusiderina A apresenta toxicidade para macr6fagos murinos com CCsg >200ug/ml;

e Eusiderina A ndo afeta, significativamente, o ciclo celular, a expressdo de ligante de
anexina-V, e a permeabilidade da membrana de promastigotas de L. amazonensis;

e Eusiderina A causa morte incidental tendo como caracteristica a alteracao do potencial
de membrana mitocondrial e o acimulo de corpos lipidicos neutros em promastigotas
de L. amazonensis;

e Eusiderina A ndo modula as fun¢bes microbicidas dos macréfagos, como producéo de
NO, ROS, a atividade de arginase e TNF-a.
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