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RESUMO

As leishmanioses sao um complexo de doengas parasitarias causadas pelos protozoarios
do género Leishmania. Pode comprometer pele, visceras e mucosas dependo da espécie
que acomete o hospedeiro. A principal medida de controle da doenga ¢ o tratamento,
porém o mesmo apresenta varias limitacdes, como efeitos colaterais, selegdo de parasitos
resistentes e eficacia reduzida. Com isso, a Organizacdo Mundial da Satude estimula a
busca por novos fairmacos e produtos naturais que possam minimizar as limitagdes do
tratamento existente. Os objetivos desse estudo foram preparar extratos etanolicos a partir
de plantas do género Handroanthus e extrair lapachol para caracterizar e avaliar sua
eficacia in vitro e in vivo contra Leishmania amazonensis e L. infantum, ¢ ainda,
determinar a citotoxicidade do lapachol e dos extratos em células HepG2. A partir dos
galhos coletados de diferentes espécies Handroanthus foi realizado andlise
cromatografica de cada espécie onde foi observado a presenca de quinonas,
posteriormente o teste feito com Na;CO3 2% em placa de toque mostrou que somente H.
serratifolius foi positivo para lapachol. A partir disso foram preparados os extratos
etandlicos e realizada a extra¢do quimica do lapachol. Pelos métodos de CCD e CLAE o
perfil fitoquimico das amostras coletadas foi caracterizado. Lapachol extraido de H.
serratifolius apresentou uma citotoxicidade em células HepG2, avaliada pelo método
colorimétrico MTT, de 826,66 + 82,67ug/mL. O mesmo demonstrou atividade tanto nos
ensaios in vitro quanto in vivo, tendo um Clso de 19,38 2,21 pg/mL para L. amazonensis
e 32,96 + 8,02 pug/mL para L. infantum, no teste de resazurina e reducdo de carga
parasitaria de 75,3%. Com amastigotas intracelulares houve redugdo da infeccdo em
relagdo ao controle. Lapachol foi capaz de induzir reducdo média da carga parasitaria
(75,3%) em modelo murino de leishmaniose tegumentar. Estes resultados reforcam o
potencial terapéutico do lapachol e abrem novas perspectivas para o tratamento das
leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmaniose, tratamento, produtos naturais, Handroanthus, lapachol



ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of parasitic diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania. It can compromise the skin, viscera and mucous membranes depending on
the species that attacks the host. The main measure of disease control is treatment, but it
has several limitations, such as side effects, selection of resistant parasites and reduced
efficacy. With this, the World Health Organization encourages the search for new drugs
and natural products that can minimize the limitations of existing treatment. The
objectives of this study were to prepare ethanolic extracts from plants of the genus
Handroanthus and extract lapachol to characterize and evaluate their in vitro and in vivo
efficacy against Leishmania amazonensis and L. infantum and to determine the
cytotoxicity of lapachol and extracts in cells HepG2. Through the branches collected from
Handroanthus species, a chromatographic analysis of each species was performed, where
the presence of quinones was observed, and the test done with Na,CO3 2% on a touch
plate showed that only H. serratifolius was positive for lapachol. From this the ethanolic
extracts were prepared and the chemical extraction of lapachol was carried out. By the
methods of TLC and HPLC the phytochemical profile of the samples collected was
characterized. Lapachol extracted from H. serratifolius showed a cytotoxicity in HepG2
cells, evaluated by the MTT colorimetric method, of 826.66 + 82.67 pug / mL. The same
demonstrated activity in both the in vitro and in vivo assays, having an ICso of 19.38 +
2.21 pg/mL for L. amazonensis and 32.96 + 8.02 pg/mL for L. infantum in the Resazurin
and parasite load reduction of 75.3%. With intracellular amastigotes there was reduction
of infection in relation to the control. Lapachol was able to induce a mean reduction of
the parasitic load (75.3%) in a murine model of tegumentary leishmaniasis. These results
reinforce the therapeutic potential of lapachol and open new perspectives for the treatment
of leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, treatment, natural products, Handroanthus, lapachol
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sao um conjunto de doengas que podem comprometer visceras,
pele e mucosa de mamiferos. O tipo do acometimento em cada individuo depende da
espécie do parasito que o infecta e a resposta imune do mesmo (WHO, 2017). Essa doenga
¢ causada por um protozoario intracelular obrigatorio que pertence a classe
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (LAINSON & SHAW,
2005; WHO, 2017).

A transmissdo do parasito para os hospedeiros vertebrados ocorre por meio da
picada de fémeas de flebotomineos infectadas (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae),
pertencentes aos géneros Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo
(RANGEL & LAINSON, 2003). As fémeas, que sdao hematofagas, participam
diretamente do processo de infec¢do, possuindo importincia epidemiologica. Estes
insetos estdo amplamente distribuidos na natureza e encontrados nos mais diferentes

nichos ecoldgicos (SHAW, 2002).

Os protozoarios do género Leishmania sdo pleomorficos e apresentam em seu
ciclo de vida as formas evolutivas promastigota e paramastigota, que se desenvolvem no
trato intestinal de um inseto vetor, sio modveis e com o flagelo aparente, e as formas
amastigotas, que vivem e se multiplicam no interior de células do sistema monocitico
fagocitario (SMF) de um hospedeiro vertebrado, sdo imoveis e sem flagelo aparente
(BATES, 2008). Leishmania, da mesma forma que outros tripanossomatideos, possuem
uma mitocondria unica e ramificada, que se estende por todo o corpo celular e tem um
grande contetido de material genético localizado em uma regido especifica da organela, o
cinetoplasto. Exibem um ntcleo oval e cinetoplasto pequeno, em forma de bastdo. A
posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo varia, embora ele se localize

preferencialmente, entre o nucleo e o maior volume de citoplasma (SIMPSON, 1986).

A transmissdo do parasito para o ser humano pode ser: zoonoética, onde se da de
um reservatorio animal para o vetor e posteriormente para o hospedeiro humano e outros

animais, ou antropondtica, que ocorre quando o parasito ¢ transmitido entre humanos, que

lasmin Aparecida Cunha Araujo
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atuam como hospedeiros e reservatérios, pelo inseto vetor (DESJEUX, 2004;

SECUNDINO et al., 2011; WHO, 2010).

Os principais hospedeiros vertebrados de Leishmania sao mamiferos pertencentes
da familia Canidae, marsupiais, roedores ¢ humanos. Com algumas excecgoes, as
leishmanioses sdo zoonoses € a infeccdo em humanos ¢ acidental (ASHFORD, 1996;

SALIBA et al., 1999; GRAMICCIA et al., 2005; WHO, 2017).

As leishmanioses humanas podem apresentar distintas manifestagdes clinicas,
sendo as duas formas bdasicas a leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar

(LT) (SILVEIRA et al., 2004; LAINSON & SHAW, 2005).

A LV, também conhecida como calazar, consiste em uma infec¢do causada por
Leishmania donovani (Velho Mundo) e Leishmania infantum (Novo Mundo ¢ Velho
Mundo) (GRIENSVEN e DIRO, 2012). A LV ¢ uma doenga sist€émica grave que atinge
as células do SMF de homens e animais, sendo o baco, figado, linfonodos, medula 6ssea
e pele os orgdos mais afetados. Clinicamente, a LV se caracteriza por febre irregular e de
longa durag¢do, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com leucopenia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, emagrecimento, edema e estado de
debilidade progressivo, levando a caquexia e ao dbito, quando ndo diagnosticada e tratada
em tempo (BADARO et al., 1996). Sua grande importincia na satide publica se deve a
expansao geografica para areas até entdo livres da doenca e inclui, ainda, a urbanizacdo,
reemergéncia em focos endémicos antigos e alta letalidade, principalmente em individuos
ndo tratados e criangas desnutridas. E também considerada emergente em individuos
portadores da infecc¢ao pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma

das doengas mais importantes da atualidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A LT pode se manifestar como diversas sindromes clinicas no hospedeiro,
dependendo da espécie de Leishmania que o acomete e da resposta imune do individuo,
sendo classificada em: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutanea mucosa (LCM),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) ou anérgica (CHAPPUIS et al., 2007; RAMOS, et al.,
2015). O individuo com LC apresenta uma ou varias ulceras na pele, sendo essa forma
considerada mais frequente. Conhecida popularmente como esptindia, a LCM causa
ulceras que sdo gradativamente destrutivas nas mucosas como boca, nariz, faringe e

laringe. Essa manifestagdo clinica da doenca ¢ considerada grave e pode causar a
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mutilagdo da face e provocar sofrimento ao paciente. Feridas ndo ulceradas que
apresentam uma grande quantidade de parasitos na pele do individuo e anergia ao teste
intradérmico de Montenegro, sao manifestacdes clinicas de LCD (RIBAS-SILVA et al.,
2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A LT apresenta uma ampla distribui¢io
mundial, estando presente em varios paises. No continente americano, esta forma ¢
denominada como leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo encontrado casos
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (GONTLJO et al., 2003; BRASIL,
2017).

Paises que relataram
casos importados de LC

Libano - 1033
Jordénia —103
Nepal - 28
Irague - 13
Bélgica—12
Kuwait— 11
Alemanhi - 10
Qatar-8
Federagio Russa— 5
Arménia - 2
Finlandia - 2
Lituania — 1
Bangladesh — 1
Italia—1

Republica Tcheca - 1

0000

Namero de novos casos
de LC relatados, 2013

. 25000
I 1000-4939
E 100-9%%
B <00
CJo

Sem casos autdctones relatados
Sem dados

oot

No se aplica

Figura 1 - Prevaléncia da leishmaniose cutdnea no mundo, 2013. Fonte: WHO 2017.
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Figura 2 - Prevaléncia da leishmaniose visceral no mundo, 2013. Fonte: WHO (2017).

lasmin Aparecida Cunha Araujo



Introducdo 17

As leishmanioses ocorrem em 98 paises distribuidos em quatro, dos seis
continentes. De acordo com os dados da Organizacdo Mundial de Satide (OMS), cerca de
310 milhdes de pessoas estdo expostas a contrair a doenca, com incidéncia anual de
aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos, ¢ destes, 1 milhdo com LT (Figura 1) e
300.000 de pessoas acometidas pela LV (Figura 2), das quais cerca de 20.000 a 30.000
dos individuos doentes evoluem para o 6bito (ALVAR et al., 2012; CHAPPUIS et al.,
2007; DESJEUX, 2004; WHO, 2017).

As leishmanioses constituem, atualmente, o segundo grupo de doengas
parasitarias que mais mata no mundo, e esta entre as seis mais importantes doencas
infecciosas combatidas pela OMS. Nos tltimos anos houve um grande avango em relagao
a prevengdo e diagnostico das leishmanioses, sendo o tratamento dos doentes a principal
medida profilatica, porém a mortalidade e morbidade ainda apresentam uma taxa de
crescimento preocupante. Devido a isso, um grande esfor¢co vem sendo realizado em
avancos nas areas de diagnoéstico, controle e tratamento, sendo na descoberta de novos
produtos, vacinas ou técnicas para melhoria de metodologias diagndsticas e tratamentos

jé existentes (WHO, 2017).

1.2. Transmissao e Ciclo bioldgico

Parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida heteroxénico,
necessitando de dois hospedeiros, sendo um invertebrado, representado por um
flebotomineo, e um mamifero pertencentes as ordens Carnivora (caes e gatos), Xenarthra
(tatus e preguigas), Marsupialia (gambas), Primata (humanos e ndo humanos), Rodentia
(ratos) (LAINSON; SHAW 1987) (Figura 3). O género ¢ dividido em dois subgéneros,
de acordo com seu desenvolvimento no trato digestorio do vetor, entre outros aspectos:
Leishmania (Leishmania), com o desenvolvimento limitado ao intestino nas regides
média e anterior, € Leishmania (Viannia), onde os parasitos se desenvolvem na regido
posterior e, migram paras as regioes média e anterior do intestino (LAINSON & SHAW,

1987).
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Figura 3 - Representacdo do ciclo de vida de Leishmania spp (Adaptado de Harhay et at., 2011). Os
flebotomineos ingerem células infectadas durante o repasto sanguineo. No intestino médio do vetor,
formas amastigotas se transformam em promastigotas, por simples divisdo, se desenvolvem e migram
para a probdscide. Durante o repasto sanguineo as promastigotas sdo regurgitadas em hospedeiros
humanos ou mamiferos vertebrados. As promastigotas sdo fagocitados por macroéfagos e outros tipos
de células fagociticas e se transformam dentro dessas células em amastigotas, que se multiplicam por
divisdo simples e passam a infectar outras células fagociticas mononucleares.

Sua transmissdo ao homem e aos animais ocorre por meio da picada da fémea de
insetos pertencentes a ordem Diptera e familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
denominados popularmente como flebotomineos. Os flebotomineos sao insetos pequenos
e possuem o habito de vida crepuscular e pds-crepuscular, abrigando-se durante o dia em
lugares protegidos e umidos, sendo encontrados em diferentes regidoes geograficas e
condicdes climaticas e ambientais. A maioria desses insetos habita o ambiente silvestre,
porém podem se alimentar em homens e animais, cujas habitacdes estdo proximas a
regides de mata. Somente as fémeas dos flebotomineos sdo hematdfagas. Algumas
espécies apresentam acentuada antropofilia e domiciliagdo, o que as tornam
epidemiologicamente importantes na transmissao de doencas (LAINSON & SHAW,
1998).

Sao descritos em torno de 700 espécies de flebotomineos e aproximadamente 10%

foram relatados como vetores de Leishmania, sendo que todas as espécies do parasito sao
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transmitidas por flebotomineos pertencentes aos géneros Lutzomyia, encontrado no Novo
Mundo, e Phlebotomus, no Velho Mundo (SCHLEIN, 1993; SACKS & KAMHAWI,
2001, BATES, 2008; MONGE-MAILLO ¢ LOPEZ-VELEZ, 2013). Apenas esses dois
géneros de flebotomineos possuem importancia médica, por serem os transmissores das
leishmanioses (SCHLEIN, 1993; SACKS & KAMHAWTI, 2001; KILLICK-KENDRICK,
1990).

O parasito ¢ transmitido quando as fémeas, ao realizar repasto sanguineo em
hospedeiro infectado, ingerem as formas amastigotas, presentes nas células do SMF da
pele do mesmo. No intestino do vetor as formas amastigotas transformam-se em formas
paramastigotas, fixadas pelo flagelo a cuticula por meio de hemidesmossomos, ¢
promastigotas que se replicam intensamente. As promastigotas passam por um processo
de metaciclogénese, onde migram para a parte anterior do tubo digestorio do vetor,
atingem um estagio infectivo, dando origem as formas metaciclicas, forma infectante.
Essas formas infectantes se direcionam para a cavidade bucal do inseto, onde sdo
introduzidas no novo hospedeiro durante o repasto (PIMENTA et al., 1992; SACKS &
SHER, 2002, MICHALICK, et al., 2016).

As promastigotas metaciclicas, no tubo digestorio do inseto vetor, produzem uma
glicoproteina de consisténcia gelatinosa chamada PSG (promastigote secretory gel).
Acredita-se que esse gel obstrua a passagem de alimento, quando ha o repasto sanguineo-
tissular, o flebotomineo ¢ obrigado a regurgitar saliva juntamente com as formas

promastigotas metaciclicas no local da picada (BATES, 2007).

Apos a infecgdo, os macrdfagos atraidos pela reacao inflamatoéria formada no local
fagocitam os parasitos, que sao internalizados no vacuolo parasitéforo, que se liga aos
lisossomos, dando origem ao vactiolo fagolisossomal. No interior deste vactolo, o
parasito permanece em um ambiente hostil, contendo enzimas lisossomais e metabolitos
reativos do oxigénio. Entre uma a quatro horas, as formas promastigotas se transformam
em amastigotas, iniciando uma reprodugdo por divisdo bindria dentro do vactolo
parasitéforo. Quando os macréfagos estdo repletos com amastigotas, eles se rompem e
liberam os parasitos que vao infectar outros macrofagos (PETERS et al., 2008; SACKS
& SHER, 2002).
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1.3. Leishmaniose Visceral no Brasil

A LV acomete mais de 300 mil de pessoas que vivem em areas de risco entre 0s
88 paises com casos suspeitos ou confirmados, dos quais 72 sdo classificados como paises
em desenvolvimento. O Brasil ¢ um dos seis paises com maior nimero de casos de LV
no mundo e o maior da América Latina, sendo responséavel por cerca de 90% dos casos
no continente (WHO, 2017). De acordo com o Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificagdes (SINAN), no ano de 2015 foram notificados 3289 casos, sendo que a taxa
de letalidade gira em torno de 7% (SINAN, 2015).

A LV era considerada como uma doenga exclusiva de meio rural, mas a partir dos
anos 1980 se expandiu para regides periurbanas de varios municipios do Brasil
(PASTORINO et al, 2002). Esse aumento da prevaléncia da doenca na regido urbana pode
estar associado ao desenvolvimento urbano, movimentos de migragdes, desmatamento e

mudangas ambientais (ROCHA et al., 2005).

Segundo o SINAN, em 25 anos de notificagdo (1990-2015) os casos de LV
somaram 81722 casos, sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram na regido
Nordeste. Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV
ocorreram nesta regiio. A medida que a doenga se expandiu para as outras regides e
atingiu areas urbanas e periurbanas, esta situacao vem se modificando e, no ano de 2015,
a Regido Nordeste apresentou uma redugao para 55% dos casos no pais. Ao longo dos
anos os casos passaram a ser notificados com mais frequéncia em outras regides, como
Norte, Centro-oeste e Sudeste (HARHAY et al., 2011; MARCONDES e ROSSI, 2013).
A expansdo atingiu todo o territorio brasileiro, principalmente em municipios com

crescente urbanizacao e alto indice de pobreza (MARQUES et al., 2017).

Os dados epidemioldgicos dos ltimos anos confirmam a urbanizacdo da LV. O
fendomeno atual da urbanizag¢do em larga escala comecou em 1981, quando a epidemia de
LV atingiu Teresina e, em seguida, Sdo Luis, espalhando por todo o pais, afetando varios
estados, incluindo Sao Paulo e Rio Grande do Sul, e grandes centros, como Belo
Horizonte e a capital, Brasilia (COSTA et al., 2011). Minas Gerais, em 2015, notificou
418 casos, 78% dos casos da Regido Sudeste (SINAN, 2015). Belo Horizonte possui uma

das maiores prevaléncias de LV humana no Brasil, sendo registrados casos desde o ano
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de 1994 (HARHAY, et al., 2011). No ano de 2017 ja foram confirmados 20 casos na
cidade e trés obitos (PREFEITURA DE BELO HORIZONTE, 2017).

Os principais fatores de risco se concentram em condigdes socioecondmicas,
desnutri¢dao, mobilidade da populagdo, transformagdes ambientais ¢ mudancgas climéaticas
(WHO, 2017). A LV acomete pessoas que possuem baixo nivel socioecondmico que
vivem em condi¢des precarias de moradias, criancas desnutridas, ¢ vem sendo
considerada emergente em individuos infectados por HIV. Segundo a OMS cerca de 90%
dos individuos infectados sobrevive como renda inferior a U$ 1 por dia (PASTORINO,

et al. 2002; BARBOSA-JUNIOR et al., 2015; ALVAR et al., 2006; WHO, 2010).

No Brasil, o principal reservatorio de L. infantum é o cao (Canis familiaris), onde
temos uma infeccdo mais prevalente do que em humanos. No ambiente silvestre os
reservatorios mais comuns sao as raposas € cachorros-do-mato (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (MINISTERIO DA SAUDE,
2014). Como principal reservatério doméstico, o cado cumpre um papel importante no
ciclo de transmissdao da LV em areas urbanas e, no Brasil, o sacrificio dos animais
infectados ¢ a principal medida de controle da endemia (COSTA, 2007; MORENO &
ALVAR 2002).

Duas espécies de flebotomineos, at¢ o momento, estdo relacionadas com a
transmissao do parasito no Brasil, Lutzomyia longipalpis, que possui alta capacidade
adaptativa e € o principal vetor no pais, e L. cruzi, encontrado infectado por L. infantum
nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e que, at¢ o0 momento, ndo tem
importancia epidemiologica confirmada. Sao conhecidos popularmente como mosquito

palha, tatuquira, birigui, entre outros (SANTOS, et al., 1998; MISSAWA, et al., 2011).

1.4. Leishmaniose tegumentar americana no Brasil

A LT constitui um problema de saude publica em 85 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 0,7 a 1,3 milhdo de
casos novos (WHO, 2017). E considerada pela OMS como uma das seis mais importantes
doencas infecciosas, pela sua capacidade de produzir deformidades e também pelo
envolvimento psicoldgico, com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na
maioria dos casos, pode ser considerada uma doenga ocupacional (DU, et al., 2016;

WHO, 2017).
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Sao descritas no continente americano 11 espécies dermotrépicas de Leishmania
como agentes etiologicos da LTA que acometem o homem e animais, e oito que
acometem apenas animais. No Brasil ha sete espécies descritas que acometem o homem,
seis do subgénero Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi; ¢ uma do subgénero Leishmania: L. (L.)
amazonensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). As de maior importancia no pais sio:
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis (LAINSON e SHAW, 2005).
Em relagdo as espécies de flebotomineos, as mais importantes sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei ¢ L. migonei.
Lutzomyia neivai e L. fischeri ainda ndo sdo vetores comprovados da LTA, porém estas
espécies tém sido encontradas com frequéncia em ambientes domiciliares nas areas de
transmissdo da doenga (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; LAINSON e SHAW, 2005).
Os reservatorios principais do parasito sdo os roedores, marsupiais, desdentados e

canideos (LAINSON e SHAW, 2005).

Casos autoctones de LTA sdo notificados em todas as regides do Brasil desde
2003, sendo endémica no Centro-Oeste, Sudeste, Norte ¢ Nordeste. No ano de 2015, de
acordo com o SINAN, o Brasil confirmou 19.395 casos, sendo a regido Norte com o maior
numero de casos (8.939) e o Para o estado com mais notificagdes com 3.610 casos

(SINAN, 2015).

Como tem havido um aumento dos casos autoctones a cada ano, é notavel as
modifica¢des no perfil de transmissdo da doenga. Primeiramente, a LTA era conhecida
como zoonose apenas de animais silvestres e, portanto, transmitidas somente para
individuos que tinham contato com matas e florestas. Em seguida, expandiu para as zona
rural e periurbana. Nos dias atuais, sdo descritos trés padrdes de transmissdo na
epidemiologia da LTA: o silvestre, que ocorre em areas de vegetacdo primadria; o
ocupacional ou de lazer, que ¢ relacionada com a exploragcdo desenfreada de matas e
florestas para construcdo de estradas, atividades agropecuarias e de lazer; e o rural ou
periurbano, onde ha a adaptagdo do vetor ao peridomicilio (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

O controle de LTA no Brasil ¢ complexo e dificil de ser estabelecido, devido aos

padrdes epidemiologicos, a variedade de vetores, reservatérios, hospedeiros e agentes
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etiologicos da doenga, aliados ao insuficiente conhecimento sobre todos os aspectos da

cadeia epidemioldgica da doenga (SILVEIRA et al., 2004).
1.5. Tratamento convencional das leishmanioses e suas limitacoes

Para que ocorra a prevengao e o controle das leishmanioses, varias estratégias de
intervencgdo sdo sugeridas pela OMS. O diagndéstico precoce e o tratamento eficaz dos
casos humanos pode reduzir a prevaléncia da doenca, bem como o controle de vetores
que pode interromper o ciclo do parasito, e controle de reservatorios pode reduzir o

numero de novas infec¢coes (WHO, 2017).

O tratamento deve ser realizado ap6s o diagnostico da doenca, e os medicamentos
de primeira escolha, tanto no Brasil como no mundo, sdo os antimoniais pentavalentes
(Sb>*), sendo os mais utilizados o antimoniato de N-metil d-glucamina (AM)
(Glucantime®, Rhone Mérieux, Franga) empregado a mais de 70 anos no Brasil e no
mundo, e o estibogluconato de s6dio (Pentostan®, Wellcome, Reino Unido), que ndo é
comercializado no pais. Estes compostos agem inibindo enzimas do parasito que sdo
utilizadas na oxidagdo de acidos graxos e glicélico, resultando na deplecdo dos niveis de
ATP intracelular, além da redu¢do do antiménio pentavalente para trivalente (Sb>* em
Sb*"), a forma toxica para os parasitos, capaz de interferir no metabolismo dos tidis
(BALANA-FOUCE et al., 1998, ALVARENGA, et al. 2010; LIMA et al., 2015). A dose
dos antimoniais deve ser calculada em miligramas de Sb>"/kg/dia. No Brasil a dose
recomendada é 20 mg Sb*>/kg/dia, com aplica¢do endovenosa ou intramuscular, por no

minimo 20 e no maximo 40 dias (WHO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Embora os antimoniais sejam o medicamento de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses, seu uso apresenta diversas limitagdes, como a necessidade
de administragdo parenteral diariamente por trés ou mais semanas, e efeitos colaterais
como nausea, vOomito, fraqueza, colica abdominal, mialgia, diarreia, hepatotoxicidade,

erupgoes cutaneas e cardiotoxicidade (GUERIN et al., 2002).

No Brasil, os pacientes que nao apresentam melhora em seu quadro clinico com a
utilizagdo dos antimoniais, ou se o uso desses medicamentos for impossibilitado devido
aos motivos citados anteriormente, € utilizado como tratamento alternativo a anfotericina
b ou as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) (ROCHA, et al.,

2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2017, LIMA, et al., 2015).
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As formas mucosas de LT exigem um maior cuidado no tratamento com os
antimoniais pentavalentes, podendo apresentar uma resposta mais lenta ou ndo efetiva

(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A anfotericina b ¢ considerada a droga leishmanicida mais eficaz disponivel
comercialmente. E um antibidtico da classe dos polienios, produzido a partir do
actinomiceto Streptomyces nodosus. E primariamente uma droga fungicida, que possui
atividade contra algumas espécies de protozoarios, incluindo Leishmania spp., sendo o
seu mecanismo de acdo principal a ligagdo preferencial com ésteres (ergosterol ou
episterol) que estdo presentes na membrana plasmatica da Leishmania, levando a
formagao de poros na membrana e consequente lise osmotica com morte do parasito

(LEMKE et al., 2005; WHO, 2017).

O Ministério da Saude disponibiliza duas apresentagdes de anfotericina b: o
desoxicolato de anfotericina b e a anfotericina b lipossomal (AmBisome®, Gilead
Sciences, Inc, EUA), sendo a eficdcia dessas apresentacdes comparaveis, porém a

anfotericina b lipossomal apresenta uma menor toxicidade (MEYERHOFF, 1998).

Assim como todos os agentes quimioterapicos usados para tratar as leishmanioses,
a anfotericina b também ¢ considerada toxica, e pode apresentar efeitos colaterais
importantes (PELISSARI et al., 2011; RODRIGUES-SANTOS, 2013). Quando o
paciente faz uso da anfotericina b pode apresentar febre, cefaleia, ndusea, vomitos,
tremores, calafrios e dor lombar. Além desses efeitos colaterais citados, o desoxicolato
de anfotericina b também pode causar anorexia, tremores, calafrios, flebite, cianose,
hipotensdo, hipopotassemia, hipomagnesemia, comprometimento da fun¢do renal, e
distarbios de comportamento (GONTIJO et al., 2003). Todos os pacientes em tratamento
com esses farmacos devem ser acompanhados por equipe médica para monitorar efeitos
colaterais das drogas. Esse acompanhamento deve ser realizado mesmo apds o fim da
quimioterapia para verificar qualquer recaida apds o tratamento inicial (MINISTERIO

DA SAUDE, 2017).

Outro medicamento utilizado no tratamento das leishmanioses ¢ a
hexadecilfosfocolina (miltefosina). Inicialmente, este fArmaco foi desenvolvido como
droga antineoplésica e foi o primeiro medicamento a ser administrado por via oral no

tratamento da LV. Este medicamento € usado em alguns paises tanto para o tratamento
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da LV quanto paraa LT (SINDERMANN et al., 2004; BHATTACHARYA et al., 2007).
Apresenta efeitos colaterais importantes como nefrotoxicidade, teratogenicidade, e
problemas gastrointestinais devido a sua administracdo por via oral. Também apresenta

meia-vida prolongada, que acaba favorecendo a selecdo de parasitos resistentes a droga

(BHATTACHARYA et al., 2007).
1.6. Alternativas fitoterapicas para o tratamento da leishmaniose

O interesse no uso de plantas medicinais e produtos naturais para a prevencao de
doengas parasitarias vem crescendo nos ultimos anos (BATISTA et al., 2009; LIMA et
al, 2015). As plantas sao fontes de descobertas de medicamentos, especialmente quando
se trata de drogas antiparasitarias (ANTHONY et al., 2005). A eficacia e o mecanismo de
acdo dos medicamentos provenientes de vegetais vém sendo estudados mais
profundamente nos tltimos 30 anos, e alguns autores pesquisam novas alternativas para
o tratamento das leishmanioses, baseando-se na etnofarmacologia, onde utilizam do
conhecimento tradicional em plantas medicinais para busca de novos medicamentos com

menor toxicidade e menor custo (ANTHONY et al., 2005; VILA NOVA, 2012).

O Brasil possui uma grande diversidade genética vegetal, a maior do mundo, com
mais de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO e SILVA, 2006). Mesmo com tamanha
diversidade, apenas 8% desse potencial biologico foi estudado para busca de compostos
bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais

(SIMOES et al. 2004).

No Brasil foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satide (SUS), que tem como objetivo ampliar as op¢des
terapéuticas aos usuarios do SUS, com garantia de acesso a plantas medicinais, a
fitoterdpicos e a servigos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficicia e qualidade,

na perspectiva da integralidade da atencdo a satide (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

As plantas apresentam em sua composi¢do metabolitos secundarios das mais
variadas classes: alcaloides, chalconas, flavonoides, lignanas, naftoquinonas e terpenos,
diversos desses compostos descritos na literatura como efetivos na atividade

leishmanicida (QUEIROZ, et al., 1996; ROCHA, et al., 2005).
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A familia Bignoniaceae ¢ constituida por 113 géneros e 800 espécies de plantas
arbustivas, arbdreas e trepadeiras. Essas espécies se encontram distribuidas nas regides
tropicais de todo o mundo, ocorrendo frequentemente no continente americano. No
Brasil, s3o encontradas na regido Amazonica até o estado do Rio Grande do Sul, nao
possuindo um habitat unico, podendo ser encontradas no Cerrado, Mata Atlantica e regiao
Amazodnica. Entre as espécies arboreas podemos citar os ipés do Brasil (Tabebuia sp ou
Handroanthus sp) e Jacaranda (Jacaranda sp) (LORENZI, 1988; FISHER et al., 2004;
OLMSTEAD et al., 2009; CIPRIANI et al., 2012; LOHMANN, 2014).

O perfil quimico de Bignoniaceae ¢ caracterizado pela ocorréncia de terpenoides,
quinonas, derivados aromaticos especiais, derivados ndo nitrogenados de cadeia longa da
via do acido acético e flavonoides (CIPRIANI et al., 2012). Uma classe de metabolitos
secundarios ocorrente na familia Bignoniaceae sdo as quinonas, com 151 registros,
segundo Cipriani et al. (2012). As quinonas representam uma classe de metabdlitos
secundarios de ocorréncia natural que sao reduzidos a fendis e apresentam dois grupos
carbonilicos, com pelo menos duas ligagdes duplas C-C, geralmente de cor amarela a
vermelha (SIMOES, et al. 2004). As naftoquinonas sdo substincias sio aromaticas

ciclicas com um esqueleto basico de naftaleno (SILVA et al., 2013).

As naftoquinonas de espécies de Bignoniaceae expressam varias atividades
biologicas e sdo uma das categorias de produtos quimicos mais estudados do ponto de
vista farmacologico nos ultimos tempos (OLIVEIRA et al, 1990; FERREIRA et al.,
2010). As naftoquinonas sdo capazes de induzir o estresse oxidativo nas células, sendo
um motivo de grande interesse nesta classe de substancias, especialmente em relagao a
sua atividade contra parasitos intracelulares obrigatdrios, como os tripanossomatideos

(DA SILVA et al., 2003).

Os diversos estudos ligados as naftoquinonas devem-se ao fato da incessante
busca pelo lapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona] (Figura 4) que ¢
um produto natural isolado de varias espécies de plantas da familia Bignoniaceae,
particularmente do género Handroanthus (LIMA, et al. 2004). Além de ser obtido a partir
de fontes naturais, pode ser facilmente sintetizado (Da SILVA et al., 2010), e essas
qualidades favorecem a sintese de outras substancias com potenciais atividades
farmacologicas, incluindo o desenvolvimento de novas drogas que atuem contra doencas

negligenciadas (CASTRO et al., 2013).
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Figura 4 - Estrutura quimica do lapachol

O lapachol ¢ conhecido desde 1858 e foi isolado pela primeira vez no final do
século XIX por Paternd da espécie Handroanthus impetiginosus (Tabebuia avellanedae
- ipé-roxo). Por apresentar importantes atividades bioldgicas, como, tripanossomicida,
antitumoral, leishmanicida e redu¢ao da proliferacao de queratindcitos, o lapachol tem
sido muito estudado (MULLER, et al. 1999; BALASSIANO, et al., 2005; ZHANG, et
al., 2016). Recentemente, foi demonstrado que o lapachol é um composto efetivo para
preparo de substancias bioativas, pois possui um nucleo de indol, que é uma estrutura
chave presente em muitos compostos naturais biologicamente ativos e em diversos
produtos farmacéuticos (FIORITO, et al., 2014). Devido a isso, hd um grande esfor¢o
dedicado a estudar sua funcionalidade (FIORITO, et al., 2014).

Atovaquona®, um derivado de lapachol, foi aprovado para o tratamento de
pneumonia por Pneumocystis, toxoplasmose e malaria. O lapachol também foi testado
como agente anti-tumoral pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da
América (EPIFANO et al., 2014). Essa substancia ja foi comercializada pelo Laboratorio
Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) para o tratamento do cancer. Possui também
atividade antibacteriana contra bactérias do género Brucella, que sdo agentes etioldgicos

da brucelose e protozoarios do género Plasmodium (FERREIRA, 1996).

O lapachol e seus derivados sintéticos ja demostraram efeito leishmanicida contra
formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis em trabalhos realizados por
Lima et al. (2004) e Rocha et al. (2013). Com isso este trabalho investigou o potencial do
lapachol tanto in vitro como in vivo contra uma cepa de L. amazonensis € uma de L.

infantum.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses s3o consideradas um grande problema de saitde publica e
representam um complexo de doengas com importante espectro clinico e diversidade
epidemiologica. A OMS estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco,
com registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas
ao ano. Em razdo disso, recomenda o diagnostico rapido e o tratamento imediato dos

casos para reduzir a propagacao da doenga (WHO, 2017).

Hé4 mais de 70 anos os farmacos de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina
(AM). Em casos de resposta insatisfatoria aos antimoniais, o farmaco utilizado ¢ a
anfotericina b. Entretanto, ambos apresentam importantes limitagdes no que diz respeito
a toxicidade elevada e selecao de parasitos resistentes. Devido a isso, a OMS recomenda,
dentre outras estratégias, a busca de substancias extraidas da flora que possam ser
utilizadas no desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento das
leishmanioses (WHO, 2017). O Brasil possui uma grande diversidade de espécies de

plantas, entretanto, poucas foram estudadas em relagdo as suas propriedades medicinais.

Como ja& mostrado, os tratamentos atuais para as leishmanioses possuem
limitacdes importantes e sdo toxicos aos pacientes, sendo assim, o desenvolvimento de
novas terapias podem apresentar uma reducao nos efeitos adversos e também diminuir os

custos do tratamento.

A literatura relata que ja existem produtos naturais promissores para o tratamento
de leishmanioses. O lapachol ja foi descrito na literatura como um desses produtos em
testes in vitro e in vivo contra algumas espécies de Leishmania. Sabe-se que muitas

espécies da familia Bignoniaceae, principalmente os ipés, sdo ricas no composto lapachol.

O presente estudo objetiva a avaliacao fitoquimica de Handroanthus sp, da familia
Bignoniaceae e avaliar suas propriedades leishmanicida, com a finalidade de propor o uso

do lapachol como medicamento fitoterdpico para o tratamento das leishmanioses.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade leishmanicida de lapachol obtido de Handroanthus sp por testes
in vitro contra Leishmania amazonensis € Leishmania infantum, € in vivo, em modelo

murino de leishmaniose tegumentar.

3.2. Objetivos Especificos

e Coletar galhos de Handranthus sp.

e Realizar identificagdo das espécies coletadas;

e Preparar extrato etanodlico a partir dos galhos das diferentes espécies de
Handroanthus,

e Realizar a caracterizagao fitoquimica preliminar dos metabdlitos secundarios
presentes no extrato etanolico obtido dos galhos de Handroanthus sp;

e Purificar o lapachol a partir dos galhos coletados;

e Avaliar a atividade leishmanicida dos extratos etanolicos preparados a partir
dos galhos de Handroanthus sp e do lapachol extraido de H. serratifolius, por
testes in vitro em formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum;

e Avaliar a citotoxicidade do lapachol extraido de H. serratifolius, por testes in
vitro em culturas de células derivadas de um hepatoblastoma primario humano
(HepG2);

e Avaliar a atividade do lapachol extraido de H. serratifolius, em amastigotas
intracelulares de L. infantum,

e Avaliar a eficécia do lapachol em modelo murino de leishmaniose tegumentar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta, identificacio e preparo do material

A coleta dos galhos, folhas, flores e frutos utilizados foi realizada no campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia, na cidade de Uberlandia-MG.
Exemplares foram encaminhados ao Herbario/UFU para identificacdo e deposito de

exsicata.

Os galhos foram desidratados, separadamente, em estufa com ar circulante, a 38°C
por 72 horas e triturados em moinho de facas para que se reduzissem a pd. Depois de
triturados, os farmacogenos passaram por um processo de maceracdo e percolacdo
descontinua, que ¢ um método de extracdo em temperatura ambiente, na qual a escolha
do solvente ¢ feita a partir da facilidade de dissolug¢do da substancia, por polaridade, ¢ da
facilidade com que se pode isolar o soluto extraido utilizando o aparato percolador
(DUARTE, et al. 2014; SANTOS, et al. 2015). O solvente escolhido para a percolacio

descontinua foi o etanol comercial (95%).

A metodologia dos itens 4.2. 4.3 e 4.4 foi realizada no Laboratorio de Fitoquimica
do Departamento de Produtos Farmacéuticos da Universidade Federal de Minas Gerais,

sob supervisao da Prof’. Dr*. Alaide Braga de Oliveira.

4.2. Prospeccao fitoquimica

A caracterizagdo fitoquimica foi realizada por cromatografia em camada delgada
(CCD), empregando-se silica gel 60G como fase estacionaria. Foi avaliada a presenga de
quinonas empregando a fase movel cloroférmio/acetato de etila (6:4) e como revelador

foi utilizado CAM (Molibdato cérico de amonio) (WAGNER et al. 1984).

4.3. Extracio quimica do lapachol

Com o objetivo de avaliar se, entre as substincias presentes no extrato etandlico
(EE) das espécies de Handroanthus sp., poderia ser encontrado o lapachol, 5g p6 obtido
das cascas das plantas foi depositado nas cavidades de uma placa de toque na presenca de
NaxCOs 2% (p/v). As amostras que apresentaram coloragdo vermelho arroxeada foram

consideradas como positivas para a presenga dessa substancia.
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A extragao do lapachol foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Ferreira (1996). Resumidamente, 200 g de serragem de Handroanthus foram colocados
em um béquer de 2 L e, em seguida, adicionou-se 1 L. de uma solugdo de Na>xCO3 2%
(p/v). A mistura foi deixada em repouso por 30 minutos, com agitacdo ocasional com
bastao de vidro, em temperatura ambiente. Apos isso, houve a remog¢ao dos residuos
insoltveis por filtragdo em papel filtro e foi adicionado uma solugdo de HCI 6M. Apos a
adicao desse acido, o lapachol comeca a se concentrar na superficie da solu¢cao. Uma nova
filtragdo foi realizada para separar o material solido. Para cristaliza¢ao, o material obtido

da filtragao foi colocado em chapa aquecedora com 20 mL de etanol.

4.4. Analise das amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE)

Apds o registro por CCD dos perfis obtidos do EE dos galhos de Handroanthus
sp, o extrato foi submetido a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
para uma melhor caracterizagdo dos componentes presentes no mesmo
(HOSTETTMANN et al., 1997; SASIDHARAN et al., 2011). Para isto, 10 mg do EE e o
padrdo de lapachol (Sigma Aldrich Inc., EUA) foram solubilizados em ImL de metanol
P.A. grau CLAE (Tedia Company Inc., Ohio, EUA). Para que as amostras fossem
completamente solubilizadas, as mesmas foram mantidas em banho de ultrassom por 15
min. Apds a solubilizag¢do, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 8000 x g e o

sobrenadante foi analisado por CLAE.

Para registro dos perfis cromatograficos, utilizou-se coluna LiChrospher 100 RP-
18 (particulas de 5 pm, 250 x 4 mm d.i.) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (particulas
de 5 um, 4 x 4 mm d.i.), com deteccdo no UV220.400 nm, fluxo de 1mL/min., tempo de
varredura de 70 min e com o forno da coluna em uma temperatura constante de 40°C.
Com o objetivo de promover uma separagao eficiente dos componentes dos extratos de
Handronthus sp foi utilizada uma metodologia previamente padronizada por Brandao
(2010). O método consiste em eluicdo em gradiente linear de 5 a 95%, empregando-se
agua ultrapura (Mili-Q) contendo 0,1% (p/v) de H3PO4 e acetonitrila contendo 0,1% (p/v)
de H3PO4 como fases moveis (Tabela 1).

Os cromatogramas dos EEs foram comparados ao do lapachol comercial, que foi

utilizado como referéncia para as analises que constam deste trabalho.
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Tabela 1- Gradiente de eluicdo empregado nas anélises por CLAE-DAD para registro
dos perfis exploratorios do extrato etanolico de Handroanthus sp e do lapachol

Tempo Agua Mili-Q (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
60 5 95
65 5 95
70 95 5

Fluxo de 1ml/min

4.5. Parasitos e células

Nos ensaios conduzidos nesse projeto utilizamos L. infantum cepa
MCAN/BR/2002/BH401 e L. amazonensis cepa MHOM/BR/1989/Bal99, referéncias da
OMS, células derivadas de um hepatoblastoma primario, HepG2 A16 e macrofagos
imortalizados, linhagem RAW 264.7 provenientes do criobanco de células e parasitos do
Laboratério de Bioensaios em Leishmania - Departamento de Parasitologia/I[CBIM-UFU,

coordenado pelo o Prof. Dr. Sydnei Magno da Silva.

4.6. Animais

Todos os procedimentos de manipulacdo dos animais estdo em acordo com o0s
principios éticos da experimentagdo animal, e foram aprovados pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal da UFU - CEUA/UFU (Protocolo CEUA/UFU n° 069/2013)
(ANEXO 1).

Foram utilizados 18 camundongos BALB/c fémeas de 6 a 8 semanas de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal - CBEA/UFU. Os
animais foram mantidos no CBEA/UFU, sobre condi¢des adequadas de manejo técnico,
com agua e alimentacdo ad libitum, de acordo com as recomendagdes do Colégio
Brasileiro de Medicina Veterinaria, Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal -

COBEA, e Principles of Laboratory Animal Care — NIH/EUA.

4.7. Ensaios in vitro

Os ensaios de eficacia e citotoxicidade in vitro foram realizados no Laboratorio

de Bioensaios em Leishmania do ICBIM/UFU.
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Para a realizagdo dos testes in vitro, os extratos e o lapachol foram diluidos em

DMSO, em uma concentragdo estoque de S0mg/mL.

4.7.1. Eficacia in vitro dos extratos etandlicos de Handroanthus sp e do
lapachol extraido de H. serratifolius sobre formas promastigotas de L.

infantum e L. amazonensis

A concentracao inibitéria (Clso) dos EEs obtidos de espécies do género
Handroanthus para promastigotas de L. infantum e L. amazonensis foi avaliada por ensaio
de viabilidade celular a base de resazurina (CORRAL et al. 2013). Promastigotas em fase
logaritmica de crescimento (2,5 x 10° parasitos/pogo) foram semeadas em placas de 96
pogos em meio a-MEM completo (Minimum Essential Medium Eagle (Sigma Aldrich
Inc., EUA), suplementado 20mM de HEPES, 10% de soro bovino fetal (SFB), 2mM de
L-glutamina, 100U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina) e incubadas a 26°C
em atmosfera de 5% de CO; (CO2 Incubator MCO-19IAUV-PA, Panasonic Corp., Japao).
Os EEs de Handroanthus sp e o lapachol extraido de H. serratifolius foram diluidos em
meio a-MEM completo em na faiza de concentragao de 200 a 6,25 pg/mL, e a anfotericina
b foi usada como controle positivo de tratamento. Parasitos ndo tratados foram utilizados
para compara¢do de viabilidade (controle negativo). Os EEs de Handroanthus sp, a
anfotericina b e o lapachol em contato com os parasitos foram incubados durante 48 h.
Quatro horas antes do término da incubagao, foi adicionada solugdo de resazurina a 10%
v/v (Sigma-Aldrich Inc., EUA) nos pogos e as placas mantidas por mais 4h a 26°C em
atmosfera de 5% de CO». Em seguida, a intensidade de fluorescéncia (Spectramax M2,
Molecular Devices LLC, EUA) foi determinada utilizando os seguintes comprimentos de
ondas: 550 nm de excitacdo ¢ 590 nm de emissdo. A intensidade de fluorescéncia,
expressa em unidades arbitrarias, foi utilizada para o calculo da viabilidade celular. Todos
os compostos foram testados em triplicata para cada concentracao e foram realizados trés

experimentos independentes.

A Clso € a concentragdo dos compostos testes capaz de gerar reducao de 50% no
crescimento dos parasitos, refletindo em uma redugdo de 50% no valor da intensidade de
fluorescéncia nos ensaios de resazurina, em relagao ao controle (parasitos incubados com

a-MEM completo, considerado 100% de viabilidade), calculada por andlise de regressao.
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4.7.2. Ensaio de citotoxicidade do lapachol extraido de Handroanthus

serratifolius sobre a linhagem celular HepG2

A linhagem celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma primario
humano (Criobanco Laboratorio de Bioensaios em Leishmania), foi cultivada em garrafas
plasticas de cultura celular de 75cm? em meio RPMI completo (10% de SFB, 20mM de
HEPES, 100U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). As células foram
mantidas a 37°C, 5% de CO: e 95% de umidade. Subculturas (repiques) foram realizadas
de trés a cinco dias, quando foi realizada a contagem das células viaveis pela metodologia
de exclusdo por corante vital azul de tripan (0,4% p/v).

As células foram entdo incubadas (37°C, 5% de COz, 24 horas) em placa de 96
pocos, em concentracdo ajustada para 5x10° células/pogo em meio RPMI completo, para
aderéncia aos pocgos. Apds o periodo de incubagdo, o meio dos pogos foi esgotado e
adicionado os compostos testes diluidos em RPMI completo nas concentragoes de 1000
a lpg/mL. As culturas de células permaneceram expostas ao lapachol extraido de
Handroanthus serratifolius durante 48 horas (37°C, 5% de CO2). Apds o periodo de
incubacdo, os pocos foram esgotados, e foi adicionada solugdo MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma Aldrich Co, EUA) 50ug/poco. As
placas foram incubadas por 1 hora e 30 minutos (37°C, 5% de CO.). Passado esse periodo
foi adicionado DMSO para solubilizar os cristais de formazan gerados, e as placas foram
submetidas a leitura em espectrofotometro (570nm) (MOSMANN, 1983; DUTTA et al.,
2005).

Cada experimento foi repetido trés vezes, e a densidade o6tica (DO) foi obtida pelo
valor da média + desvio padrdo das leituras das amostras, realizadas em triplicata nas
placas, subtraido do valor médio da DO dos pogos contendo somente células incubadas

com meio completo (considerado 100% de viabilidade).

A concentragdo citotoxica (CCsop) corresponde a concentracdo dos compostos
testes capaz de gerar reducao de 50% no crescimento das células, refletindo em uma
reducao de 50% no valor da DO nos ensaios de MTT em relagdo ao controle, calculada

por analise de regressao linear a partir dos dados obtidos em cada experimento.
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4.7.3. Indice terapéutico in vitro

O indice terapéutico (IT) foi determinado pela razdo CCs¢/Clso. As amostras que
apresentaram valor de IT maior que 10 foram consideradas eficazes e com agdo seletiva

para L. amazonensis e L. infantum (BEZIVIN et al., 2003).

4.7.4. Ensaios de eficacia do lapachol extraido de Handroanthus serratifolius

em macrofagos imortalizados infectados com Leishmania infantum

Ensaios com amastigota intracelular de L. amazonensis ja sdao descritos na
literatura (ROCHA, et al. 2013; COSTA, et al., 2017), sendo assim este trabalho priorizou

a espécie L. infantum pois ndo existem resultados na literatura.

As culturas de promastigotas de L. infantum, em fase estacionaria de crescimento,
foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 completo com a concentragdo ajustada para
5x10°% células/mL. Os parasitos foram colocados para interagir com os macrofagos,
previamente incubados (37°C, 5% de CO, 4 horas), em placas de 24 pocos, contendo
uma laminula estéril/pogo, em formato circular na propor¢do de 10
promastigotas/macrofago/pogo. As placas foram novamente incubadas por 4 horas (37°C,
5% de CO2) e os pogos lavados com meio RPMI 1640 completo, aquecido a 37°C, para
remocao de promastigotas ndo fagocitadas e células ndo aderidas (ESLAM e TANNER,
1994).

O lapachol extraido de Handroanthus serratifolius foi diluido em meio RPMI
1640 completo em diferentes concentragdes respeitando os valores de CCsp e Clso
individuais obtidos previamente. Os macréfagos infectados foram incubados por 48 horas
(37°C, 5% de COy) com o lapachol e anfotericina b (controle positivo de tratamento). Os
demmais controles do experimento foram: macréfagos infectados incubados somente

com meio completo, € macrofagos nao infectados com o lapachol e anfotericina b.

A taxa de infec¢ao dos macrofagos (numero de macrofagos infectados / nimero
de nao infectados, apos contagem de 300 macrofagos por laminula, em triplicata) foi
determinada para o lapachol e comparada com a taxa de infeccdo do controle sem as
drogas (100% de infec¢do). Os valores obtidos para cada concentragdo foram utilizados

para obtencao do Clso.
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4.8. Ensaio in vivo

4.8.1. Teste de eficacia em modelo murinho

Para os ensaios in vivo de eficacia terapéutica do lapachol, foram utilizados
camundongos BALB/c fémeas, 8 semanas de idade e peso variando entre 20 — 25g. Os
animais foram infectados com 107 promastigotas em fase estaciondria de crescimento
(ricas em formas metaciclicas) de L. amazonensis (MHOM/BR/1989/Ba199), na base da
cauda (dia 0).

Trinta dias ap6s a infecgao (dia 30), os animais foram distribuidos aleatoriamente

em grupos, de acordo com a proposta terapéutica, conforme descrito a seguir:

Grupo 1: Seis animais que receberam, por via oral, lapachol (20mg/kg),
solubilizado em PBS (pH= 8) durante 10 dias, com intervalo de 24 horas entre cada

aplicagao.

Grupo 2: Seis animais que receberam, por via IP, anfotericina b (Img/kg)

solubilizado em PBS durante 10 dias com intervalo de 24 horas entre cada aplicacdo;

Grupo 3: Seis animais que receberam, por via oral, solu¢do salina estéril, a cada

24 horas, durante 10 dias em volume correspondente ao do lapachol.

ApOs o tratamento os animais foram mantidos no CBEA/UFU, onde receberam
agua e alimentacdo balanceada ad libitum. Durante todo o experimento os parametros
ingestdo de alimento e dgua, comportamento, aspecto da pelagem e mucosas foram
monitorados. Vinte dias apds a ultima administracdo (dia 60) os animais foram

eutanasiados.

4.8.2. Determinacio de carga parasitaria por PCR quantitativa (QPCR)

ApoOs a eutanasia as lesoes da pele dos camundongos tratados foram coletadas,
pesadas e transferidas para tubos de microcentrifuga estéreis para a determinacao da
carga parasitaria por qPCR, e congeladas a -20°C até o uso. As extracdes de DNA
gendmico foram realizadas em amostras de 20mg de pele da lesdo utilizando o kit
RealiapPrep™ gDNA Tissue Miniprep System (Promega Co., EUA) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Asreagdes da qPCR foram realizadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems
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by Life Technologies, EUA), em triplicata e processadas em termociclador (StepOne™
Real-Time PCR System, Applied Biosystems, EUA). Para determinar as cargas
parasitarias foram utilizados iniciadores (direto L150 [5’-GGG (G/T)AG GGG CGT
TCT(G/C)CG AA-3’]ereverso L152 [5°-(G/C)(G/C)(G/C) (A/T)CT AT(A/T) TTA CAC
CAACCC C-3’]) que amplificam um fragmento de 120pb da regido conservada dos
minicirculos do kDNA de Leishmania sp (DEGRAVE et al., 1994). As reacdes foram
realizadas em 25uL de volume final contendo 100nM de cada iniciador, 1x GoTaq qPCR
Master Mix (Promega Co., EUA) e 20ng de DNA. O niimero de copias de DNA de L.
amazonensis em cada amostra foi determinado a partir de regressao linear, na comparagao
com uma curva padrao, gerada com quantidades conhecidas de DNA de L. amazonensis
(MHOM/BR/1989/Ba199Bal99), diluido sucessivamente na razio dez (107 até 10!

parasitos).

O procedimento descrito acima foi também realizado para a amplificacdo de
fragmento do gene TNF-a de camundongos, utilizando os iniciadores (TNF-5241 5’
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA 3’ e  TNF-5411 5’ CAGCA
AGCATCTATGCACTTAGACCCC  3°), que amplificam fragmento de 170pb
(CUMMINGS & TARLETON, 2003). O gene TNF-a ¢ expresso de forma constitutiva
em todas as células e por este motivo foi utilizado para verificar a integridade do DNA
das amostras, além de ser utilizado como normalizador das reagdes (BUSTIN et al.,

2009).

Para a analise dos resultados foram consideradas reagdes com eficiéncia entre
90-110% e curva padrdo com valores satisfatorios de coeficiente de correlacdo entre as

diluicdes do DNA dos parasitos e o Ct (1> = 0,96-0,999) (BUSTIN et al., 2009).

4.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, de acordo com a
natureza dos dados, pelos testes que mais se aplicaram a cada caso, com o auxilio dos
programas de pacotes estatisticos GraphPad® Instat 5 (GraphPad Software Inc, EUA) e
Origin® Pro 8.5 (OriginLab Corp, EUA).

Para calcular os valores de Clso e CCso, foram feitas regressdes ndo lineares das
médias dos valores encontrados para cada concentragdo em, pelo menos, trés

experimentos independentes em triplicata.
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O tipo de distribuicao amostral foi verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Na analise da carga parasitaria, foram procuradas diferengas entre o lapachol, a
anfotericina B e grupo controle utilizando o teste de ANOVA one way, seguido do teste

Mann-Whitney como pés-hoc.

Em todos os testes foi observado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Coleta, identificacdo e preparo do material

As coletas foram realizadas na cidade de Uberlandia, no campus Umuarama da

Universidade Federal de Uberlandia. Apos a coleta foi preparada exsicata das espécies

para identificacdo e posteriormente as mesmas foram depositadas no Herbario da

Universidade Federal de Uberlandia (HUFU) (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados botanicos das plantas coletadas

Nimero de Local da
Nome cientifico Familia Nome popular
registro Coleta
Handroanthus chrysotrichus Ipé amarelo, ipé amarelo ocnt "
& Bignoneaceae P . P 73786 18°53'55.33"S
(Mart. ex DC.) Mattos ando, ipé amarelo cascudo 48°15'33.151"W
Handroanthus ochraceus ocnt "
Bignoneaceae Ipé amarelo, ipé do cerrado 73881 18°53'33.31"S
(Cham.) Mattos 48°15'30.058"W
Handroanthus serratifolius Ipé amarelo, ip€ amarelo oA "
Bignoneaceae 73875 18°53'02.4"S
(Vahl) S.0.Grose da mata, pau d'arco 48°15'32.6"W

De acordo com a metodologia proposta para o preparo dos extratos foram obtidas

massas diferentes para cada espécie. A espécie com o maior rendimento foi Handronathus
serratifolius. O rendimento da extracdo para cada espécie e a massa final obtida apos

realizacdo de trés percolacdes constam na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento dos extratos dos galhos das espécies de Handroanthus sp. pelo

método de maceragao com 350g de pd dos galhos

Espécie Massa obtida de Rendimento
extratos (g) (%)
Handroanthus crysotrichus 22,97 6,6
Handroanthus ochraceus 19,69 5,6
Handroanthus serratifolius 39,84 11,4

Meétodo de extracao ver item 4.1

5.2. Prospeccao Fitoquimica

Para identificar a presenca de quinonas nas espécies H. crysotrichus, H. ochraceus

e H. serratifolius foi realizada a prospec¢ao fitoquimica por CCD. Na Figura 5 pode-se
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observar a presenca de quinonas que aparecem como manchas de cor azul apos a

revelagdo com o reagente CAM. Lapachol puro foi utilizado como referéncia.

Todas as espécies apresentam uma mancha azulada com o fator de retencao (Rf)
semelhante ao apresentado pelo padrio de lapachol, sugerindo que as quinonas

encontradas nas trés espécies de Handroanthus correspondem ao lapachol.

Figura 5 — Perfil fitoquimico obtido em CCD para as amostras de H. crysotrichus, H.
ochraceus e H. serratifolius. Revelador utilizado CAM. 1- H. crysotrichus; 2- Lapachol,
3- H. ochraceus; 4- H. serratifolius.

5.3. Extracao quimica do lapachol

Figura 6 - Placa de toque com Na>COjs para detecgao de lapachol. 1- H. serratifolius; 2 — H.
crysotrichus; 3- H. ochraceus; 4- Lapachol.
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Quando realizado o teste a base de Na,COs3 para a deteccdo de lapachol nos EEs
das trés espécies de Handroanthus foi possivel observar que apenas na espécie H.
serratifolius tinha lapachol em quantidades detectaveis por esta metodologia, onde se
observa a cor avermelhada nos pogos da placa de toque (Figura 6). A partir desses
resultados, o EE de H. serratifolius foi selecionado para a realizacdo dos ensaios
bioldgicos, extracdo quimica do lapachol e andlises por CLAE. Ao final da extragdo,

foram obtidos 2,8g de lapachol puro (rendimento de 1,4 %).

5.4. Andlise das amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE)

As andlises foram realizadas com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD),
com varredura de 220 a 400 nm e detec¢@o nos comprimentos de onda (1) de 220, 280 e

350nm.

Os cromatogramas do EE obtido de H. serratifolius (Figuras 7 e 8) sao de média
complexidade, j4 o do lapachol (Figura 8) ¢ simples, apresentando as seguintes

caracteristicas:

Extrato etandlico: apresenta picos que variam de muito fracos (% area < 5%) a

fracos (% area entre 5 e 10%), na faixa de 1 a 12min assim como dos 18min ao fim da
corrida. No tempo de retencao (TR) de ~13min ha um pico majoritario (16,55% de area)
com deteccdo no comprimento de onda de 220nm (Figura 7). Essas mesmas
caracteristicas sdo observadas quando o cromatograma ¢ extraido com detec¢do no
comprimento de onda de 280nm (Figura 8) com predominancia do pico majoritario no

TR ~13min. (29,09%).

Lapachol: possui um pico majoritario (79,09% de area) no TR~35min e absor¢ao
maxima no UV de 250,8nm, o que ¢ esperado para essa substancia, nessas condigdes

cromatograficas (Figura 9).
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Figura 7 - Cromatograma do extrato etandlico obtido de H. serratifolius com deteccao
no comprimento de onda de 220nm.
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Figura 8 - Cromatograma do extrato etanolico obtido de H. serratifolius com deteccao
no comprimento de onda de 220nm.
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Figura 9 - Cromatograma do lapachol obtido de H. serratifolius com detec¢do no
comprimento de onda 350 nm. Seta indica o pico majoritario no TR~35 min.
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5.5. Ensaios de eficacia dos extratos etandlicos de Handroanthus sp e do

lapachol extraido de H. serratifolius em modelo in vitro de leishmaniose

Foi realizada, inicialmente, uma triagem em duas concentragdes (100 e 200
ug/mL) com os extratos etandlicos obtidos de H. crysotichus, H. ochraceus ¢ H.
serratifolius ¢ também com o lapachol extraido de H. serratifolius. A redugdo do
crescimento dos parasitos promovida pelos extratos e pelo lapachol foram expressas em

percentual na Tabela 4.

Tabela 4- Redugao do crescimento dos parasitos com os extratos etanolicos obtidos H.
crysotichus, H. ochraceus e H. serratifolius e lapachol extraido de H. serratifolius

Reducio (%) 200 pg/mL Reducio (%) 100 pg/mL
Extrato/ substancia
pura
L. amazonensis L. infantum L. amazonensis L. infantum
H. crysotichus 0,02 31,97 0 17,53
H. ochraceus 2,13 26,16 0,31 22,29
H. serratifolius 10,05 76,36 8,53 44,88
Lapachol 97,45 87,42 79,15 74,92

Nesses testes, os EEs de H. crysotichus € H. ochraceus apresentaram reducao de
crescimento dos parasitos inferior a 50% de nas duas concentracdes. J4 o extrato de H.
serratifolius apresentou redu¢do maior que 50% na maior concentracdo, sendo assim foi

utilizado para realizar a extragdo do lapachol e os testes in vitro.

Na Tabela 5 observam-se os valores da CCso, a Clso e o indice terapéutico (IT) e
do lapachol extraido de H. serratifolius. O lapachol extraido de H. serratifolius
apresentou CCso de 826,66 ug/mL; Clso de 19,38 pg/mL e 32,96 ug/mL; e IT de 42,65¢

25,08, para de L. amazonensis e L. infantum, respectivamente.
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Tabela 5 - Valores de CCso determinados para células HepG2, valores de Clso
determinados para formas promastigotas de L. infantum e L. amazonensis e indice
terapéutico  (IT)  apdés  incubacdo  por 48  horas com  lapachol
extraido de Handroanthus serratifolius e anfotericina b

CCso Clso IT
(ug/mL) £ DP (ug/mL) £DP (CCs0/Cls0)
HepG2 L. amazonensis L. infantum L. amazonensis L. infantum
Lapachol 826,66 + 82,67 19,38+ 2,21 32,96 £ 8,02 42,65 25,08
Anfotericina b >1 0,055 + 0,02 0,048 £ 0,02 >18,18 >20,47

DP: desvio padrio
>: indica que o valor de CCsy nao foi alcangado nas concentragdes testadas

5.6. Ensaios de eficacia do lapachol extraido de Handroanthus serratifolius

em macrofagos imortalizados infectados com Leishmania infantum.

O ensaio de eficicia sobre macrofagos imortalizados foi realizado com
amastigotas de L. infantum. Macrofagos infectados e sem nenhum tratamento (controle

ndo tratado) apresentaram uma taxa de infeccao de 48% (Figura 10A).

o®
.b

Figura 10 — Imagem representativa da infeccao de macrofagos RAW 264.7 por amastigotas de
Leishmania infantum (A) sem tratamento, setas indicam formas amastigotas (B) tratado com
lapachol.

Neste ensaio pode-se observar que apds o tratamento houve uma reducdo do
nimero de macrofagos infectados com L. infantum em todas as concentragdes testadas.

A Clso do lapachol contra formas amastigotas intracelulares foi de 41,57 pg/mL. As
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células tratadas com anfotericina b apresentaram taxa 0% de infec¢ao na concentragao de
lug/mL, sendo esta uma droga referéncia e foi utilizada como controle do experimento.
A andlise por microscopia de luz sugere que os macrofagos ndo sofreram alteracdes
importantes na morfologia (tamanho médio alterado, vacuolizagao citoplasmatica, nucleo
com bordas irregulares, cromatina grosseira) quando expostos por 48h as diferentes

concentragdes de lapachol (Figura 10B).

5.7. Teste de eficacia em modelo murino de LTA

Vinte dias ap6s o término do tratamento com o lapachol extraido de H. serratifolius
foi realizada a eutanasia dos animais. Nao foram observadas alteracdes macroscopicas
importantes durante a coleta da pele. A Figura 11 mostra o efeito do tratamento com

lapachol sobre a carga parasitaria na pele, determinada por qPCR.
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Figura 11 - Carga parasitaria determinada por PCR em tempo real quantitativa
(qPCR) na pele de camundongos BALB/c infectados com 10’ promastigotas de
Leishmania amazonensis (MHOM/BR/1989/Bal99), vinte dias ap6s administragdo de
lapachol (20mg/kg/24h/via oral). Grupo controle negativo: PBS em volume
correspondente ao do lapachol/24h/via oral/10 dias; Grupo controle positivo de
tratamento: Anfotericina b (1mg/kg/24h/via intraperitoneal/10 dias). Figura
representativa de dois experimentos independentes de qPCR, em duplicata. Eficiéncia da
rea¢do = 100,026%; slope = -3,321; Y-intercepts = 33,306; R? = 0,964. Limite de detec¢io
= 1 parasito/mg de pele.
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O grupo controle tratado com PBS apresentou carga parasitaria média de 1,14x10°
parasitos/mg de tecido. Os resultados demonstram que tanto os animais tratados com
lapachol quanto os tratados com anfotericina b apresentaram reducdo significativa da
carga parasitaria na pele, quando comparadas ao grupo controle (p<0,001). Os resultados
sugerem que o lapachol foi capaz de induzir redug¢do média da carga parasitaria da pele
em 75,3%, sendo que o nimero médio de parasitos por miligrama de pele (2,82x10%)
determinados nas amostras deste grupo, foi quatro vezes menor que o determinado para
0 grupo controle sem tratamento. De maneira similar, nos animais que foram tratados
com a anfotericina b (controle positivo de tratamento) houve reducdo média da carga
parasitaria da pele em 74,6% e 3,9 vezes menos parasitos (2,9x10%) por miligrama de pele

que o grupo controle.
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6. DISCUSSAO

A leishmaniose ¢ uma das doengas mais negligenciadas do mundo, por acometer
a populagdo mais vulneravel economicamente, sendo estimado que cerca de 90% dos
pacientes infectados viva com menos de US$ 1 por dia, e socialmente, pela falta de
investimentos no desenvolvimento de novas tecnologias farmacéuticas diagnodsticas e

terapéuticas, além de medidas de controle mais eficazes (ALVAR, et al., 2006).

O controle das leishmanioses ndo se concentra em apenas uma medida, sendo
assim, varias estratégias devem ser aplicadas em conjunto. De acordo com o ciclo das
leishmanioses ¢ possivel identificar quais medidas de prevencao devem ser tomadas. No
Brasil, as estratégias estdo centradas no diagndstico e tratamento precoces dos casos
humanos, reducdo da populagio de vetores e uso de proteg¢ao individual da populagao, e
a medida de controle mais utilizada para os reservatorios ¢ a eliminagdo de caes
infectados, sendo esta uma medida nao eficaz como pode ser observado na literatura
(COSTA, et al., 2007). Apesar de suas limitagdes, o tratamento ainda permanece como
principal medida de controle para todas as formas clinicas das leishmanioses. Mesmo que
as drogas usadas para tratar as leishmanioses apresentem varias limitagcdes, esses
compostos sao as unicas opgoes terapéuticas disponiveis atualmente (ANDRADE, et al.,

2016).

Na tentativa de encontrar novas drogas leishmanicidas, varios estudos mostram o
potencial de produtos naturais para tratamento das leishmanioses. Nieto-Yafiez (2017)
demostrou que o extrato metanolico de Bursera aptera, uma planta da familia
Burseraceae, foi eficaz contra formas promastigotas de L. mexicana na concentragdo de
0,408 mg/mL, quando comparados aos farmacos convencionais utilizados no trabalho,
anfotericina b e estibogluconato de sodio. O extrato metanolico de Euphorbia peplus, da
familia Euphorbiaceae, demonstrou 100% de inibicdo contra promastigotas de L.
donovani, atividade similar a anfotericina b (AMIN, et al., 2017). Mesa et al. (2017)
realizaram um estudo mostrando que camundongos com LT tratados com Artemisia
annua (folhas secas, maceradas e encapsuladas) (500mg/kg/dia) foram curados,
apresentando fechamento total das ulceras, este trabalho também apresentou resultados
de cura em dois seres humanos apo6s tratamento de 30g ao longo de 20 dias, onde apds o
tratamento as Ulceras causadas pela doenca apresentaram cicatrizagdo. Os pacientes

permaneceram livre da doenga apds 24 e 26 meses.
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Plantas da familia Bignoniaceae sao amplamente distribuidas em todo Brasil. Os
ipés ocorrem naturalmente em floresta estaciobal, floresta de araucéria e no cerrado e ¢
uma das arvores mais cultivadas em todo o pais (CHAGAS-JUNIOR, et al. 2010). Devido
a abundancia do lapachol encontrado nos ipés, a facilidade de extragdao e também a
simplicidade da sintese € possivel propor uma nova alternativa terapéutica barata para
tratamento de doencas parasitarias. Os ipés possuem ampla distribui¢do e a extracdo
quimica do lapachol ¢ uma técnica simples e barata sendo possivel produzir lapachol em

larga escala (FERREIRA, et al. 1996).

Neste trabalho foram coletadas trés espécies de Handranthus (H. crysotrichus, H.
ochraceus e H. serratifolius) (ip€s amarelos), para estudo do perfil fitoquimico, extracdo
quimica de lapachol e avalia¢do da atividade contra Leishmania sp. Costa et al. (2017),
também realizaram coleta de Handroanthus serratifolius para testar o EE da planta e o
lapachol extraido contra L. amazonensis. Os autores demonstraram que foi possivel
realizar a extracao quimica do lapachol e preparar o extrato etandlico que, entretanto, nao
foi ativo contra L. amazonensis, apresentando uma diferenga em relagao ao nosso trabalho
onde os resultados mostram atividade leishmanicida tanto para L. amazonensis quanto L.

infantum.

Neste trabalho, através da CCD foi possivel observar que em todas as amostras
havia manchas de cor azul, sugestivas da presenca de naftoquinonas quando reveladas
com o corante CAM (WAGNER, 1984). Porém, somente em H. serratifolius foi obtido
lapachol em massa suficiente para os testes. O resultado negativo na placa de toque e na
CLAE para H. crysotrichus € H. ochraceus pode ser justificado pelo fato do lapachol se
encontrar no cerne do lenho das arvores da familia Bignoneaceae, e os galhos coletados
para o preparo dos extratos ainda ndo estavam maduros o suficiente para apresentarem
essa substincia em quantidades detectaveis pelos métodos utilizados (BARBOSA e
NETO, 2013). Na coleta de H. serratifolius foi possivel coletar galhos mais grossos com
o cerne amarelado caracteristico dos ipés, o que favoreceu a extragdo e obtengdo de
lapachol em quantidades adequadas para os experimentos. Como observamos na CLAE
existe um pico majoritario nos cromatogramas do EE, ndo se encontrando no mesmo Rf
do lapachol puro, mostrando que o EE tem outras substancias presentes em sua

composi¢ao.
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ApOs a caracterizagdo do lapachol foi testada sua eficacia in vitro. A escolha por
realizar os ensaios in vitro de 48h de duragdo foi baseada em resultados prévios obtidos
por nosso grupo de pesquisa avaliando formulagdes lipossomais (PORTA, 2015), e em
testes de eficacia terap€utica de diferentes de extratos de plantas e seus metabolitos
secundarios das mais variadas classes (p. ex. alcaloides, flavonoides, naftoquinonas e
terpenos), em que ndo foram observadas diferengas significativas nos valores de CCso e

o Clso para esses extratos em ensaios de 24h, 48h e 72h.

Um critério importante no desenvolvimento de novos farmacos com agdo
leishmanicida ¢ a busca por substancias com menor toxicidade que as drogas utilizadas
nos dias atuais (RISS, et al. 2016). Devido a isso, além de avaliar a eficicia dos EE de
Handroanthus sp e lapachol sobre L. infantum e L. amazonensis, também foi avaliada a
citotoxicidade destes extratos, por MTT, um método amplamente adotado para avaliagdo

da viabilidade celular e estudos de proliferacdo em biologia celular.

O lapachol extraido de H. serratifolius apresentou valores de CCso (826,66 +
82,67) elevados sugerindo baixa citotoxicidade deste composto. Em estudos que
avaliaram a citotoxicidade do lapachol em outras linhagens celulares, os valores de CCso
foram semelhantes aos obtidos neste trabalho. Costa et al. (2017) obtiveram um resultado
de >500ug/mL para lapachol e >100 pg/mL para anfotericina b quando testadas em
células THP-1(linhagem de monocitos humanos). Rocha et al. (2013) também utilizaram
células HepG2 apresentando um resultado de 201,77 pg/mL para lapachol e 644,59
pg/mL para anfotericina b, sendo estes valores menores quando comparado a este

trabalho.

O lapachol apresentou importante atividade leishmanicida, entretanto, esta foi
menor quando comparado com anfotericina b, nas duas espécies testadas. Lima et al.
(2004) mostraram que o lapachol foi eficaz contra formas promastigotas de L.
amazonensis e L. braziliensis, tendo um Clsp de 5,2 pg/mL e 11,9 pg/mL
respectivamente. Rocha et al. (2013) mostraram que a concentragdao 15,48 pg/mL inibiu
em 50% o crescimento de L. amazonensis. Ambos os trabalhos confirmam nossos dados,
sugerindo que lapachol tem atividade contra formas promastigotas de L. amazonensis.
Este trabalho também mostra a atividade contra L. infantum tendo um valor de Cls0 32,96

+ 8,02 e IT de 25,08. O fato dos outros extratos ndo apresentarem atividade leishmanicida
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pode ser atribuido a menor quantidade de lapachol nos EEs em relagdo ao H. serratifolius
e a presenca de outras substancias nos EEs das diferentes espécies de Handroanthus, que
poderiam interferir na atividade leishmanicida destas espécies. Estudos devem ser
conduzidos para identificar os possiveis de metabdlitos secundarios nos EEs das trés
espécies de Handroanthus capazes de interferir na atividade leishmanicida destas

espécies.

Através das pesquisas realizadas concluimos que nio existem relatos de ensaios
que avaliaram a eficacia do lapachol contra L. infantum. Existem trabalhos que utilizam
naftoquinonas, como Pinto et al. (2014) que sintetizaram 36 compostos a partir de 2-
hidroxi-3-fenil sulfonil metil- [1,4] —naftoquinonas, destes 32 mostraram eficacia contra

promastigotas de L. infantum e 14 compostos com atividade contra amastigotas.

Apos os testes citotoxicidade e da atividade leishmanicida em promastigotas, o
lapachol foi testado contra amastigotas intracelulares em um ensaio de 48h. Os resultados
sugerem que o lapachol foi capaz de reduzir a taxa de infec¢cdo de macrofagos em relagao
ao controle no tempo avaliado. O lapachol reduziu a infeccao de macréfagos, com maior
efeito observado a 80 pg/mL, tendo uma Clso de 41,57 pg/mL. A atividade antiamastigota

do lapachol contra L. braziliensis foi descrita por Teixeira et al., (2001).

O mecanismo de acao do lapachol em Leishmania ainda ndo € claro, mas sabe-se
que em células tumorais e em Trypanosoma cruzi esta substancia inibe a respiragao
celular e interfere no metabolismo de oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio
(HUSSAIN, et al., 2007; SALAS, et al., 2008; ALMEIDA, 2009). Santana et al. (1968)
mostraram que o lapachol tem mecanismo de acdo semelhante a outras quinonas como
inibidor da oxida¢do e fosforilagdo mitocondriais e inibidor da oxidase succinica. Nao
existem até o momento dados na literatura mostrando o uso de lapachol contra formas
amastigotas de L. infantum. Além do lapachol ter atividade contra formas promastigotas
e amastigotas de L. infantum o mesmo nao foi toxico para os macréfagos, nao alterou a
morfologia e apresentou baixa citotoxicidade, sendo promissor para medicamento, pois

atinge somente o parasito e ndo a célula do hospedeiro.

Os resultados in vitro obtidos nesse trabalho confirmam estudos anteriores que
sugerem que o lapachol apresenta atividade contra formas promastigotas e amastigotas

de espécies causadoras de LTA (SANTANA, et al., 1968; TEIXEIRA et al., 2001;
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ROCHA et al., 2013; COSTA, et al. 2017) e mostra que lapachol também apresenta
atividade contra L. infantum, espécie causadora de LV. Acreditamos que, pela primeira
vez, foi realizada a prova de conceito da atividade leishmanicida do lapachol contra
promastigotas e amastigotas de L. infantum, sugerindo que o produto natural pode vir a ser

uma nova alternativa de tratamento.

Avaliacdo carga de Leishmania nos tecidos do hospedeiro foi proposto para que
fosse possivel realizar um monitoramento da resposta ao tratamento (MARY, et al., 2006;
van der MEIDE et al., 2008; ROMERO, et al., 2010). A técnica de qPCR ¢ amplamente
utilizada em pesquisas e diagnodstico, pois fornece uma detecgdo rapida e ¢ uma técnica

precisa e sensivel (LIN, et al., 2000; CUMMINGS, et al., 2003; KAMAU, et al., 2011).

A anélise de dados da qPCR sugere que os animais que foram tratados tanto com
o lapachol apresentaram reducdo significativa de carga parasitaria na pele quando
comparados com o grupo controle, e valores similares aos da droga referéncia, a

anfotericina b.

Teixeira et al. (2001) testaram lapachol in vivo em hamsters (Mesocricetus
auratus) infectados com L. braziliensis onde o mesmo ndo preveniu o desenvolvimento
das lesdes.Os autores sugerem que isto pode estar relacionado a inativacdo dessa
substancia pelo organismo do hospedeiro e/ou a cepa do parasito envolvida, o que
resultaria em concentracdo do lapachol no sitio da lesdo abaixo daquela necessaria para
controle da infec¢do. Segundo os autores, a dose utilizada no estudo provavelmente nao
foi suficiente para proporcionar niveis plasmaticos ideais que proporcionassem o efeito
terapéutico desejado. Além dos fatores citados pelos autores, utilizamos modelo murino
de LTA (camundongos), espécie de Leishmania (L. amazonensis), protocolo terapéutico
e metodologia de avaliagdo da carga parasitaria (QPCR, mais sensivel que diluigdo
limitante) diferentes daqueles utilizado por Teixeira et al. (2001), o que pode explicar as

diferencas entre os dois trabalhos.

Trabalhos posteriores visando melhor esclarecimento sobre o mecanismo de agao
do lapachol em Leishmania sao necessarios, pois nossos resultados sugerem que o
lapachol, quando testado tanto in vitro como in vivo, causa redu¢do no numero de
parasitos. O estudo do lapachol se faz necessario, pois esta sustdncia pode servir como

base para a producdao de andlogos com alvos cada vez mais especificos e com menor
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toxicidade para o desenvolvimento de farmacos com agdo leishmanicida, podendo ser
testado o efeito sinérgico do lapachol com a anfotericina b e o seu uso encapsulado em

lipossomas.

De maneira geral foi demonstrado a baixa citotoxicidade e o efeito leishmanicida do
lapachol, in vitro, em L. amazonensis e L. infantum. Este efeito foi confirmado in vivo, em
modelo murino de LTA, quando o lapachol foi capaz de reduzir significativamente a carga
parasitaria na lesdo, de maneira similar a droga referéncia (anfotericina b). Estes resultados
promissores nos permitiram propor novos estudos, ja em andamento, para adequagao da dose
terapéutica, avalia¢do da toxicidade e da resposta imune, ¢ de histopatologia. Além disso,
testes de eficacia terapéutica do lapachol em modelo murino de LV, utilizando a espécie

L. infantum, também estdo sendo conduzidos.
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7. CONCLUSOES

Foi possivel confirmar a presencga e extrair lapachol de Handranthus serratifolius;
O lapachol extraido de H. serratifolius apresentou atividade contra promastigotas
de Leishmania amazonensis € L. infantum;

O lapachol extraido de H. serratifolius apresentou baixa citotoxicidade para
células HepG2 apresentando um IT maior que 10 para as duas espécies utilizadas;
O lapachol apresentou redugdo na taxa de infecgao dos macrofagos por L.
infantum, em relagdo aos grupos controle;

O lapachol apresentou redugdo significativa na carga parasitaria na pele de
camundongos infectados com L. amazonensis apo6s 15 dias de tratamento, em

relacdo ao grupo controle.
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