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RESUMO

O tratamento utilizado para a leishmaniose apras@&féitos colaterais graves, exige
acompanhamento médico e prolongado tempo de terApg&m, a prospeccao de novos
compostos contra esta doenca ainda se faz neeess&rimacroalgas possuem grande
variedade de moléculas bioativas. No presentellralbai avaliada a atividade leishmanicida,
a citotoxicidade, a producdo de oxido nitrico (N®©)s possiveis alvos dos extratos de
macroalgas. Foi avaliado o efeito de 10 extratbseso crescimento de formas promastigotas
de L. amazonensis. A citotoxicidade em células de mamiferos foi eaddi através do método
do MTT e o indice de seletividade foi determinaflgoroducdo de NO por macrofagos foi
avaliada pelo reagente de Griess. A andlise ulttaegal foi realizada por microscopia
eletrénica. Para analise dos efeitos dos extratm® s membrana e o potencial de membrana
mitocondrial células tratadas e controles foramnetilas a marcacdo com iodeto de
propidio (IP) e rodamina 123. Os dados mostraram tpdos o0s extratos inibiram o
crescimento de formas promastigotas e apresentdraima toxidade para células de
mamifero. Canistrocarpus cervicornis (CC), Dictyota mertensii (DM) e Laurencia
dendroidea (LD) foram as mais efetivas e mais seletivas eofdrmas promastigotas entre
todas as algas testadas. Estes extratos tambénanmia infeccéo e indice de sobrevivéncia
de formas amastigotas no interior de macréfagose€extratos aumentaram a producéo de
NO em relacdo as células controles. Alteracfes atingls com a perda de viabilidade e
morte celular foram observadas por microscopiardaiata. Células tratadas apresentaram
discreto aumento no nimero de células s extratos induziram alteracées significativas n
potencial de membrana mitocondrial. A baixa toxade as células de mamiferos e a
atividade leishmanicida apresentadas apontam patibzacdo dos extratos de CC, DM e LD
COmo agentes promissores para o tratamento danamsbse cutanea.

Palavras chavesleishmaniose- quimioterapia. Alga Marintai shmania amazonensis.
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ABSTRACT

The treatment used for leishmaniasis has seveeeesidcts, requires medical supervision and
prolonged therapy. Thus, the screening of new camg® against these diseases is still
needed. Seaweeds possess a wide variety of bieauntilecules. In this study we evaluated
the leshimanicidal activity, cytotoxicity, the n@roxide production and the possible targets of
macroalgaes extracts. Was evaluated the effecO adxtracts on promastigote growth. The
cytotoxic potential of these extract against manmmnatells were evaluated by using MTT
method and he selectivity index was determined. Tiac oxide (NO) production by
macrophages was measured by Griess reagent. Tiastulttural analysis was performed
by electron microscopy. To analyze the effects gfragts on the membrane and the
mitochondrial membrane potential, treated and ateck cells were submitted to propidium
iodide and Rhodamin 123 staining. The data showeadl &ll tested extract inhibited the
growth of promastigotes and presented low toxiéitly mammalian cellsCanistrocarpus
cervicornis (CC), Dictyota mertensii (DM) e Laurencia dendroidea were the most effective
and selective against promastigotes among thedtesligae. These extracts efficiently
inhibited the infection and the survival index ohastigotes inside macrophages. Our results
showed that CC, CM and LD increase NO productionamspared to control cells. Changes
consistent with the loss of viability and cell deatere observed by electron microscopy.
Treated cells presented slight increase icdlls. The extracts were able to induce significant
changes in the mitochondrial membrane potentia¢ B toxicity of CC. DM and LD and
their high leishmanicidal activity, point to theeusf CC, DM and LD as promissory agents
for the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Key-Words: Leishmaniasisehemotherapy. Marine Algad.eishmania amazonensis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmanioses

As leishmanioses, sdo doencas zoondticas tropicaisadas por protozodrios
pertencentes a familia Trypanosomatidae do gém@shmania, sdo transmitidas pela picada
de fémeas de insetos flebotomineos (DIPTERA: PSYDH®@E) (HARHAY et al., 2011).
Estas patologias acometem o homem e algumas espdeienamiferos sinantrépicos,
silvestres e domésticos, 0s quais alguns sdo @asios como hospedeiros reservatorios
(REY, 2001) Figura 1). Apenas dois géneros de vetores sédo realmentertampes para a
epidemiologia das leishmanioses no mundatzomya, que sdo os vetores nas Americas; e
Phlebotomus que sdo os transmissores de leishmaniose na Afm@aEuropa e na Asia
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004) Eigura 1).

Figura 1- O inseto vetor da leishmaniose e 0s hospedeiresvasrios do parasitaeishmania sp.

Fonte: Brasil (2007)
Legenda: Fémea do flebotomineo; Mamifero sinatropico; Mamifglvestre; Mamifero doméstico.

Sendo consideradas doencas de importancia no tontkx saude publica, as
leishmanioses estédo incluidas pela Organizacdo Muni@ Saude (OMS) entre as seis
doencas endémicas de maior relevancia no mundo ABREACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2006). As leishmanioses estéo presentes8paBes, com cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas, 350 milhdes de pessoas sedoade infeccaoH{gura 2). Sado estimados
cerca de 2 milhdes novos casos, sendo 500.000stienkeniose visceral e 1.500.000 da forma
tegumentar (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).
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Figura 2- Distribuicdo mundial da leishmaniose cuténea (exxtp) e visceral (direita). As areas
afetadas estéo marcadas em vermelho.

Fonte: Santos et al. (2008)

As leishmanioses ainda sédo uma das doencas méigemetadas do mundo, afetando
principalmente os paises mais pobres, principaknestem desenvolvimento, como india,
Bangladesh, Sudéo, Brasil, Nepal e Etiopia queridm@m com noventa por cento dos casos
mundiais da leishmaniose visceral. Noventa poracdons casos de leishmaniose tegumentar
ocorrem no Afeganistdo, Algeria, Etiopia, Sudad, Iraque, Arabia Saudita, Siria, Brasil e
Peru (DESJEUX, 2004, ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDRQO0S).

No Brasil, a doenca é considerada de notificacaopotsoria, estando presente em
todos os estados brasileiros, principalmente rgias Norte, Nordeste e Centro-Oeste, com
incidéncia de mais de 23.000 casos de Leishmaniegumentar Americana (LTA)
(BRASIL, 2007) e cerca de 2.000 casos da formeaewws¢MAIA-ELKHOURY et al., 2008)
(Gréfico 1).

Gréfico 1- Distribuicdo dos casos de LTA notificados no Brpsr regido durante o periodo de 2001 a
2010.
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Fonte: Sistema de Informacdo Nacional de Agravos de Natjfio (2011)

Na ultima década, tem-se observado a expanséoréas éonsideradas endémicas
para as leishmanioses, assim como o aparecimensoirtiess epidémicos em regides antes
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consideradas livres dessas doencas. Entre osdajore contribuem para este crescimento
temos individuos que visitam areas endémicas oiwithobs portadores que migram para

outras regibes (SCHWARTZ; HATZ; BLUM, 2006), aléra dasos associados a aceleracéo
do desmatamento para as expansoes agricolas asirieatre outras atividades (DESJEUX,

2001).

A doenca esta presente em todas as regides dooEdwdPernambuco, com
predominancia (mais de 60% dos casos humanos)gi@reorrespondente a Zona da Mata
Atlantica, sendo a quase totalidade da forma catdoealizada (BRANDAO-FILHO et al.,
1999). E importante registrar que, a partir de 20@8ifica-se também um aumento da
ocorréncia de leishmaniose cutdnea no Sertdo dad&s(PERNAMBUCO, 2002),
demonstrando que a doenca apresenta um aumentdnmerorde casos € uma importante
expansao espacial (ANDRADE et al., 2009).

1.2 Formas clinicas

As leishmanioses apresentam grande diversidade al@festacdes clinicas que
dependem tanto da espécie infectante quanto ded$aio hospedeiro, os quais determinam a
resposta imunoldgica ao agente agressor podendmiass forma tegumentar, que inclui a
cutanea e mucocutanea e a forma visceral (BRASIQ7PFigura 3 e 4.

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LT6A uma das afeccdes
dermatoldégicas que merece mais atencao, devida anagnitude, o risco de ocorréncia de
deformidades que podem produzir no ser humanone@\wemento psicologico, com reflexos
no campo social e econdbmico, uma vez que, na raalos casos, pode ser considerada uma
doenca ocupacional (BRASIL, 2007).

As manifestacdes clinicas da LTA sao diversas kient. (a) forma cutanea localizada
(Figura 3A), a mais frequente, com lesdo Unica; (b) dissemiféidura 3D), que se caracteriza
pela presenca de varias lesdes distribuidas emsdseegides do corpo; (c) difusa, em que as
lesbes se apresentam de forma nod#yu¢a 3C); (d) forma mucocutdnea em que pode ocorrer
a destruicdo do septo nasal e boca, resultandetmudades severabi@ura 3B) (MURRAY,
et al., 2005)As lesdes apresentam aspectos variados e a infeecéindaria bacteriana altera
este aspecto tornando-as mais inflamadas, doloegsasilentas (BRASIL, 2007).

Atualmente pode-se dizer que, no Brasil, a leishosan cutanea apresenta trés

padrbes epidemioldgicos caracteristicos: a) Sileesta transmissdo ocorre em area de
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vegetacdo primaria e é fundamentalmente uma zoodesanimais silvestres, que pode
acometer o ser humano quando este entra em caag® ambiente silvestre, onde esteja
ocorrendo enzootia; b) Ocupacional e Lazer - astmissdo esta associada a exploracdo
desordenada da floresta por derrubada de matas quarstrucdo de estradas, usinas
hidrelétricas, instalacdo de povoados, extracaonddeira, desenvolvimento de atividades
agropecuérias, de treinamentos militares e ecatoric) Rural e periurbano em areas de
colonizagcdo — este padrao esta relacionado ao gswanigratorio, ocupacdo de encostas e
aglomerados em centros urbanos associados a netasdarias ou residuais (BRASIL,
2007).

Figura 3- Manifestacdes clinicas da Leishmaniose.

Fonte: Brasil (2007); Veloso et al. (2006)
Legenda: A- Leishmaniose Cutanea (LC), B- Leishmaniose Mutdnea (LMC), C- Leishmaniose
Difusa (LCD), D- Leishmaniose Disseminada (LD)

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sistémicéo grave, com migracdo dos
parasitos para o figado, baco e medula Ossea, god@var o paciente a morte
(CARVALHO; ARRIBAS; FERREIRA, 2000; HANDMAN, 2000jfFigura 4). No Brasil, a
LV inicialmente tinha um carater eminentemente Iriga mais recentemente, vem se
expandindo para as areas urbanas de médio e grartdg BRASIL, 2007). A doenca é mais

freqiente em criancas menores de 10 anos (54,4%)0s41% dos casos registrados em
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menores de 5 anos. O sexo masculino é proporciemédno mais afetado (60%) (BRASIL,
2007).

Figura 4- Manifestacdes clinicas da Leishmaniose (Leishmaniisceral)

Fonte:Desjuex (2011)
Nota: Inchaco do figado e do baco provocado pelos pasasit

No Brasil, ja foram identificadas sete espéciepatasita, seis do subgénéfiannia e
uma do subgénerdeishmania, sendo as trés principais causadoras de LIA:(V.)
brasiliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. No Novo Mundo, alLeishmania
(Leishmania) chagasi é a espécie comumente isolada em pacientes conBR¥XSIL, 2007)
(Quadro 1).
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Quadro 1- As principais espécies deishmania e suas manifestacdes clinicas.

Principais manifestacdes Espécies

Velho Mundo- subgénerd_eishmania
Leishmaniose Cutanea L. major, L. tropica
Leishmaniose Visceral L. infantum e L. donovani
Novo Mundo- subgénerd_eishmania
Leishmaniose Cutanea L. mexicana, L. amazonensis
Leishmaniose Cutanea Difusa L. mexicana, L. amazonensis
Leishmaniose Visceral L. chagasi
Novo Mundo- subgénerdviannia
Leishmaniose Cutanea L. braziliensis, L. guyanensis, L. peruviana

Leishmaniose Mucocutanea L. braziliensis, L. panamensis

Fonte: Modificado de Organizacdo Mundial da Saude (2010)

1.3 Agente etioldgico

O géneroLeishmania abrange cerca de 30 espécies catalogadas, das2@uattao
implicadas em doencas de humanos (ASHFORD, 20@patasitos do génetaishmania
sao classificados em dois subgéneXxbannia e Leishmania, sendo esta classificacdo baseada
no desenvolvimento do parasito no inseto vet&s espécies pertencentes ao subgénero
Viannia desenvolvem-se primeiramente no intestino postelogr vetores e depois migram
para o intestino médio e anterior (seccdo peripjlardJa os do subgéneioeishmania
desenvolvem-se apenas no intestino anterior e m@aiocdo suprapilaria) (LAINSON;
SHAW, 1998) Figura 5).
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Figura 5- Desenho esquematico da distribuicdo geogréaficaadestes etioldgicos da Leishmaniose
cutanea no Brasil.

B L. (L.) amazonensis
B L. (V) brazifiensis
" L. (V) guyanensis
o L. (V) lainsoni
L. {\V) naiffi
B L. (V) shawi
B L. {\{) lindenbergi

Fonte: Modificado de Grimaldi et al. (1987) e Marzoch®94)

Durante o seu ciclo de vida, os parasitas do gébeshmania, apresentam dois
estagios: a forma promastigota com motilidade fEagegue vive no trato digestivo dos
flebotomineos, e a forma amastigota, ndo movel, pside dentro de macréfagos de
hospedeiros vertebraddsigura 6).

As promastigotas possuem forma alongada, com Uniodeo, flagelo livre e
cinetoplasto (regido especializada da mitocondrideose localiza o DNA mitocondrial)
anterior ao nacleo. O tamanho das formas promaatigh variavel, mesmo dentro de uma
mesma espécie, podendo medir entre 16,0 — 40,6 x B,0 um (comprimento x largura)
incluindo o flagelo que € sempre maior que o caipgoarasito. Multiplica-se por divisdo
binaria longitudinal dentro do tubo digestivo dseto vetor. As amastigotas se multiplicam
no interior dos macréfagos possuindo morfologialana com nucleo Unico, cinetoplasto e
um flagelo que nunca excede os limites da bolsgelds. A forma amastigota varia de
tamanho dependendo da espécie, podendo medir3dtre6,5 x 1,5 — 3,0 um (comprimento

X largura).
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Figura 6- Representacdo esquematica da forma amastigotamagigota dé.eishmania sp. Mostrando
o nucleo (N), flagelo (F) e cinetoplasto (K).
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Legenda: A- Forma amastigota e B- Forma promastigota
Fonte: Modificado de Docampo et al. (2005)

1.4 Ciclo de vida e Imunologia

O ciclo biolégico da Leishmania é heteroxeno, envolvendo um hospedeiro
invertebrado e um vertebrado. Os hospedeiros vertios sdo flebotomineos hematofagos
do géneroLutzomyia, no Novo Mundo, ouPhlebotomus, no Velho Mundo (ROBERTS;
JANOVY, 2000). Aléem de um vetor invertebrado, ogsiio necessita de um hospedeiro
vertebrado que atua como reservatério. Dentre, d@st@®s uma ampla variedade de roedores,
canideos, marsupiais e humanos. Geralmente o hgpaeticipa do ciclo de transmisséo
como um hospedeiro acidental quando entra em atabi€le alta transmissao, onde a doenca
se mantém em funcdo dos reservatérios naturais (UNEHUX; KILLICK-KENDRICK,
1987).

Durante o0 repasto sanguineo, o inseto vetor reguras formas promastigotas
metaciclicas no hospedeiro vertebrado. Estas fosdadagocitadas por células do sistema
fagocitico mononuclear iniciando a fase de desemweinto intracelular do parasito, onde se
diferenciam em amastigotas. As amastigotas septicdtim dentro das células, que podem se
romper e assim reinfectar mais células. Eventudkenesss amastigotas livres ou células
infectadas podem ser ingeridas por um flebotomingo infectado durante o repasto
sanguineo. No interior do intestino dos insetoséhslas infectadas se rompem liberando as
formas amastigotas, que se transformam em prorotetigecomecando o ciclo biologico do
parasita (KAYE; SCOTT, 2011}gura 7).
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Figura 7- O ciclo biolégico dd_eishmania sp.
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Além das formas promastigotas, ao se alimentarsetdninocula componentes da
propria saliva, como a proteina maxadilan, que é wuasodilatador (LERNER;
SHOEMAKER, 1992). Os componentes salivares e agceutds do parasita possuem um
papel na ativacdo da resposta imune do hospedeanaco parasita. Quando na pele, as
promastigotas interagem primeiramente com as &haelsidentes, por exemplo, macrofagos
da derme, queratindcitos e células de LangerhaAYEK SCOTT, 2011 apud LOCKSLEY
et al., 1988). Nos macrofagos, os parasitos inigets se estabelecem em um vacuolo
parasitéforo (fagolisossoma), que os separa delagma celular. No interior do vacuolo
parasitoforo ocorre a mudanca da forma evolutiv@rdenastigota para amastigotegura
7). Embora os macrofagos sejam células fagocit@aspecializadas no combate a agentes
infecciosos, as leishmanias desenvolveram mecanisteadefesa capazes de subverter sua
capacidade microbicida, conseguindo sobreviverenasibiente potencialmente toxico e
multiplicar-se até a ruptura da célula, quandol&fradas para infectar outros macréfagos,
propagando a infecgdo (VANNIER-SANTOS et al., 2002)
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Trabalhos experimentais (GOLLOB et al., 2008; NA'HEGt al., 2010) demonstram
a relacéo entre o tipo de resposta adquirida dpduasro e a sensibilidade/resisténcia ao
parasita, onde a resisténcia esta relacionadasange de células T CD4+ Thl e células T
CD8+ que sao responsaveis pela ativacdo de mgosdfpara fagocitar parasitas
intracelulares e/ou lisar células infectadas. Potroolado a sensibilidade a doenca é
relacionada a presenca de células T CD4+ Th2 caowlupéo de interleucinas (IL)-4, IL-5 e
IL -10, que inibem a ativacdo de macrofagos e dyg@o de IL-12 (PASSERO et al., 2010).
No caso das infeccbes por microrganismos intraaeds] inclusive na infeccdo por
Leishmania, a ativagcéo das células Th2 leva aovagranto da doenca (COSTA et al., 2011).
Na leishmaniose cutanea, o balanco Th1/Th2 temwitibado no diagnostico para predizer
o desenvolvimento de resisténcia ou progressaoeacd (PASSERO et al., 2010).

Uma das espécies causadoras da LTA no Brasil le&eisomania (Leishmania)
amazonensis, responsavel pelas formas cutanea, cutaneo-measganeo-difusa (LCD), esta
ultima considerada o pélo anérgico da LTA (BARRAlak, 1991). A principal caracteristica
imunologica da LCD é a auséncia de resposta imludacesspecifica contra antigenos da
Leishmania (PETERS et al., 1982).

A resposta Thl, com producgédo predominante deyFd¢ associa com resisténcia em
todas as formas de leishmaniose (BARRAL-NETTO et1298; SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002). Ha indicagbes qud.aamazonensis pode levar a apresentagdo antigénica
nao efetiva e induzir apoptose com possivel enwv@wio na hiporresponsividade de
producao de citocinas implicadas na atividade tegficida (PINHEIRO et al., 2004).

1.5 Biologia Celular daLeishmania sp.

Os protozoarios possuem organelas comuns a ouoélatas eucaridticas, como
Complexo de Golgi e Reticulo Endoplasmatico, masspem estruturas citoplasmaticas e
organelas que lhes sdo peculiares. Estudos rewelgtee nessas organelas existem vias
metabolicas Unicas que abrem possibilidades paidemtificacdo de alvos terapéuticos

potenciais (SOUZA, 2008). Veremos algumas delasmans detalhamento a seguir.

1.5.1 Mitocdndria

Ao contrario das células de mamiferos que possgentenas a milhares de

mitocdndrias protozoarios tripanosomatideos, esgrquais se incluem Trypanosoma cruzi
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e as diversas formas deishmania, possuem uma mitocéndria Unica (FIDALGO; GILLE,
2011). O bom funcionamento desta estrutura torpalssta forma, imprescindivel para a
sobrevivéncia dos parasitas (MEHTA; SHAHA, 2004)ulkaestrutura da mitocéndria nos
tripanosomatideos € bastante diversa em compasemsiorganismos multicelulares, no que
diz respeito a densidade da matriz bem como a f@mamero de cristas. Geralmente a
mitocdndria se localiza abaixo da membrana plasaatbrrendo todo o corpo do parasita
abaixo dos microtubulos sub-peliculares. Uma car@stica peculiar da mitocéndria dos
protozoarios da ordem kinetoplastida, € que o DN#veondrial (k-DNA) concentra-se em
uma regido especializada da mitocondria denomir@datoplasto (SOUZA; ATTIAS;
RODRIGUES, 2009). O cinetoplasto se situa proximmécleo e sua forma e organizacao
estrutural variam de acordo como o0 estagio de desemento do protozoario (SOUZA,
2008). O k-DNA representa cerca de 30% do DNA eelalé composto de duas classes de
moléculas circulares de diferentes tamanhos, o0si-mex minicirculos (SHAPIRO;
ENGLUND, 1995).

1.5.2 Microtubulos

Nos tripanossomatideos, os microtibulos sub-gdaties sdo feixes de microtubulos
arranjados em paralelo e estdo localizados exelomnte na periferia da célula. Através da
criofratura (HEUSER, 2001) vé-se claramente que €6® conectados uns aos outros através
de filamentos, bem como a membrana plasmatica estarr@a periférica do reticulo
endoplasmatico. Sao estruturas resistentes a b&éxageraturas, bem como a indmeras
drogas usualmente empregadas na ruptura de miaglosiilcomo colchicina, colcemide e
taxol (SOUZA, 2008).

1.5.3 Glicossomos

Os glicossomos aparecem normalmente como organesésricas distribuidas
aleatoriamente por toda a célula. O numero de glmmos e a area que ocupam no
citoplasma de tripanossomatideos variam de acoodo & espécies e até mesmo entre
estagios de desenvolvimento dentro da mesma espstés organelas ndo possuem genoma.
Portanto, suas proteinas sdo codificadas por geuweleares, traduzidas nos ribossomos
livres, e importadas para a organela pos-tradué&oncao dos glicossomos parece residir

exclusivamente na glicélise, onde as enzimas dficas ocupam 90% do conteddo protéico
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desta organela e brucei. Dentre as enzimas que compdem essa organelgasttgpam
das primeiras etapas da via glicolitica e duas lméizam glicerol, permitindo que esses
parasitas aumentarem significativamente a taxdidélige e, consequentemente, a producéo
de ATP. Além das funcdes relacionadas a produc@nemgia, outras vias bioquimicas estao
pelo menos parcialmente associadas aos glicosse@ssss parasitas, com@-axidacéo de
acidos graxos, a biossintese de pirimidinas, entiias (MICHELS et al., 2006).

1.5.4 Acidocalcisomas

Os acidocalcisomas sdo organelas encontradas @os tws membros da familia
Trypanosomatidae e muitos membros do filo ApicoxgledO CAMPO et al., 2005). Estas
estruturas sdo morfologicamente variaveis de acooto a espécie, 0 meio de cultivo, etc.
S&o organelas eletrondensas acidicas, ricas efogfalo (poliP) complexado com calcio e
outros cétions. Enquanto sua matriz contém enzimlasionadas com o metalbolismo de
PoliP, sua membrana é rica em bombas do tipo P{EPase, V-H-ATPase, H-PPase),
transportadoras (N&1*, Cad™H"), e no minimo uma proteina canal (aquoporina) (DO
CAMPO; MORENO, 2008) podendo também ser atribuiésta organela a manutengédo do
equilibrio de ions incluindo o calcio, magnésiodie, potassio, zinco, ferro, compostos
fosforados (como determinado por analises bioqu@snie por microanalise de raio-X),
controle do pH e osmoregulacdo juntamente com @okaccontratil (DO CAMPO et al.,
2005).

1.5.5 Megassomos

Os megassomos sao estruturas elétrondensas ddlsiipor membranas abundantes
no citoplasma, primeiramente descritos em formasstigotas déeishmania pertencentes ao
complexo mexicana. Variam de tamanho, nimero eéapa. Sua matriz € heterogénea,
apresentando inclusdes densas e vesiculas (UEDAANRKRA; ATTIAS; DE SOUZA,
2001). Através da citoquimica, mostrou-se que o asemmo contém fosfatase acida e
cisteina-proteinase correspondendo a um lisossoipicot Megasomos nao Sao
observados em formas promastigotas, aparecendasgarante o processo de transformacao
destas formas em amastigotas (BOUKAI et al., 2088jas organelas e seus constituintes
podem estar diretamente envolvidos na infectividadaruléncia daleishmania (UEDA-
NAKAMURA et al., 2007).



Alianca, A. S. S. o da atividade bioldgica de produtos naturais... 28

1.6 Quimioterapia

O tratamento das leishmanioses € feito atravestima@niais pentavalentes, como o
estibogluconato de sédio (Pentostan) e o antimmi@meglumina (Glucantime{gura 8),
0s quais foram introduzidos como quimioterapicosi@eada de 40, sendo utilizados até os
dias atuais apesar de sua toxidade. Embora sejamadés de primeira escolha, o0s
antimoniais, apresentam eficacia limitada e alguwees significante toxicidade e efeitos
adversos (AMATO et al, 2008). Os antimoniais peali@vtes sdo indicados para o tratamento
de todos os tipos de manifestagdes clinicas dankeisiose. Eles interferem na bioenergética
das formas amastigotas tlaishmania, inibindo tanto a glicolise, quanto a oxidagdo dos
acidos graxos, causando a reducao na producéo e ATP (BRASIL, 2007).

Figura 8- Estrutura quimica dos antimoniais pentavalentes
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Fonte: Kumari e Ram (2002)

No Brasil, 0 medicamento antimonial de escolhatémamiato de meglumina, o qual,
se administrado de forma continua e posologicamemtguada, é eficaz ao tratamento das
formas visceral, cutdnea e mucocutanea de leislms@nPor sua vez, baixas dosagens e
tratamentos descontinuos levam a falhas na teeagieaparecimento de formas resistentes do
parasita (RATH et al, 2003). Com o0 objetivo de rpatzar o esquema terapéutico, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda @losea deste antimonial seja calculada
em mg Sb+5/kg/dia (BRASIL, 2007). Podem ocorrer am mais efeitos adversos, na
seguinte ordem de frequéncia: artralgia, mialgiagrexia, nauseas, vomitos, plenitude
gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal cpeatite, prurido, febre, fraqueza, cefaléia,
tontura, palpitacdo, insOnia, nervosismo, choqueggnico, edema e insuficiéncia renal
aguda (IRA). Essas gqueixas sdo geralmente discoetanoderadas e raramente exigem a

suspensao do tratamento. Porém, na dose de 20ngk§lutia, o antimonial pode atingir seu
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limiar de toxicidade, levando a alteracbes cardiapancreéticas ou renais que obriguem a
suspenséao do tratamento (BRASIL, 2007). Recomeadatsatamento da LV com a dose de
20mg Sb+5/kg/dia, por no minino 20 dias e no max#fodias, por via endovenosa ou
intramuscular (BRASIL, 2006)labela 1).

Tabela 1-Esquema terapéutico para as formas clinicas de LTA

Forma Clinica Dose Tempo de duragdo minimo
Leishmaniose Cutanea 10- 20mg Sbh+5/kg/dia 20 dias
Leishmaniose Difusa 20mg Sb+5/kg/dia 20 dias
Leishmaniose Mucosa 20mg Sb+5/kg/dia 20 dias
Leishmaniose Visceral 20mg Sb+5/kg/dia 20 dias

Fonte: Modificado de Brasil (2007)

Como segunda linha de escolha para o tratamentesdem Pentamidina e a
Anfotericina B (AMATO et. al.,, 2008). A pentamidind a droga, mais comumente
recomendada, embora também apresente efeitos aslvesgnificantes e requeira
administracdo parenteral (GIL et al., 2007). A &ericina, um antibidtico macrolitico, é
usada extensivamente no caso de falhas no trataro@mt compostos antimoniais. Apesar de
sua elevada toxicidade e de também requerer adragés parenteral, tem sido proposta
como agente terapéutico de escolha para leishneawisseral e para infecgéo sistémica por
fungos (CROFT; COOMBS, 2003). No caso do tratamedstpacientes gestantes com LTA e
pacientes com coinfec¢do Leishmania/HIV esta dpagsa ser a primeira escolha (BRASIL,
2009). A anfotericina lipossomal € uma nova formpéta em que a anfotericina B é
incorporada a lipossomas feitos com fosfatidilalicolesterol e disterolfosfatidilglicerol. No
Brasil, esta droga esta registrada na Agéncia Natide Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para
uso no tratamento da leishmaniose visceral (BRA30Q9). Tanto a anfotericina quanto a
pentamidina possuem limitacdes e efeitos colatdratpientes e graves, como alteragdes
renais, cardiacas e hepaticas (BRASIL, 2007) alérltt custo de tratamento e necessidade
de servicos de maior complexidade para sua admaiQ#sd.

A paromicina é o0 unico aminoglicosideo com ativeElddishmanicida importante
clinicamente. Ambas as formas de leishmaniose p@drtratadas com esse antibiético, mas
por ter baixa absor¢cdo oral formulacdes parenterda@picas tem sido desenvolvida para a
forma visceral e cutanea, respectivamente (CROBNFAR; FAIRLAMB, 2006).
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Além de a agdo da droga sobre os parasitas 0 sudedsatamento da leishmaniose
esta sujeito a imunidade celular, independentenaaidroga utilizada. Assim, em pacientes
com co infeccao HIV- leishmaniose o tratamento éemais ainda ao insucesso - entre 40% e
65% (CHRISTOPHER et al., 2007).

1.7 Macroalgas

A flora brasileira apresenta um imenso potenciab pa producdo de compostos
primarios e secundarios, uma vez que cerca de 1&9%00.000 espécies de plantas que
existem no mundo encontram-se na floresta AmazdBie&SO et al., 2005; MYERS et al.,
2000). Entretanto, a pesquisa de substancias aterasadas de plantas no Brasil, em especial
da regido Nordeste, ainda é muito incipiente: est® que até o inicio da década de 80
menos de 1% das espécies da flora brasileira epaimecidas quanto aos seus constituintes
quimicos (GOTTLIEB; MORS 1980). A demanda por noférsnacos leishmanicidas tem se
intensificado com o aumento da resisténcia aosmaniais pentavalentes, bem como a
farmacos de segunda geracdo (VOULDOUKIS et al.6R0Reforcando esta idéia sabe-se
gue produtos naturais derivados de plantas regesemais que 30% do mercado
farmacéutico (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Sabe-se que a maioria dos estudos tem se focapgmoara de substancias naturais
derivadas de vegetais superiores terrestres, paimeente devido a facilidade de acesso
quando comparados aos marinhos (BASSO et al., 2B@5¢ntanto, os oceanos cobrem 70 %
da superficie terrestre e séo habitados por ceea2@.000 espécies de plantas e
invertebrados marinhos e milhées de microrganis(RSTO et al., 2002). A capacidade
metabolica e fisiologica desses organismos marjnéws especial as macroalgas, em lidar
com um ambiente altamente complexo e muitas veast,item despertado o interesse de
varios pesquisadores quanto ao manancial de coogpoisiativos que ndo encontram paralelo
no ambiente terrestre. De fato, varios trabalhas d&monstrado o valor das macroalgas,
como fonte de compostos bioativos (FAULKER, 20@Xtes organismos séo utilizados na
alimentacdo e na medicina popular, principalmemnteeeos povos orientais, desde tempos
remotos, com sua utilizacdo contra parasitas reendot ha 300 anos a.C. (KANG et al.,
2008). As macroalgas também apresentam atividadiegral, antibacteriana, anticoagulante,
antitumoral, antioxidante e antiprotozoaria (WANGQI; ANG, 2008; BARBOSA et al.,
2004; VAIRAPPAN et al., 2008; MANIVANNAN et al., 20; ALBUQUERQUE et al.,
2004; ROCHA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2081 VA et al., 2005; SANTOS et al.,
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2011) Quadro 2), sendo estas atividades atribuidas principalmemesenca de terpenos e
polissacarideos complexos (TEIXEIRA; KELECOM, 199Bmbora poucas pesquisas
tenham focado sua atencédo sobre o efeito de extcEamacroalgas e/ou seus compostos
isolados sobre protozoarios parasitas, recentadastdemonstraram resultados promissores
sobreTrichomonas vaginalis, Leishmania mexicana e Plasmodium falciparum, constituindo
assim um campo vasto para prospeccéo de compasatis contra estes parasitas (MOO-
PUC; ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN, 2008; FREILE-PELEGREt al., 2008; ORHAN et
al., 2006).

Quadro 2- Espécies estudas no trabalho que possuem ativilaldgica descrita na literatura

Filo/ Espécies Atividade Biolégica

Phylum Ochrohyta

Canistrocarpus cervicornis Leishmanicida

Padina gymnospora Anticoagulante/ Anti-inflamatéria
Phylum Rhodophyta

Digenia simplex Antitumoral

Laurencia dendroidea Antifungica/ Tripanocida/Leishmanicida

Hypnea musciformis Antigenotoxica/ Anti-oxidativa
Phylum Chlorophyta

Chaetomor pha antennina Antimalérica

Caulerpa racemosa Antibacteriana

Fonte: Alianca (2011)
Legenda: Ochrophyta = algas pardas; Rhodophyta = algaselbas; Chlorophyta = algas verdes.

Os principais representantes de macroalgas peneaselasses Phaeophyceae (algas
pardas), Chlorophyceae (algas verdes), Rhodophy¢al@as vermelhas), e dentre as
microalgas Dinophyceae (dinoflagelados), Bacillgnigceae (diatomaceas) e Cyanophyceae
(algasverde-azuladas) (TEIXEIRA; KELECOM, 1991).

O termo “macroalgas marinhas” inclui as algas v&rdeermelhas e pardas
macroscopicas e multicelulares. No entanto, todasusicelulares em algum estéadio do ciclo
de vida (usualmente quando esporos ou zigotos)oeregonhecidas como organismos
fotossintéticos primitivos devido a sua simplesstibmicao, reproducao e fisiologia (PAUL;
CRUZ-RIVERA; THACKER, 2001).

As macroalgas pertencentes a divisdo Phaeophffigur&é 9), sdo quase
exclusivamente marinhas, vivendo fixadas em umtgtbsou flutuando, formando imensas
“florestas” algaceas submersas. As macroalgas gdreiatOnicas representantes da divisdo
Phaeophyta se destacam pela producdo de um peirfilic@ muito amplo e diferenciado,
produzindo substancias denominadas metabolitomndéndos, pertencentes a varias classes
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guimicas (FAULKNER, 2002). Estes compostos natupastivos possuem uma variedade
de funcdes ecolégicas como, por exemplo, defesatracoherbivoros (PEREIRA,;
CAVALCANTI; TEIXEIRA, 2000) e micrébios patogénicd&ENGEL; JENSEN; FENICAL,
2002).

Figura 9- Algas pardas €anistrocarpus cervicornis e Dictyota mertensii
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Fonte: Oliveira; Osterlund; Mtolera. (20058TRI (2008)

Macroalgas marinhas vermelhas (Rhodophyceae) formgnmpo mais ricoRigura
10), dentre as algas, em diversidade e abundancreetibolitos secundarios, compreendendo
mais de 1.500 substancias distintas (BLUNT et 2011). Uma gama de metabdlitos
secundérios como compostos halogenados e sulfufgd@eDl! et al., 2004; KARABAY-
YAVASOGLU et al.,, 2007), hidrocarbonetos, alco6fendis, acetonas, acidos, ésteres,
terpenos e outros compostos (GRESSLER et al.,, 2GED distribuidos entre as algas

vermelhas.
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Flgura 10 Algas vermelhas Laurencia dendroidea e Hypnea muscn‘ormls

Fonte: Nuestro Mar (201t Marine life photography (2011)

As Chlorophytas ou “algas verdedFigura 11) caracterizam-se como 0 grupo mais
complexo em termos de rigueza de espécies se dhsewhe as plantas superiores por
apresentarem clorofila b e em especial a, fundaaisepira a fotossintese. S&o conhecidas
como produtoras de sesquiterpenos e diterpenosuammaioria, produzidos por espécies de
Caulerpas (PEREIRA; DA GAMA, 2008). Outros poucosngros (com destaque para
Avrainvillea, Cymopolia e Neomeris) também produzem metabdlitos halogenados (BLUNT
et al. 2011).

Figura 11- Algas verdes €aulerpa racemosa e Chaetomorpha antennina

Fonte: Seres vivos do RNAlga verdeCaulerpa racemosa (2010); Marine life photography (2011).

As algas marinhas produzem uma variedade de caogpescundéarios ainda pouco
explorados no que diz respeito ao seu potenciahduiico, embora sejam especialmente
disponiveis. Estudos com as macroalgas marinhpgaise tém demonstrado a sua extensa
atividade biologica, incluindo antiprotozoaria, masda sdo incipientes no Nordeste
brasileiro. Tendo em vista o manancial de compostogla poucos explorados e a
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necessidade de prospeccédo de novas drogas meias téxom baixo custo associado para o
tratamento das leishmanioses, em particular da LibApresente trabalho investigaremos o

potencial leishmanicida e citotdxico de algas tlwrdl pernambucano.
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2 JUSTIFICATIVA

As infeccbes humanas causadas por parasitas censtim sério problema de saude
publica, principalmente nos paises tropicais erspluais em desenvolvimento. As plantas
oferecem uma diversidade quimica de principiostiviostde valor incomparavel, permitindo
o desenvolvimento de uma grande variedade de féasgndde fato, a maioria das drogas
usadas no tratamento de infeccbes por parasitaslesdcadas de produtos naturais. Os
agentes antimalaricos e os anti-amébicos sdo bamptos disso. Com relacdo as doencas
causadas por tripanosomatideos varios compostasades de plantas com atividade
leishmanicida e tripanocida tém sido descritosizatildo extratos totais ou compostos
purificados. No entanto, o estudo do potencial daganismos marinhos, em especial as
macroalgas, como fornecedores de compostos bigatvm atividade anti-parasitaria ainda €
escasso no Brasil. Sabe-se que utilizacdo de plamdicinais € uma pratica generalizada na
medicina popular no tratamento de diversas doeteagiologias diferentes, principalmente
nos paises onde a oferta de atendimento medicopasagdes ainda € precaria. A importancia
da medicina popular € reconhecida pela Organiz&d¢@odial de Saude e pelo governo
brasileiro o qual, por meio do decreto n° 5.813,28ede junho de 2006, estabeleceu as
diretrizes da politica de plantas medicinais editapicos.

Por outro lado, considerando a importancia da gagmo de compostos naturais
bioativos que possam ser utilizados no tratameosgodiversos tipos de leishmanioses, pouco
incentivo ainda € dado aos grupos que trabalhante riesna no Nordeste do Brasil.
Paradoxalmente, os estados destas regifes saoeomdajs sofrem com estas endemias.
Assim, o desenvolvimento do presente trabalho s#ifiga no contexto da linha
“Desenvolvimento e validacdo de métodos diagnastiederapéuticos, aplicados a Saude
Pulblica” inserida dentro do programa de pos-gradiluagn Saude Publica deste centro e tem
como principal objetivo o desenvolvimento de quar@picos mais eficazes e com menos

efeitos colaterais contra doencas negligenciada® &s Leishmanioses



Alianca, A. S. S. o da atividade bioldgica de produtos naturais... 36

3 PERGUNTA CONDUTORA

Quiais os efeitos bioldgicos dos Extratos de Magambobre as formas evolutivas de

Leishmania amazonensis e sobre células de manfiferos
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos extratos de macroalgas (EM) lidoral de Pernambuco sobre

Lei shmania amazonensis.

4.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito dos EMs sobre o crescimento denastigotas dé. amazonensis, através

da determinacao da 46;

b) Avaliar in vitro o indice e o percentual de infeccdo de amastigldas amazonensis em
macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c testadi ndo com os extratos;

c) Analisar a citotoxidade dos EMs, através da técdacMTT sobre as células de mamiferos
(Macrofagos) e estimar o indice de Seletividade Ebs para formas promastigotas e
amastigotas de. amazonensis,

d) Analisar o efeito dos extratos de macroalgas s@bngroducdo de Oxido nitrico de

macrofagos;

e) Avaliar através da microscopia eletronica de vamae de transmisséo as alteracdes ultra-

estruturais ent.. amazonensis tratadas com os diferentes EMs;

f) Analisar possiveis alteracdes na membrana plasmgtisitocondria dos parasitas tratados

com EM, por citometria de fluxo e microscopia carafioa laser.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta das amostras

Os espécimes de macroalgas foram coletados attawésnica de mergulho livre a 1-
2 m de profundidade ao longo do litoral sul pernacaimo, Brasil (8°45’ S; 35°05’ W), nas
seguintes regides: Praia do Paraiso, Praia deataguPraia de Boa Viagem e Praia de Suape.
O material coletado foi triado (separados de sedliose epifitas e outros organismos
associados) e identificados no Departamento de Mogeafia da UFPE. Em seguida, o
mesmo material foi seco ao ar livre (72 h), senmpregido da acdo do sol, de forma a
minimizar a formacao de artefatos. As exsicatasedpgcimes coletados foram depositadas

no herbario do Departamento de Biologia dessa Wsitkede Quadro 3).

Quadro 3- Lista de espécies estudadas e os respectivos beaoleta

Espécies Local de coleta
Phylum Ochrohyta
Canistrocarpus cervicornis Praia do Paraiso (08°21' S; 34°57" W)
Dictyota mertendii Praia de Itapuama (08°17’ S; 34°57’ W)
Padina gymnospora Praia de Boa Viagem (08°07’ S; 34°53" W)
Sagassum vulgare var. nanun Praia do Paraiso (08°21' S; 34°57’ W)

Sargassumvulgare var. vulgari Praia do Paraiso (08°21’ S; 34°57' W)
Phylum Rhodophyta

Digenia simplex Praia de Suape (08°22’ S; 34°56’ W)

Laurencia dendroidea Praia de Suape (08°22’ S; 34°56’ W)

Hypnea musciformis Praia do Paraiso (08°21’ S; 34°57' W)
Phylum Chlorophyta

Chaetomor pha antennina Praia de Suape (08°22’ S; 34°56’ W)

Caulerparacemosa var.racemosa Praia de Suape (08°22’ S; 34°56’ W)
Fonte: Bianco (2010)

5.2 Obtencéo e preparo dos EMs

Algas secas, livre de epibiontes (20 g) foram ssfmnente reduzidas a po e
submetidas a extracdo com uma mistura de Diclomme{CHCIl,, DCM) e Metanol
(MeOH) na proporgao de 2:1 DCM/MeOH. Os volumes eéxgisatos brutos obtidos foram
reduzidos sob pressdo em evaporador rotativo &C4fafa evitar formacéo de artefatos e

armazenados sob refrigeracdo para os posteriaresdaios antiparasitarios.
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Figura 12: Evaporador rotativo

Fonte: Marca médica (2011)

Os extratos foram inicialmente diluidos em DMSOnzawoncentragdo de 50mg/ml.
Esta solucdo foi dissolvida em meio de cultura paEyger uma solucdo a 1mg/ml e uma
concentracdo de DMSO néo tdxica de 0,02%. Ambaolagdes foram guardadas a -20°C,
protegidas da luz. A solucdo estoque foi diluida éiferentes concentracdes para 0s

experimentos.
5.3 Cultivo dos parasitas

Formas promastigotas deishmania amazonensis (Cepa LTB 0016) foram mantidas
a 26°C em meio de Schneider (Sigma) suplementado com d®%oro fetal bovino, com
repiques a cada trés dias. Parasitas na fase exqande crescimento foram utilizados em
todos os experimentos. Formas amastigotas foraimasba partir da inoculacado de formas
promastigotas infectivas em culturas de macréfggoigoneais de camundongos BALB/c e

utilizadas nos ensaios de atividade biolégica dtsts conforme descrito abaixo.

5.4 Atividade biolégica dos EMs enh eishmania amazonensis

Visando um *“screening” inicial dos extratos comvidide leishmanicida, formas
promastigotas deeishmania amazonensis foram coletadas, contadas e diluidas em meio de
Schneider (Sigma) suplementado com 10% de SFB aanwentracdo de 1x16élulas /mL.
Apoés a diluicdo, as células foram incubadas naepsde diferentes concentracdes (15,63;
31,25; 62,5; 125 e 250 ug/mL) dos extratos, poh@ias. Células incubadas apenas com o
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meio de Schneider foram utilizadas como controle. c@scimento da cultura foi
acompanhado através de contagens diarias em cémataubauer. A I§ (concentracdo que
inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi detegida apos 72 horas de cultivo por analise
de regresséo linear. Cada teste foi feito em 2rempatos independentes em triplicata.

Os extratos mais promissores foram selecionadas aaliar a atividade sobre as
formas amastigotas intracelularesldeamazonensis. Para tal, camundongos BALB/c foram
eutanasiados por asfixia em camara de, ©@(eritdnio dos mesmos foi exposto com auxilio
de tesoura e pinga cirdrgica. Em seguida, 10 minei®@ RPMI foram inoculados na cavidade
peritoneal do animal. Para liberar os macrofagesidols a parte interna do peritdnio, este foi
levemente massageado e o fluido peritoneal foiragpicom seringa e agulha e transferido
para um recipiente de vidro estéril e acondicionad4’°C. Ao final da coleta, pool de
células foi contado em camara de Neubauer e sensaduacas de cultivo de 24 pocos, a
uma concentracéo de 3xi#lulas/mL, contendo uma laminula de vidro, e ndastia 37°C
numa atmosfera de 5% de £€@po6s um dia de cultivo, as culturas foram lavacta® meio
RPMI (Sigma) e infectadas, por trés horas com ferpramastigotas, na proporcdo de 10:1
promastigotas/macréfago. Em seguida, os paras#asimternalizados foram retirados por
lavagem em meio RPMI e incubadas em meio frescpreésenca ou auséncia de diferentes
concentragbes dos extratos. Apos 18 horas de watamas laminulas foram retiradas e
coradas com pandtico rapido. AskJ(concentracdo que inibe em 50% a infec¢cdo dos
macrofagos) foi determinada através da contagemtadidas células infectadas e das
amastigotas intracelulares em microscopio 6ptiaavencional. O indice de sobrevivéncia
(SI) foi obtido multiplicando a porcentagem de @@&u infectadas pelo numero de
amastigotas/ macrofago.

Todos os procedimentos envolvendo animais expetaigerioram realizados de
acordo com protocolos estabelecidos pelo Colégmsi&iro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pela comisséo de ética modesanimais (CEUA- FIOCRUZ) sob o
namero L-001/08.

5.5Anélise da citotoxicidade dos extratos de macroalgaem células de mamifero
O teste do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5pthienyltetrazolium bromide)

baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrgmdliredutases mitocondriais de células

metabolicamente ativas. Formam-se, intracelularepamistais azuis que sdo solubilizados e
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posteriormente analisados por espectofotometriavidiVel. Deste modo, quanto menor for a
viabilidade celular, menor seré a reducédo do MTileaor o sinal espectofotométrico.
Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (edies com descrito
anteriormente) foram semeados em placas de 96 pagosncentracdo de 6Xk#lulas/poco
e incubados em uma atmosfera de 5% de £87°C. ApoOs 24 horas, o meio foi removido e
as células foram incubadas na presenca de varnasmacdes dos EMs (15,63 - 250 pg/mL)
por 48 h. Apos este periodo, o meio foi novamegtieado e adicionado a mesma quantidade
de meio RPMI sem vermelho de fenol mais 10 pL déefMA uma concentracdo de 5mg/mL
diluido em PBS, as células foram incubadas por rBamras nas mesmas condigbes de
cultivo. Apos incubagéo, o MTT foi retirado cuidadmente e adicionado 100 pL de DMSO
por poco para a solubilizacdo dos cristais derisatboreducdo do MTT, seguido de agitacao
da placa durante 15 minutos. A leitura da absoib&has cristais de formazan solubilizados
foi realizada utilizando o leitor de ELISA Benchikd&lus (Bio-Rad) com comprimento de
onda de 595nm. A porcentagem de células viaveisr@atdo as células controles foi
estimada. A concentracdo capaz de causar a pendahilédade em 50% (Cég) das células
foi determinada por analise de regresséo logardtras dados obtidos pelo software SPSS
8.0 para Windows. O indice de seletividade (IS) determinado como a razdo entre os
valores de C& e IG, para cada extrato. Cada experimento foi realizado dois

experimentos distintos em quadruplicata.

5.6 Producéao de oxido nitrico

A fim de analisarmos o efeito dos diferentes EMgpraducdo de 6xido nitrico por
macrofagos, o sobrenadante da cultura de macrofagieneais controles (ndo tratados) e
tratados com diferentes concentracfes dos EMs ftestados através do método reagente de
Griess. Através da reacdo de Griess, 0 nitritoeptesna amostra reage em meio acido com
uma amina aromatica (sulfanilamida), produzindosaindiazénico. Este reagira conNg1-
naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto formamto complexo de coloracéo résea.

100 pL do sobrenadante da cultura de macréfag@glors ou ndo com os extratos, por
48 horas, foram incubados com 100 pL do reagents$(1% sulfanilamida e 0.1%(1-
naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto/2.5%PBy) a temperatura ambiente por 10
minutos. A absorbancia foi medida com um filtro5d® nm no leitor de ELISA Benchmark
Plus. A concentracdo de nitrito foi determinadandsauma curva padrao de nitrito de sodio.

Macréfagos nao tratados foram utilizados como odmtr
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5.7 Anélise ultraestrutural

Formas promastigotds amazonensis controles e tratadas com concentracdes ga IC
e 2x 1Go dos EMs por 72h, foram lavadas e fixadas por 6@ ern uma solucdo contendo
2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformoldeido enpda cacodilato de sédio 0,1M (pH
7,2) e poés-fixada por uma hora em uma solugcédo ndoté% de tetroxido de 6smio (080
0,8% ferricianeto de potassio, 5 mM Ca€in tampao cacodilato 0,1M. Apds esta etapa, as
amostras foram desidratadas em concentracdes miesae acetona, infiltradas e incluidas
em epon (Fluka Analytical). Cortes ultrafinos decxpmadamente 70 nm de espessura,
obtidos em ultramicr6tomo (Leica EMUCSG6), foram gastados em acetato de uranila e
citrato de chumbo e examinados através do micrasclgptransmissao Zeiss EM109B. Para
a microscopia eletrénica de varredura, promastijtrtdadas e controles foram fixadas como
descrito acima e colocadas para aderir em lamiqu&gamente revestidas com poly-lysina.
Apo6s 20 min. as laminulas foram lavadas com PB& petirada das células ndo aderidas e
pos-fixadas como descrito para microscopia de rm&assio. Em seguida as células foram
lavadas em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M, desidias em séries crescentes de etanol e
submetidas a secagem através do ponto critico iwaCriPoint dryer HCP-2 (Hitachi),
metalizadas com 20 nm de ouro no metalizador JRD-1deol) e visualizadas através do
microscoépio eletrénico de varredura JEOL T-200.

5.8 Andlises por citometria de fluxo e microscopiaonfocal

Para andlise do possivel efeito dos extratos sabmaembrana plasmatica e a
mitocondria dos protozoarios foram utilizados ogusges marcadores: (a) iodeto de
propidio, para monitorar possivel permeabilizacGarembrana plasmatica e (b) rodamina
123, para analise do potencial de membrana mito@nd-ormas promastigotas de
amazonensis (1 x 10° células/ mL) foram tratadas com ad@ 2x 1Go por 72 horas. Apds o
tratamento os parasitas tratados e controles forambados com 30ug/mL iodeto de propidio
ou 10 pg/mL rodamina 123 por 15min. Como contrpl® o iodeto, nds tratamos as células
com etanol P.A e com metanol P.A para a rodamind pmin. Células ndo tratadas também
foram avaliadas. Ao final do tempo de incubacdo @symarcadores, as amostras foram
colocadas em tubos apropriados para as analisestdmetro. A obtencdo e analise dos
resultados foram realizadas no citdbmetro de fluRe&CE&Calibur (Becton & Dickinson, San

José, EUA) , equipado com o software Cell Quedizando o canal FL2-H para o iodeto e



Alianca, A. S. S. o da atividade bioldgica de produtos naturais... 43

para a rodamina o canal FL1-H. Andlises posteritoemm realizadas também no software
WinMDI2.8 (Joseph Trotter, Scripps Research Injt®an Diego, EUA). Foram analisados
10.000 eventos por amostra. Os resultados da ndarcegm iodeto de propidio foram
expressos como porcentagem de células marcadas@ansituacdo testada. Alteracbes na
polarizagdo da membrana mitocondria foram medidies/és do indice de variagdo (V)
obtido pela equacdo (MT-MC) / MC, onde MC ¢é a medide intensidade de fluorescéncia
do controle e MT a mediana de fluorescéncia dadatratadas Valores negativos de IV
correspondem a despolarizacdo da membrana mitaab(fIONSECA-SILVA et al., 2011).
Amostras obtidas como descrito acima foram tambéatisadas por microscopia confocal a
laser (Leica SP2 AOBS). Ao final do tempo de in@#tmg as amostras foram colocadas em
micro-placas (Mattek Co., USA) no momento da Vigagdo das células ao microscopio. As
imagens foram adquiridas usando os lasers 488 auet( de propidio) e 543 nm (rodamina
123).

5.9 Analise estatistica

As andlises de regresso linear foram feitas norpmg SPSS 8.(IBM Co., Nova
lorque, EUA) para Windows e as analises de sidgmifia, considerando significativo valores
p < 0.05, foram realizadas através do teste ANOYKzando o programa GraphPad Prism
5.(GraphPad, Califrnia, EUA) para Windows.
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6 RESULTADOS

6.1 Coleta das amostras e obtencao dos extratos

A coleta das algas foi realizada ao longo do litesh pernambucano. A obtencéo dos
extratos foi realizada pelo departamento de quiricdamental, pelo grupo de pesquisas do
prof. Dr. Everson Bianco. A tabela 2 mostra os mmedtos dos extratos obtidos a partir de
uma massa seca de 20@Qjctyota mertensii foi a que apresentou maior rendimento entre
todos os extratos com 3,09 g de extrato, ou 15%ndssa seca da alga. Por outro lado,
Hypnea musciformis foi a que apresentou menor rendimento com 0,24q9.

Tabela 2-Rendimentos dos extratos brutos obtidos a pati#Ql) uma massa seca das algas.

Espécies Massa extrato (g)
Canistrocarpus cervicornis 1,33
Dictyota mertensii 3,09
Padina gymnospora 1,99
Sagassum vulgare var. nanun 1,13
Sargassum vulgare var.vulgari 1,16
Digenia simplex 0,89
Laurencia dendroidea 1,81
Hypnea musciformis 0,24
Chaetomorpha antennina 0,71
Caulerpa racemosa var.racemosa 2,13

Fonte: Bianco (2010)

6.2 Atividade biolégica e analise de citotoxicidaddos EMs

Com o objetivo de identificarmos os extratos dgssamais promissoras contra as
formas promastigotas de amazonensis, inicialmente foi realizado urscreening com os dez
extratos de macroalgas, sendo cinco desses expattencentes as algas pardas, trés as
vermelhas e dois as algas verdes.

Nossos dados mostram que todos os extratos iniboaonescimento de formas
promastigotas com valores desdCvariando entre 51 — 160 pg/mL. Os extratos que
apresentaram melhor atividade, i.e, umg I@ais baixa, forantC. cervicornis (49,45 + 13,1
png/mL),D. mertensii (71,60 £ 9,29 pg/mL) k. dendroidea (51,35 + 4,0 pg/mL), enquanto as
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menos efetivas foram &. simplex, H. musciformis, C. antennina com IG, de
aproximadamente 156,39; 159,61 e 159,49 pg/mL,ectslamente. P. gymnospora, S
vulgare nanun, S. vulgare vulgari e Caulerpa racemosa apresentaram atividade intermediaria

com valores de 1§ variando de 110-147 pg/miIdbela 3.

Tabela 3 Efeito dos extratos sobre o crescimento de formas@stigotas dé&. amazonensis e
sobre macréfagos.

pg/mL
Espécies ICso CGy ISepro
C. cervicornis 49,45 + 13,1 276,82 = 30,58 5,59
D. mertensii 71,60 + 9,29 233,10+ 25,5 3,25
P. gymnospora 127,30+ 1,4 242,40 £ 19,0 1,90
S wlgare nanun 147,00 £23,9 189,99 £ 19,42 1,29
S. vulgare vulgari 110,30 £ 21,0 267,12 + 9,63 2,42
D. simplex 156,39 £ 28,5 510,64 + 14,48 3,26
L. dendroidea 51,35+4,0 318,22 +17,5 6,19
H. musciformis 159,61+13,80 307,40 + 19,98 1,92
C. antennina 159,49 + 35,41 199,22 + 21,94 1,24
C. racemosa 118,0 + 24,3 286,85 + 19,74 2,43

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: ICsq— Concentragcdo que inibe em 50% do crescimento fdasas
promastigotas de. amazonensis

CGCso— Concentragéo capaz de causar efeitos citotoricnS0% dos macrofagos
ISep,o(indice de Seletividade) = Gg&Macrofagos/ 16, Promastigotas

Um importante critério na prospeccao de novos catggocom acao leishmanicida é
gue eles ndo sejam toxicos as células de mamigerpsrtanto ndo s6 o efeito dos extratos
sobre o crescimento foi considerado como tambémavaliado o potencial citotoxico destes
extratos sobre células de mamifero através do meétiml MTT. Todos o0s extratos
apresentaram baixa citotoxicidade para células deifero com valores de G&variando
entre 189,99 a 510,64 pg/niigbela 3. Os valores das Gg£dos macréfagos peritoneais
foram comparados com os valores deypl@ara formas promastigotas, permitindo a
determinacao do indice de seletividade (ISe), gtegma quanto o extrato é seletivo para o
parasita em relagdo as células de mamifero. A senéle ISe demonstrou que todos os
extratos foram mais seletivos para o parasita de para as células de mamifero.
Curiosamente, os extratos @ecervicornis (CC),D. mertensii (DM) e L. dendroidea (LD) os

quais tiveram os menores valores deplgara formas promastigotas foram também os mais
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seletivos para estas formas do que para as cdélalasamifero com IS correspondentes a
5,59; 3,25 e 6,19, respectivamentaljela 3.

O efeito dos extratos de CC, DML® sobre o crescimento de formas promastigotas
pode ser melhor evidenciado no grafico 2. Nossssltados demonstraram uma acao dose-
dependente com uma inibicdo proxima ou igual a 10@8 concentracfes de 125 e 250
pnag/ml para estes trés extratos. Na concentrac&@.8@g/mL todos os extratos foram capazes
de atingir 50% de inibicdo do crescimento como destrado através dasdébbtidas atraves

de analise de regressao para estes extratos.

Gréfico 2- Inibicdo do crescimento de formas promastigotals. denazonensis
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Fonte: Elaborado pela autora

Tendo em vista, que os extratos de CC, DM e LDnfioms que apresentaram 0sS
valores mais baixos de 4€ (< 100 pg/mL) para formas promastigotas e os é@&wdide
seletividade (ISe) superiores a trés, estes estfatam selecionados para os testes bioldgicos
com as formas intracelulares amastigota, as géaigs mais relevantes para a patologia das
leishmanioses. Inicialmente foi determinada a coimeedo capaz de inibir em 50% a
infeccdo de macréfagos. Nossos dados mostrarantodae os extratos foram mais efetivos
contra as formas amastigotas do que para formasastmotas com 1§, apos 18 horas de
tratamento com os extratos, de aproximadamente 33,8 e 34,5ug/mL para os extratos de

CC, DM e LD respectivamente. Embora os extratobaemnapresentado atividade similar
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contra formas amastigotas, estes variaram consilerante com relacdo aos indices de

seletividade com valores entre 6.5 a 9.abela 4.

Tabela 4-Efeitos dos extratos de CC, DM e LD sobre formaasiigotas d&. amazonensis.

Filo/ Espécies 165 AMA CGy 1Seama
C. cervicornis 374+£6,7 276,82 + 30,58 7,40
Dictyota mertensii 35,8+37 233,10+ 255 6,50
L. dendroidea 345+73 318,22 £17,5 9,22

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: ICso ama — Concentracao que inibe em 50% a infeccdo dosdfiegms por amastigotas te

amazonensis

CGs, — Concentragéo capaz de causar efeitos citotoritn§0% dos macrofagos
ISe ama— Indice de seletividade= GfICs,

Para ambas as concentracbes dos extratos testadagjuais correspondem

aproximadamente aos valores de Y2 dg &a IG, de promastigotas, houve uma diminuicédo

significativa (p<0,05) do indice de sobrevivéndo| dos parasitas no interior do macrofago

quando comparados com 0s as células néo trat@dafsco 3).

Gréafico 3- indice de sobrevivéncia das amastigotas no intedermacréfagos apds tratamento com os
extratos por 18 horas.
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: A- Canistrocarpus cervicornis, B- Dictyota mertensii e C-Laurencia dendroidea
Nota: Os asteristicos correspondem a valores significatfp<0,05)

6.3 Producé&o de oxido nitrico

Com objetivo de verificarmos se os extratos CC, BM.D podem induzir um

aumento na producao de oxido nitrico (NO) por mfagds foi utilizado o reagente de Griess.

Todos os extratos foram capazes de aumentar agéiodie NO sendo estas diferencas
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consideradas significativas em relacédo ao con{t€,05) nas concentragdes de 250 e 125
pg/mL dos extratos de CC e DM e apenas na corg@airde 250 pg/mL do extrato de LD.
Nas células tratadas com concentragcfes inferiore2m pg/mL ndo houve producao

significativa de NO em relacao as células contrflabela 5.

Tabela 5-Efeito dos extratos CC, DM e LD na produg&o ded@iitrico (uM) por macréfagos

Espécies pg/mL
0 250 125 62,5 31,2 15,1
C. cervicornis 3,50+0,00 4,00+0,16* 4,07 +0,49* 3,66+0,03 ®B#0,03 3,53+0,02
D. mertensii 3,83+0,48 5,04+0,53* 4,34+0,39* 4,17+0,28,88+0,28 3,81+0,44
L. dendroidea 3,95+0,63 4,60+0,62* 4,25+0,47 4,06+0,52 24t10,45 4,02+0,35

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: Os asteristicos correspondem a diferenca signifecaim relagédo ao controle (p<0,05), ANOVA teste de
Dunnett.

6.4 Anélise ultraestrutural

Com o objetivo de verificar possiveis alvos intfalzges de acdo dos extratos, formas
promastigotas delL. amazonensis foram incubadas em presenca dos extratos nas
concentracdes correspondentes a 1 e g¥AZ horas e entdo processadas como de rotina para
microscopia eletronica de transmisséo. A figuraridtra a fotomicrografia de uma forma
promastigota controle apresentando morfologia adag citoplasma homogéneo. O nucleo
apresenta morfologia bem preservada, com nucléaltete e cromatina localizada na
periferia do ndcleo. Perfis da mitocéndria e ddctdd endoplasmatico também podem ser
observados. O cinetoplasto, regido da mitocondrdese concentra o DNA mitocondrial é
encontrado na base da bolsa flagelar onde o flagyetryge.

Células tratadas com os diferentes extratos ameesen alteracdes drasticas na sua
morfologia, com os efeitos tendendo a serem maerge nas concentragdes correspondentes
a 2 x 1Go. Células tratadas com o extrato de E@ra 14 A-14 B apresentaram alteracdes
significativas na mitocondria F{gura 14 A), intensa desorganizacdo celular com
deslocamento do nudcleo para a periferia da célulpaecimento de grandes espacos
eletronluscentes no citoplasmiiqura 14 B). Promastigotas tratadas com o extrato DM
(Figura 14 C-14 D e LD (Figura 14 E-14 B apresentaram alteragcfes semelhantes as

encontradas em células tratadas com CC, tais coondensacao da cromatiridagura 14 C-



Alianca, A. S. S. ti$o da atividade bioldgica de produtos naturais... 49

14 D), aparecimento de células com o citoplasma esd@azaarganelas rompidaBigura 14
D-14 E) e inchago da mitocondria e do cinetoplasto coarepmento de perfis membranares
no interior da matriz mitocondriaFigura 14 F). A presenca de células com alteracbes na
permeabilidade também pdde ser observada nas séhalmdas com LDHgura 13 E).

Todas estas alteragBes sdo compativeis com agerdabilidade e morte celular do parasita.

Figura 13- Ultraestrutura da forma promastigota

Tum

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Nucleo (N), cinetoplasto (K) e mitocondria bemganwados.
Nota: Forma promastigota controle mostrando corpo alomgacitoplasma homogéneo.



Alianca, A. S. S. tiE$o da atividade bioldgica de produtos naturais... 50

Figura 14- Efeito dos extratos de CC, DM e LD sobre a ultrasia del. amazonensis.

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: A- célula tratada com a IC50 do extrato de CC naosto em detalhe o inchaco e com desestruturacéo
das cristas mitocondriais. B- célula tratada comadG, de CC mostrando completa desorganizacao interna
com deslocamento de nulcleo para periferia celulapaecimento de espacgos eletronluscentes no astopl
(seta). C- célula tratada com asd@e DM mostrando ndcleo com cromatina condensadapessenca de
vesiculas no nucleoplasma (cabeca de seta). Nwiesanca de grande espaco eletronluscente noasitoalda
célula (asterisco). D- Célula drasticamente afefaela tratamento com extrato de DM na concentraxéa

ICso, onde apenas resquicios do nicleo (N) e do cilestimp(seta) podem ser observados. E- Detalherde u
promastigota tratada com ashGdo extrato de LD, onde a perda de material citopitico ja é evidente
(asterisco). F- Célula tratada 2x asd@e LD, mostrando um detalhe de uma mitocéndritassom volume
aumentado apresentando vesiculas com materiallgrarwuseu interior.
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A andlise através da microscopia eletrbnica decdara de células tratadas com 2 x
ICs0 dos extratos de DM e LD mostram perda da formagalda e alteracdes drasticas na
membrana dos parasitasSiqura 15 B- 15 C) em relacdo ao control€&igura 15 A) com
enrugamento do corpo celular do parasita e sita@isescde perda da integridade da membrana

com exposicado do material citoplasmatiEgy(ira 15 C).

Figura 15- Microscopia eletrénica de varredura de formas pstigatas dé.. amazonensis

18 15 SEI

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: A- Controle; B- Parasita tratado com 2x ad@o extratoD. mertensii; C- Parasita tratado com 2x a
ICso do extratd_. dendroidea.
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6.5 Andlises por citometria de fluxo

Tendo em vista que tanto a integridade da memhgqaaato as mitocondrias parecem
estar comprometidas pelo tratamento com os difeser@xtratos, nds posteriormente
analisamos estes parametros através do uso do iddgtropidio (IP), o qual é um corante
impermeavel as células cujas membranas estejatantae a rodamina 123 (Rho), a qual
marca a mitocondria em células viaveis, para (ficatiesses efeitos apos o tratamento com
os extratos de DM e LD. Para tal, formas promatdgyforam tratadas com asfe 2x a 1Go
dos extratos e incubadas com o iodeto de propidicodamina 123. A analise das células
tratadas e marcadas com iodeto de propidio pomeitta de fluxo permitiu quantificar a
porcentagem de células marcadas com IP (IP+) nalggim. Como era de se esperar células
controles apresentavam uma baixa proporcéo (4,0E/@¢lulas IP+ em relacdo as células
tratadas com etanol (91,40%), o qual foi utilizadmo controle, por causar permeabilizagéo
das membranas. Nas células tratadas cometS extratos foi notado um discreto aumento
na proporcao de células marcadas com 5,91 e 4,84s%eélulas apresentando-se positivas
para o iodeto de propidio em células tratadas copxtratos de DM e LD respectivamente. O
tratamento das células na concentragdo correspende2x 1Go destes extratos mostrou um
aumento na propor¢cdo de células marcadas com 14j83%¢élulas tratadas com extrato de
DM e 18,23 % das células tratadas com LD apresdotae positivas para o marcador. No
entanto, para ambas as espécies a proporcao desdéltt ndo ultrapassa os 20% do total de
células. Tabela 6. As diferencas no padrdo de marcacdo com IP tambédem ser
visualizadas através dos histogramas, onde M1smonele as células ndo marcadas e M2 as
células marcadas com IBr@fico 4).

Tabela 6-Porcentagem de promastigotas marcadas com lodgmplio

Tratamento IP+ (%)
Etanol 91, 40
Controle 4,11
DM 1x ICs 5,91
DM 2x ICs 14, 83
LD 1x ICso 4,34
LD 2x ICs 18,23

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Pl+ - Porcentagem de células positivas para iodetoropidio
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Grafico 4- Histogramas representativos do efeito do tratameéaforomastigotas com os extratos de macroalgas
sobre a permeabilidade da membrana.
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: A- Controle negativo, B- Formas promastigotas Ldeamazonensis tratadas com etanol por 15
minutos, C- Tratamento com 2x ash@eD. mertensii e D- Tratamento com 2x adgtle L. dendroidea.

Para verificarmos possiveis alteracdes na pold@iza@a membrana mitocondrial das
formas promastigotas tratadas com os extratos deeDMD nés utilizamos o indice de
variacao (IV) conforme descrito anteriormente nes8e de materiais e métodos. Valores de
IV negativo representam diminuicdo do potenciaidenbrana, enquanto IV positivos podem
indicar uma hiperpolarizacao desta organela. Tardggtrato de DM quanto o extrato de LD
causaram alteracfes drasticas na mitocondria. &3&dtadas com extrato de DM mostraram
um valor de -0,95 (1x I§) e -0,97 (2x IGy). J4, o tratamento com LD causou uma
hiperpolarizacéo consideravel da membrana evidéagelo valor de IV positivo (+0,53) e
pelo aumento na intensidade de fluorescéncia pal@amnina 123. No entanto, o tratamento
com 2x IGo deste mesmo extrato reverte o potencial da membcamsando uma
despolarizacdo consideravel da membrana mitocdncloim um IV de -0,82 Tabela 7,

gréfico 5).
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Tabela 7-Efeito dos extratos de DM e LD sobre o potenciaingenbrana mitocondrial.

Tratamento Rho 123** v
Controle 3000,70 0
Metanol 755,27 -0,74

DM 1x ICs 140,58 -0,95

DM 2x ICsg 90,45 - 0,97

LD 1x ICso 4604,54 + 0,53

LD 2x ICs 522,20 -0, 82

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: IV- indice de variacdo calculado pela formula MTGMIC, onde MT é a intensidade média de
fluorescéncia das células tratadas; MC é a médiladeescéncia das células ndo tratadas.

Nota: ** Mediana da intensidade de fluorescéncia padamtna 123.

Grafico 5- Histograma representativo do efeito dos extratoDle e LD sobre a polarizacdo da
membrana mitocondrial
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: A- Formas promastigotas de amazonensis tratadas com metanol por 15 minutos, B- ContrGle,
Tratamento com 2x a kgdo extrato d®. mertensii e D- Tratamento com 2x adgdo extrato dé.. dendroidea
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6.6 Andlises por microscopia confocal

As analises através da microscopia confocal a & amostras tratadas e controles
incubadas com IP e Rho 123 corroboram os dadodoshyiela citometria de fluxo bem como
permite acompanhar com maior detalhe e em templo aalteracdes morfolégicas e
fisiologicas ocorridas durante o tratamento.

Nas células controles podemos observar atravésodtraste interferencial (DIC-
Differential Interference Contrast) sua morfologlangada. As poucas células marcadas com
IP quando presentes no controle apresentavam rogidchrredondada e aumento de volume
(Figura 16A). Um leve aumento no numero de células marcadaslBgoode ser observado
em células apresentando arrendondamento do colglarce aumento de volume tanto em
células tratadas com DMFigura 16 B) quanto nas tratadas com LBiqura 16 C). E
importante ressaltar que algumas células com a otogid drasticamente alterada
apresentavam-se negativas para o FRura 16 B), ou seja, conservaram a membrana
plasmatica integra.

A integridade da membrana mitocondrial das formp@snastigotas tratadas com os
extratos de DM e LD e os controles foi avaliadaapacorporacdo da sonda fluorescente
rodamina 123 em mitocéndrias vidveibigura 17). A maioria das células controles
apresentou marcacao positiva para rodamfiigu(a 17 A). Células tratadas com metanol,
por sua vez, apresentaram apenas uma fraca manesjéioal Figura 17 B). Uma drastica
alteracéo do padrdao de marcacao pode ser obseraadzlulas tratadas com 2 ¥j@e DM
e LD (Figura 17 C- 17 D com diminui¢cdo ndo s6 do numero de células masadmo
também da intensidade de fluorescéncia nas céllas ainda apresentavam marcagao
(Figura 17 C- 17 D. Nas células tratadas com os extratos e maraaadP ou rodamina,
foi observado drasticas alteracbes morfologicas) eparecimento de uma populacdo de
células pequenas e outra apresentando aumentolidaeycambas populacdes apresentando
pouca ou nenhuma marcacao para rodanfirguga 17 C- 17 D.



Alianca, A. S. S. tiE$o da atividade bioldgica de produtos naturais... 56

Figura 16- Microscopia confocal de células controles e tratamam o extrato dB. mertensii e L. dendroidea
submetidas a marcagdo com iodeto de propidio

DIC P DIC + P

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: A- Células controle, B- Células tratadas com 23 & extrato DM, C- Células tratadas com 2x,IC

do extrato LD. Note em (A) a presenca de uma cé&ota morfologia alterada positiva para IP (setantah e
em (B) a presenca de células com morfologia aleeraths negativas para IP (seta larga). DIC — Cstetra
diferencial de interferéncia; IP- Imagem obtidacanal correspondente a emissao de fluorescéndzddto de

Propidio (580nm); DIC + IP — sobreposi¢cdo das image
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Figuras 17-Microscopia confocal de células controles e trataman o extrato dB. mertensii e L. dendroidea
submetidas a marcacdo com rodamina 123

Rho 123

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: A- células controles, B- células tratadas com n@fai+ células tratadas com DM, D- células tratadas
com LD. Note em (C e D) a presenca de células andsbas pequenas e grandes com fraca ou nenhuma
marcacao para rodamina. DIC — Contraste interféakriRho 123 — Marcacdo com Rodamina 123 e DIC & Rh

— Sobreposicdo das duas imagens.
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7 DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea, causada pelo protozodmmshmania amazonensis
geralmente € uma doenca debilitante que causagsege social com maiores impactos
principalmente nas populacdes menos favorecidasoeatdcamente onde a desnutricdo e as
condi¢gdes socioambientais contribuem para um awmeat mortalidade e morbidade
associado a esta doenca. Além destes agravosndecgdo com o virus da Imunodeficiéncia
torna a Leishmaniose uma das doencas mais de graadesse para a saude publica mundial
(BRASIL, 2007). Nenhuma vacina esta disponivel par&ratamento desta doenca e a
quimioterapia baseada em compostos pentavalentearnasérios efeitos colaterais além de
relatos de resisténcia ao tratamento. Nestes casbstericina B e Pentamidina tém sido
utilizadas, mas novamente os severos efeitos caigite o alto custo do tratamento ainda séo
fatores altamente limitantes a eficacia do tratalm€AMATO et al., 2008). Dentro deste
panorama a prospeccao de novos agentes quimiatesépnda se faz necessario.

As algas Marinhas tém sido utilizadas na mediaiadi¢ional e como fonte alimentar
pela cultura oriental por milhares de anos, poskuinma série de compostos bioativos
derivados do seu metabolismo secundario (KANG .et2808). Neste sentido, os produtos
derivados de plantas, notavelmente os extraidosaldas marinhas, constituem uma
importante fonte alternativa no tratamento das ndarersas doencgas, especialmente nos
paises em desenvolvimento.

No presente trabalho nés realizamos satneening da atividade biolégica de extratos
de macroalgas encontradas no litoral pernambucaiwe sformas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Todas as algas foram capazes de inibir o crestods parasitas,
embora de maneira distinta. Dentre estas algaSarastrocarpus cervicornis, Dictyota
mertensii e aLaurencia dendroidea foram as mais eficazes devido aos baixos valerd€4
(<100 pg/mL) e os altos indices de seletividaderinados (IS > 2). Vale ressaltar que todos
0s extratos testados apresentaram baixa atividddexica para células de mamifero,
apresentando valores de f&ariando de 189,99 a 510,64/ml. A baixa toxidade dos
extratos em relacdo as células de mamiferos tevefleno direto nos valores de IS, os quais
foram sempre mais seletivos para os parasitas dgpgra as células de mamifero (1IS>1).
Embora a maioria das algas tenha apresentado sallbos de 16 para formas promastigotas
nao se pode descartar a possibilidade de que astesentem uma maior efetividade contra
formas intracelulares de amazonensis. Além do mais, é possivel que a acdo de compostos

biologicamente ativos presentes nestas algas padsalguma forma estar interagindo com
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outras moléculas tendo assim o seu efeito atenpad@ssas interacdes. De fato, estudo
sobre a atividade leishmanicida @anistrocarpus cervicornis, utilizando extratos brutos
obtidos através da extracdo com Diclorometano (DGMtanol ou acetato de etila, fracdes
isoladas, além do diterpeno 4-acetoxidolastanofipadio desta alga, mostraram que este
altimo possui uma atividade pelo menos 10 vezegrgupao extrato de melhor atividade
(diclorometano) e 4 vezes superior a fracdo. Erdaaaversa, o composto isolado mostrou
ser menos toxico do que os extratos brutos (SAN€O&., 2011). Assim, um estudo mais
aprofundado da atividade biologica de compostoldes a partir deste extrato contra as
diferentes formas evolutivas leamazonensis deve ser realizado.

Em nossos ensaios nds selecionamos as @lgasvicornis (CC), D. mertensii (DM)

e L. dendroidea (LD) por terem sido as algas que apresentaramrratiddade contra formas
promastigotas com baixa citotoxicidade para os éfagos, para dar prosseguimento as
nossas analises.

Inicialmente, nds testamos estes extratos sobramfointracelulares amastigotas de
L. amazonensis. Todos os extratos testados apresentaram umalaatesisuperior contra
formas amastigotas intracelulares quando comparm@masas formas promastigotas. Nossos
dados também revelaram que houve reducgdo signiicgd<0,05) no indice de sobrevivéncia
das amastigotas no interior dos macréfagos. Igsartécularmente encorajador uma vez que
esta forma é a responsavel pelas manifestagfésaslidas leishmanioses (BRASIL, 2007).
Tendo em vista que para ter acesso as amastigui@selulares os extratos tém que
atravessar a membrana da célula hospedeira e ardsitp, uma maior atividade nas formas
amastigotas quando comparadas as promastigotasalxtares parece ser contraditéria. No
entanto, é possivel que os extratos possam estaloagpbre as células hospedeiras tornando-
as mais competente para combater a infeccéo.

O oxido nitrico € uma importante molécula efetoeauwmma variedade de funcdes
biolégicas, que incluem a agregacao plaguetanaueotransmissao, citotoxicidade e a defesa
contra parasitas (LIEW; WEI; PROUDFOOQOT, 1997). bst@écula é usualmente mensurada
pelos seus produtos oxidados, nitrito ou nitrate,sebrenadante de cultura ou soro (LIEW et
al., 1997). A producédo de 6xido nitrico (NO) seagés a ativacdo da expressdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que esté@iqgoexpressa em macrofagos nédo ativados
(KORHONEN et al., 2005). Os macrofagos utilizamaegs para eliminar microorganismos
fagocitados, em especial parasitas, comaisghmania (BOGDAN, 2001; KORHONEN et
al., 2005). Com o objetivo de avaliar se a morts dmastigotas intracelulares esta

relacionada a ativacdo dos macréfagos, mensuranpuedacdo de NO por estas células.
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Todos os extratos induzem a um aumento na proddedO quando comparado com o
controle, principalmente nas maiores concentragiete as diferencas entre as células
controles e tratadas passam a ser significativa®/@b). Esse aumento na producdo de NO
nas células poderia explicar a maior susceptilWbdalas formas intracelulares de
amazonensis e aponta para um papel adicional imunomodulatdos extratos testados.
Estudos prévios realizados com extratos e com gegmenos isolados de. dendroidea
coletadas no sudeste do Brasil falharam em ideatifum aumento na producdo de 6xido
nitrico por macrofagos (MACHADO et al., 2011). Eafaarente controvérsia pode ser devido
a diferencas existentes entre algas presentedanal Ido sudeste e as utilizadas em nosso
estudo com relagéo a sua composi¢cao de composiasiseiosS.

Na investigacdo de provaveis alvos intracelulaeeagiio dos extratos nos realizamos
a analise ultraestrutural das células controlastadas. Nossas observa¢des mostraram que
todos os extratos causaram alteragfes drasticgzanasitas de maneira dose-dependente. As
andlises das células tratadas, por microscopigdeied de transmissdo (MET), mostraram
uma acado semelhante entre os extratos tais comohago da mitocéndria, desorganizacao
celular e alteragcdes nucleares significativas. Nakilas mais drasticamente afetadas,
sobretudo nas tratadas com 2 xs50JCpbde-se observar esvaziamento do citoplasma, e
comprometimento da membrana celular. Através daosgopia eletrbnica de varredura
(MEV) os efeitos sobre a forma e integridade da brama do parasita puderam ser melhor
observados. Nota-se nas células tratadas um enenganda membrana plasmatica,
diminuicdo do flagelo e alguns casos comprometimeld membrana com exposicdo do
material citoplasmatico. Todos estes efeitos séxativos da perda da viabilidade e morte
celular, principalmente por necrose, uma vez qgenaas das células apresentavam perda da
integridade da membrana caracteristico deste tgpondrte celular (MENNA-BARRETO,
2009). No entanto, outros tipos de morte celulag@mada como a apoptose ndo devem ser
descartados.

Os tripanosomatideos como ®orypanosoma cruzi e as diversas espécies de
Leishmania possuem uma mitocondria Unica com caracteristieestante divergentes em
relacdo as células de mamiferos superiores (FIDALGIDLE, 2011). Estas caracteristicas
tornam estas organelas importantes alvos para @atenuimiotergpicos. Alteracdes na
mitocdndria de tripanosomatideos causadas por slisfiyacomumente relatadas na literatura,
mostrando que esta organela é particularmenteveé@sacao de quimioterapicos (SANTA-
RITA etal., 2006).
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Nossos resultados apontam a mitocondria como pahalvo de acdo dos extratos de
CC e de LD. Estudos prévios sobre a atividade dtolelum sesquiterpeno isolado de
dendroidea e o 4-actoxydolastane, um diterpeno encontradoCeroervicornis, sobrelL.
amazonensis também apontam a mitocondria como principal alwestes compostos
(SANTOS et al., 2010 e 2011).

Para melhor elucidar o efeito dos diferentes esdrabbre a fisiologia da mitocéndria
células tratadas com os extratos de LD e DM forabmetidas a marcagcdo com rodamina
123 e analisadas por citometria de fluxo para thtquossiveis alteracbes no potencial da
membrana mitocondrialA(¢Zm). Em células normais, o gradiente eletroquimicamantido
pelo bombeamento ativo de H+ durante a transfexédei elétrons ao longo da cadeia
respiratoria. Neste sentido, o potencial eletroguongerado mantém a integridade e funcéo
das mitocondrias (SHANG et al.,, 2009). Perturbacheste potencial podem levar ao
decréscimo de ATP, reducdo na transcricdo e traddedgenes mitocondriais, 0s quais
podem resultar na morte da célula tanto por apeptpsmnto por necrose (SHANG et al,
2009). Os valores negativos encontrados para I¥ e@ulas tratadas indicam uma
consideravel perda do potencial de membrana apatamento com DM. No entanto, o
comportamento das células tratadas com 155 dG extrato LD leva a uma hiperpolarizagéo
da membrana conforme indicado pelo valor positieold (+0.53). O rompimento do
potencial de membrana tem sido proposto como unmtopseem volta na sinalizacdo
apoptatica. Por outro lado, tem sido demonstrada pélulas de eucariotos superiores, que a
hiperpolarizagdo da mitocondria ocorre nas prinseifases da apoptose precedendo a
externalizacdo da fosfatidilserina e a perdaAgan (BANKI et al, 1999; GERGELY et al.,
2002). Normalmente a hiperpolarizacdo leva tambéproducdo de radicais de oxigénio
(ROS) levando a um estresse oxidativo resultandeonode do parasita. Estudo sobre a
atividade leishmanicida d€. cervicornis mostrou que o composto 4-Acetoxydelastane
isolado desta alga também causa uma progressiva Er potencial de membrana nos
parasitas tratados (SANTOS et al., 2011).

Para avaliarmos a extenséo dos danos causadaslaran@ na populacéo de parasitas
apos o tratamento com os extratos de DM e LD niizamos o iodeto de propidio, o qual €
um corante com afinidade por acidos nucléicos, impavel as células integras. Ao
contrdrio do que apontou as nossas observacOesesittiturais, apenas uma pequena
proporcao de células, ndo mais que 20%, apresentaacacao positiva para IP indicando
um comprometimento da integridade da membrana teaistocca da morte celular por

necrose. Esses dados indicam que a necrose n@ingipal via de morte celular licitada pela
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acdo dos extratos. E importante ter em mente, gyearessos de morte celular programada
tais como a apoptose e necrose sao altamente doganivolvendo varias etapas que podem
se sobrepor nas células (MENNA-BARRETO et al.,, 2B0ANDES et al., 2010). Assim as
disparidades encontradas entre os dados da citardetifluxo e os achados da microscopia
eletrbnica podem ser devidas ao carater estético ati@lises meramente morfolégicas
realizadas através microscopia eletronica, as quoalem levar a interpretagdes equivocadas
(ZONG; THOMPSON, 2006).

Embora a composicdo quimica dos nossos extratas aiéo tenha sido elucidada
varios relatos da literatura tém demonstrado qualges utilizadas em nossos estudos sao
ricas em compostos halogenados como os terpemasitedes. Estes compostos sdo
reconhecidos por possuirem importantes atividadesddicas contra microrganismos
incluindo tripanosomatideos (OTOGURO et al.,, 201Bs algas vermelhas sao
reconhecidamente as maiores produtoras de suletdmaliogenadas no meio marinho, tendo
0 géneroLaurencia Lamouroux (Rhodomelaceae, Ceramiales) destaque aonma fonte
fascinante de novos produtos naturais com atividaddéogica. Os estudos sobre os
constituintes quimicos deste género mostraram gquéiversas espécies dlaurencia séo
capazes de sintetizar diferentes classes de sula#Anomo sesquiterpenos halogenados ou
ndo, diterpenos, triterpenos, e acetogeninas,izatalo mais de quinhentos metabdlitos
secundérios (KLADI et al.,, 2004; GRESSLER et al00®. A analise por separacao
cromatografica dos extratos diclorometano-metano ddas populacded.. dendroidea
coletadas no litoral da regido Sudeste permitirandemtificacdo de 5 sesquiterpenos:
obtusano, triquinane, elatol, obtusol e cartilagjegr@a sua composicdo. Destes, o elatol,
obtusano e triquinano foram efetivos contra fornmrangastigotas e amastigotas de
amazonensis (MACHADO et al., 2011). O elatol foi testado costaemesma espécie por dos
Santos e et al. (2010) mostrando um potente agenit@roliferativo contra estes parasitas e
levando a significativas alteragfes na sua ultragest. Este composto também foi testado
contra formas epimastigotas e tripomastigotagrgpanosoma cruzi apresentando uma 4&€
de 45,4 uM e 1,38 uM (VEIGA-SANTOS et al., 201@&mbora a atividade de dendroidea
e C. cervicornis contralL. amazonensis, tenha sido explorada por varios grupos, incluindo
presente trabalho, é preciso ter em mente que asaseespécies coletadas em locais
diferentes podem estar sujeitas a pressoes sslafigiintas resultando em variagdes na
quantidade e na composicdo de seus constituinegueRas diferencas na composicéo
quimica das algas podem ter impacto direto sobativadade tripanocida e leishmanicida.

Além do mais o método de extragdo também podeuselamental para atividade biolégica
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destas algas. Consistentemente, Santos e et abndaram que diferentes extratosGle
cervicornis possuem atividade distinta contreishmania amazonensis. O perfil
cromatografico representado na figura 18 abaixstrdu bem as diferencas entre os
constituintes quimicos da dendroidea utilizada em nossos estudos (LDPE) (Figura 18 A e
B) e a uma amostra de dendroidea coletada no Rio de Janeiro (LDRJ). Podemos obiserva
gue apenas uma peguena quantidade de elatol é&eazoem nossas amostras (Figura 18 A-
B), enquanto que na amostra de LDRJ este compastoagoritario (Figura 18C). Por outro
lado, bandas presentes em nossos extratos eseitteminas amostras do Rio de Janeiro. O
obtusol (Figura 18D) esta presente nas amostra &, mas ndo é evidente nas amostras
de LDRJ. Além das diferencas dos locais de cotetasolventes utilizados na extracdo dos
extratos também variaram. Nossas amostras foramaigax$ com uma mistura de
DCM/Metanol, enquanto na amostra LDRJ foi utilizadbexano/DCM com solvente para
extracdo. A mistura DCM/Metanol permite a extragg@aompostos mais polares, enquanto a
mistura n-hexano/DCM é um solvente de baixa pcdaléd privilegiando a extracdo de
compostos pouco polares. Assim fica claro, queosaguimiotipos podem estar presentes em
uma mesma espeécie, a depender das condicbes abiétibioticas e o tipo de solvente
utilizado na extracao (VALLIM; TEIXEIRA; PEREIRA,0D7).

Figura 18— Cromatografia de camada delgada dos extraths dndroidea coletadas em diferentes localidades
e extraidos com solventes distintos
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Fonte: Bianco (2010)
Legenda: (A e B) Extrato DCM/Metanol déaurencia dendroidea coletada no litoral pernambucano; (C)
Extrado n-hexano/DCM deaurencia dendroidea coletada no litoral do Rio de Janeiro (D) padrémkbitusol.
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O géneroDictyota € uma fonte reconhecida de uma série de diterpenagiais sao
responsaveis por diversos tipos de media¢Bes ctaaaleontra herbivoros, particularmente o
dictyol (guaiano prenilado) (BLUNT et al., 2006)0 dictyol H e o epoxipachydictyol A
foram os compostos majoritarios isolados de fra¢desaradas por cromatografia) do extrato
bruto daD. mertensii de duas localidades distintas, Rio de JaneiroreaRdo de Noronha,
respectivamente (VALLIM; TEIXEIRA; PEREIRA, 2007)Em outro trabalho, foram
identificados quatro diterpenos (pachydictyol, edpydictyol, dictyoxido e o dictyol C) e um
esterol (fucosterol) d®. mertensii do Estado do Rio Grande do Norte (FREITAS et al.,
2004). Estudos biolégicos tém mostrado que um nanggnificante de metabdlitos
secundérios d®ictyota possuem efeitos citotdéxicos, bactericida além algerir protecéo
contra herbivoros (KONIG et al., 1994; BARBOSA &t 2004; PAUL; CRUZ-RIVERA;
THACKER, 2001). No entanto poucos sao os estudesegploram o potencial desses como
agentes quimioterapicos contra doencas parasitdessa maneira, 0 nosso estudo foi o
pioneiro na avaliagao da atividade leishmanicideexivato deD. mertensii, revelando que
essa alga foi eficiente na inibicdo de crescimata® formas promastigotas ¢yC71,60 +
9,29), possuindo baixa citotoxicidade as célulamdmiferos, sendo cerca de trés vezes mais
seletiva as formas promastigotas, além de apresentaefeito consideravel sobre formas
amastigotas (165 35,8 £ 3,7) com o maior indice de seletividadetreoastas formas entre as
trés algas mais efetivas testadas em nosso es&xl6,5).

Embora, estudos posteriores visando uma carz@té@o precisa dos constituintes
quimicos das alga&. cervicornis, L. dendroidea e D. mertensii coletadas no litoral
Pernambucano, bem como o isolamento de seus contpengara testas vitro e in vivo
ainda sejam necessarios, nossos resultados suftemente a utilizacdo destes extratos no
tratamento da Leishmaniose cutanea. Estes estedpstgicam pela baixa toxidade destas
algas frente as células de mamifero e uma atividapiéficativa dos extratos sobre as formas

promastigotas e amastigotas do parasita.
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8 CONCLUSOES

a) Todos os extratos testados foram capazes de iailrescimento dos parasitas,

b)

c)

d)

e)

f)

¢)

h)

embora de maneira distintas;

O ISe encontrado para os extratos analisados déra@nbaixa toxicidade destes em

relacéo as células de mamiferos;

Todos os extratos apresentaram uma atividade supssntra formas amastigotas
intracelulares quando comparadas com as formas gstagntas. O aumento na
producdo de NO pelos macréfagos poderia explicanagor susceptibilidade das
formas intracelulares dd.. amazonensis e aponta para um papel adicional

imunomodulatério dos extratos testados;

Os extratos causaram alteracOes ultraestruturaielsantes, demonstrando efeitos

indicativos da perda da viabilidade e morte cejular

As alteragOes ultraestruturais apontam a mitocanobimo principal alvo de acao dos

extratos;

Os dados indicam que a necrose nao é a principalesvimorte celular licitada pela ao

dos extratos;

Pequenas diferencas na composi¢cao quimica daspidam ter impacto direto sobre
a atividade leishmanicida. Além do mais o métodoegzacdo também pode ser

fundamental para atividade bioldgica destas algas;

O nosso estudo foi o0 pioneiro na avaliacdo dadsde leishmanicida do extrato De
mertensii, revelando que esta alga foi eficiente na inibigarescimento das formas

promastigotas, além de apresentar um maior efefiiesas amastigotas;

Os resultados sugerem fortemente a utilizacdo dtrates de CC, DM e LD no
tratamento da Leishmaniose Cutanea, porém pesduisaias sdo necessarias para a

investigacdo da atividade em infeccdasvivo, assim como o fracionamento dos
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extratos e isolamento de metabdlitos secundaristesl@xtratos, a fim de identificar
0S componentes ativos responsaveis pela acdo esantcontralLeshmania

amazonensis.
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Comissdo de Etica no Uso de Animais
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocole intitulado :

" Estudo dos efeitos de compostos naturais e sintéticos sobre tripanosomatideos. "

numero P-427/07, proposto por Regina Célia Bressan Queiroz Figueiredo, foi
licenciado pelo N° L-001/08.

Sua licenga de N° L-001/08 autoriza o uso anual de :

- 2 Oryctolagus cuniculus - 400 Mus musculus

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal ( COBEA )
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