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RESUMO

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por varias espécies de parasitas do género
Leishmania. A quimioterapia € o Unico tratamento efetivo para a doenca, mas essas drogas
sdo, em geral, toxicas e requer um longo periodo de tratamento. Produtos naturais
provenientes de plantas oferecem novas perspectivas e representam uma importante fonte de
novos agentes leishmanicidas. Assim, € de grande importancia avaliar os efeitos do extrato
aquoso da raiz de Physalis angulata, planta amplamente utilizada pela medicina popular, em
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e sua agao
sobre a célula hospedeira. As fisalinas D, E, F e G foram demonstradas pela primeira vez na
raiz de P. angulata pela analise cromatografica. Uma atividade antiproliferativa e uma
inibicdo dose dependente de promastigotas 74,1% e 99,8 % (ICso 35,5 pg/mL) e amastigotas
70,6% e 70,9% (I1Csp 32.0 pg/mL) foram observadas quando os parasitas foram tratados com
50 ¢ 100 pg/mL do extrato, respectivamente. A analise da atividade microbicida da célula
hospedeira infectada com L. amazonensis mostrou que extrato foi capaz de reverter o efeito
causado pelo parasito de inibir a producédo de espécies reativas de oxigénio. O tratamento com
0 extrato também induziu alteracGes morfolégicas importantes em formas promastigotas
avaliadas por microscopia optica, microscopia eletrénica de transmissdo e varredura. Foram
observadas alteracdes na morfologia, na divisao celular, principalmente na fase de citocinese,
na membrana flagelar, na bolsa flagelar e alteracdes em organelas importantes, como o
cinetoplasto, onde ocorreu duplicagdo irregular e alteracdo do seu tamanho. J& por citometria
de fluxo foi possivel confirmar que o tratamento induziu uma exposicdo de fosfatidilserina e
diminuicdo no volume celular de promastigotas tratadas. Com relagdo a célula hospedeira, o
extrato promoveu alteracbes no citoesqueleto, o aumento numero de projecdes
citoplasmaticas, do volume celuar e de vacuolos e da habilidade de espraiamento sem causar
efeito citotoxico ou alteracdo ultraestrutural em macrofagos tratados com o extrato. Assim,
estes resultados demonstram que o extrato aquoso da raiz de P. angulata foi eficaz na
ativacdo da célula hospedeira e na inibicdo do crescimento do protozoario, 0 que representa
uma fonte alternativa e promissora de agente leishmanicida.

Palavras-chave: Atividade Leishmanicida; Alteraces ultraestruturais; L. (L.) amazonensis,
Physalis angulata.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease caused by various species of the protozoan parasites of
the Leishmania genus. The chemotherapy is the only effective treatment for the disease, but
these drugs are, in general, toxics and requires a longer treatment period. Natural products
have been used as traditional medicine and offer new perspectives and represent an important
source of new antileishmanial agents. Thus, it is of great importance to assess the effects of
the aqueous extract of the root of Physalis angulata, a plant widely used in popular medicine,
in promastigotes and amastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis and its effect on
the host cell. Physalins D, E, F and G were found present, for the first time, in the P. angulata
roots using liquid chromatography/mass spectrometry analysis. Antiproliferative activity and
a dose-dependent inhibition of promastigote growth 74.1% and 99.8 % (ICso 35.5 pg/mL),
and intracellular amastigotes 70.6% and 70.8% (ICso 32.2 pg/mL) was observed when
parasites were treated with 50 and 100 pug/ mL of extract, respectively. The analysis of the
microbicidal activity of host cell infected, with L. amazonensis demonstrated that extract is
able to reverse the effect caused by the parasite to inhibit the production of reactive oxygen
species. This growth inhibition was associated with several morphological alterations
assessed by optical microscopy, transmission electron microscopy and scanning such as
alteration on cell division, especially in the phase of cytokinesis, alteration in flagellar
membrane, in flagellar pocket and duplication of kinetoplast DNA. Already by flow
cytometry was possible to confirm that the treatment induced a phosphatidylserine exposure
and decreased cell volume of promastigotes treated. In the host cell were observed
cytoskeleton alterations, high number of cytoplasmatic projections, increase of cytoplasm,
vacuoles and spreading ability. No cytotoxicity towards macrophages was observed. We have
demonstrated that aqueous extract effectively promotes antileishmanial activity and clearly
demonstrate the induction of apoptosis and ultrastructural alterations in Leishmania parasites.
Thus, aqueous extract may represent a promising natural alternative source for a new
antileishmanial agent.

Keywords: leishmanicidal activity; ultrastructural alterations; Leishmania amazonensis
amazonensis; macrophage viability; Physalis angulata;



1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo antropozoonoses (NEUBER, 2008; BRASIL, 2010)
consideradas como um grande problema de saude publica, e afetam mais de 12 milhGes de
pessoas no mundo e tem como agente etioldgico parasitas pertencentes ao género Leishmania.
A transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo de vetores fémeas, conhecidos como
flebotomineos (ANDRADE et al., 2007; WHO, 2010).

A leishmaniose € considerada endémica em 98 paises e a maioria dos casos ocorre
principalmente em paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento (ALVAR et al., 2012;
OKWOR & UZONNA, 2009). Brasil e Peru séo os paises da América Latina que registram o
maior nimero de casos, cerca de 90% do total notificado (WHO, 2010).

A infeccdo por Leishmania pode ser classificada em trés formas clinicas
principais: cutanea, mucocutanea e visceral. As manifestacdes clinicas da doenca dependem
de vérios fatores tais como, as espécies envolvidas e tipo de resposta imune do hospedeiro que
estardo associados a uma série de sinais, sintomas e grau de severidade, e a principal medida
intervencional para essa doenca € a quimioterapia (DAVID & CRAFT, 2009).

Nos ultimos sessenta anos, 0s antimoniais pentavalentes sdo utilizados como
drogas de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose. No entanto, efeitos colaterais
adversos, diferentes graus de resisténcia ao parasita, custo elevado e tempo de tratamento sdo
fatores limitantes para seu uso. Em casos de ndo haver resposta ou impossibilidade de
tratamento com essas drogas, a segunda escolha de tratamento sdo a anfotericina B e
pentamidina, porém ainda assim sdo toxicas e apresentam efeitos colaterais. (CROFT et al.,
2001; CHAKRAVARTY & SUNDAR, 2010).

Terapias recentemente desenvolvidas, como a miltefosina, o primeiro
medicamento de uso oral (COSTA FILHO et al., 2008), paromomicina e anfotericina B
lipossomal (CROFT et al., 2006), sdo empregados mais recentemente contra a leishmaniose
visceral (LV) e testados contra leishmaniose tegumentar (LT) (ASILIAN et al., 2003;
WORTMANN et al., 2010). Além disso, varios estudos estdo sendo desenvolvidos para
verificar atividade leishmanicida de bioprodutos principalmente pela facilidade de obtengéo e
baixos custos (ROCHA et al., 2005; SEN & CHATTERJEE, 2011).

Na auséncia de vacina e um tratamento eficaz, ha uma necessidade urgente de
desenvolvimento de novos medicamentos, potencialmente menos téxicos e de baixo custo. O
estudo de substancias extraidas de plantas apresenta-se como alternativa atraente nessa busca,

especialmente na regido Amazénica devido a grande biodiversidade.



1.1. O GENERO Leishmania

1.1.1. Classificacéo

Os parasitas do género Leishmania pertencem taxonomicamente ao Reino:
Protista, Subreino: Protozoa, Filo: Sarcomastigophora, Subfilo: Mastigophora, Classe:
Zoomastigophora, Ordem: Kinetoplastida, Subordem: Trypanosomatina, Familia:
Trypanosomatidae, Género: Leishmania. O género Leishmania ainda esta subdividido em dois
subgéneros: O subgénero L.(Viannia) e L.(Leishmania).

Até o inicio da década de 1960, a classificacdo deste género baseava-se
inicialmente em caracteristicas extrinsecas, como: distribuicdo geografica, manifestacdes
clinicas, vetores, reservatorios e padroes epidemioldgicos (BANULS et al., 2007; VALE &
FURTADO, 2005). No entanto, a classificacdo ganhou novo impulso ao analisar critérios
intrinsecos tais como, imunolégicos, bioquimicos e moleculares. Estes revelaram que avaliar
somente manifestagdes clinicas e aspectos geograficos era inadequado, desta forma
atualmente estes critérios sdo utilizados para definir espécies de Leishmania.

Mais de 30 espécies de Leishmania ja foram identificadas e destas, cerca de 20
s&o patogénicas para o ser humano (BANULS et al., 2007; NEUBER, 2008). No Brasil s&o
atualmente reconhecidas oito espécies dermotropicas de Leishmania causadoras de doenca
humana, sendo seis do subgénero Viannia e duas do subgénero Leishmania. As trés principais
espécies sdo: L.(L.) amazonensis, L.(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis e, mais
recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi
foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (LAISON, 2010; BRASIL,
2010). A espécie que sera utilizada neste estudo, Leishmania amazonensis, pertence ao

subgénero Leishmania, e esta agrupada no complexo L. (L) mexicana (Figura 1).
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Figura 1: Taxonomia do género Leishmania.
Fonte: MISHRA et al., 2009 (modificada).

1.1.2. Morfologia

Protozoéarios do género Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatorios e
possuem um ciclo de vida digenético, pois se desenvolvem em dois hospedeiros distintos e se
apresentam sobre duas formas evolutivas: a forma promastigota, presente no hospedeiro
invertebrado e a forma amastigota no hospedeiro vertebrado (BANULS et al., 2007;
ALCOLEA et al., 2010). Estas formas representam uma adaptacdo a mudanca ambiental as
condigdes encontradas pelos parasitas dentro de seus dois hospedeiros.

As formas flageladas, promastigotas, sdo extracelulares e mdveis, com corpo
celular fusiforme, alongado e sdo encontradas no trato digestivo do inseto vetor. Elas
apresentam um longo flagelo externalizado que emerge do corpo do parasita na sua porgao
anterior, proporcionando motilidade. Numa regido mediana do corpo se encontra o nucleo, ja
o0 cinetoplasto esta localizado na porgdo mais anterior, proximo & bolsa flagelar de onde
emerge o flagelo. O tamanho das formas promastigotas pode variar de acordo com a espécie
(Figura 2A).

Ja as formas amastigotas sdo parasitas intracelulares de células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM). Apresenta corpo celular pequeno de contorno ovoide. As
amastigotas possuem flagelo curto e internalizado na bolsa flagelar, uma invaginagéo do

corpo do parasita, e sdo pouco moveis (Figura 2B). Na bolsa flagelar ndo s@o encontrados



microtubulos subpeliculares e ha grande atividade de excrecdo e de pinocitose. O cinetoplasto
presente em ambas as formas, € uma regido que apresenta o DNA mitocondrial altamente
condensado em uma regido perpendicular a base do flagelo, caracteristico de sua ordem
Kinetoplastida (DE SOUZA, 2008). No citoplasma ainda sdo observados o complexo de
Golgi e o reticulo endoplasmaético, além de vacuolos e inclusdes.

As formas promastigotas e amastigotas multiplicam-se por divisdo binéaria. O
processo de divisdo inicia com a producdo de um segundo flagelo, seguido pelo nucleo,
cinetoplasto e divisdo do corpo celular longitudinalmente no sentido antero-posterior,
produzindo duas novas células (SIMPSON & KRETZER, 1997; WHEELER et al.,2011)
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Figura 2: Formas evolutivas do parasita Leishmania sp. Promastigota (A) e amastigota (B).
Desenho esquematico das principais organelas intracelulares das formas evolutivas de Leishmania. A
bolsa flagelar esta localizada na porcdo anterior da célula.
Fonte: Paulo Henrigue Crepaldi (TEIXEIRA et al., 2013).

1.1.3. Ciclo bioldgico

Os ciclos de transmissdo da leishmaniose variam de acordo com a regido
geogréfica, espécie de parasito, vetores, reservatorios e hospedeiros. E importante ressaltar,
que Leishmania (Leishmania) amazonensis € uma espécie com mais ampla distribuicéo, tendo
sido notificada em todas as regifes brasileiras. O ciclo de transmissdo ocorre em areas
florestais da Amazonia Legal (Amazonas, Pard, Tocantins e Maranh&o), e também em alguns
Estados do Nordeste (Bahia), do Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), Centro-Oeste (Goias) e
Sul (Parand) (BRASIL, 2010).



Primeiramente, o0s hospedeiros vertebrados sdo infectados por formas
promastigotas metaciclicas, transmitidas por fémeas dos insetos vetores, durante o repasto
sanguineo. O vetor possui um aparelho bucal curto e rigido, adaptado para dilacerar o tecido e
vasos sanguineos do hospedeiro, isso € de suma importancia para inoculacéo e ingestdo das
formas infectantes (MAURER et al., 2009; KAYE & SCOTT, 2011).

E na pele que as formas promastigotas serdo reconhecidas e fagocitadas por
celulas do SFM sendo internalizadas em vacuolos parasitoforos. Apds a internalizacdo ocorre
a fusdo do vacuolo parasitoforo com lissosomos, formando o fagolisossomo onde por acao de
enzimas, alteracdes do pH e temperatura, as formas promastigotas transformam-se em forma
amastigota (ALCOLEA et al., 2010; GLUENZ et al., 2010). Esta forma de resisténcia
mantém o controle das condi¢fes ambientais internas do vacuolo e passa a se replicar no
interior de macrofagos até sua ruptura, passando a infectar outras células (macréfagos, células
dentriticas, neutréfilos e mastocitos), atraidos para o lugar da inoculacdo, onde ocorre uma
reacdo inflamatéria e posterior recrutamento de células T e formacdo de granuloma
(MAURER et al., 2009; KAYE & SCOTT, 2011).

A infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre apds a ingestdo de formas
amastigotas durante o repasto sanguineo de um individuo infectado. No intestino do inseto
vetor, primeiramente, ocorre a transformacdo das formas amastigotas em promastigotas
prociclicas. Apés, aproximadamente, 5 dias, no intestino médio, os parasitas deixam de se
multiplicar e diferenciam-se em promastigotas metaciclicas, formas infectantes para o
hospedeiro vertebrado (WILSON et al., 2010). A metaciclogénese é um processo onde
promastigotas deixam de se reproduzir e passam a ser infectantes devido, principalmente, a
alteragBes nos seus constituintes de membrana, como o alongamento da molécula de
Lipofosfoglicano (LPG), e a presenca de glicoproteina (GP63), principais fatores de
viruléncia (BATES, 2007; CORRALES et al, 2010).

O ciclo de vida se completa quando ha infeccdo de um novo flebotomineo ao se
alimentar de hospedeiros infectados (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida do parasita do género Leishmania sp.
Fonte: KAYE & SCOTT, 2011 (Modificada).

1.2 Leishmania: ORGANIZACAO ESTRUTURAL

Protozoarios unicelulares, digenéticos e flagelados apresentam estruturas e
organelas especificas de sua ordem Kinetoplastida, e outras estruturas comuns a outros
eucariotos.

1.2.1 Membrana Plasmatica

O corpo do protozoario é de grande importancia, pois ela interage diretamente

com o seu hospedeiro. A membrana plasmatica dos protozoarios apresentam estrutura e



funcbes semelhantes a outros organismos, funcionando como uma barreira seletiva entre o
citoplasma e 0 meio externo e também s&o constituida de proteinas, lipideos e carboidratos.

Estes parasitas possuem uma superficie de membrana de diferentes composicdes e
funcBes e por isso é dividido em trés subdominios morfologicamente diferente: a membrana
flagelar, a bolsa flagelar e a membrana plasmatica do corpo celular. Cada dominio apresenta
uma membrana altamente especializada com funcGes diferenciadas, e apresentam uma
diversificada distribuicdo de lipidios e proteinas de superficie. A membrana plasmética que
rodeia o corpo da célula esta associada aos microtubulos subpeliculares e contém diversas
proteinas de superficie como LPG e GP63, que protegem o parasita contra a resposta imune
do hospedeiro. No dominio flagelar, a membrana tem o papel de envolver os microtubulos do
axonema, enquanto que a membrana que envolve a bolsa flagelar ndo estd associado a
nenhuma estrutura do citoesqueleto, e por esse motivo a bolsa flagelar € responsavel pela
absorcdo de nutrientes e secrecdo de proteinas para o meio extracelular, ou seja, € o local
exclusivo para a endocitose e exocitose no parasito (LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO,
2001; FIELD & CARRINGTON, 2009).

1.2.2 Citoesqueleto

A rigidez ou a flexibilidade do corpo e a sua forma sdo enormemente dependentes
da natureza do citoesqueleto. Este se localiza geralmente sob a membrana plasmatica.

Existem trés classes de microtubulos nos parasitas tripanossomatideos: flagelar,
corpo basal e subpeliculares, que estdo envolvidas na locomocdo, divisdo celular e
manutencdo da forma da célula, respectivamente. Nestes organismos, os genes da tubulina séo
descritos como familias multigénicas cuja organizacdo varia amplamente entre as espécies.
(KOHL & GULL, 1998; JAYANARAYAN & DEY, 2002).

Em relagdo aos microtdbulos subpeliculares foi demonstrado que eles estdo
ligados entre si e estdo situados logo abaixo da membrana plasmatica e a outras organelas
com a participagdo de filamentos finos, cuja composicdo ainda ndo foi estabelecida. S&o
importantes para manter a forma das células e, além disso, conferem rigidez ao corpo celular,
pois estdo interligados protegendo parasito de estresses mecanicos. O corpo do parasita é
totalmente revestido pelos microtdbulos subpelicularess, exceto na regido da bolsa flagelar
(GULL, 1999; DE SOUZA, 2008).

Os microtubulos originam-se nos corpos basais, uma organela formada a partir de

centriolos e em caso dos protozoarios flagelados funciona como a base de onde flagelo e



axonema sao construidos (FIELD & CARRINGTON, 2009).

Além dos microtubulos, o citoesqueleto de Leishmania também possuem actina,
uma proteina que auxilia em processos de motilidade, contratilidade e transporte celular em
todos os eucariotos. Neste parasito a actina estd presente no flagelo, bolsa flagelar, préximo
ao nucleo, cinetoplasto, membrana plasmatica e associada aos microtubulos subpeliculares
(SAHASRABUDDHE et al., 2004).

1.2.3 Flagelo

Tripanossomatideos possuem um Unico flagelo que surge a partir de um corpo
basal, esse € responsavel pela nucleacdo dos microtibulos do axonema flagelar (GULL,
1999). Ele emerge da bolsa flagelar, e além do classico axonema, gque consiste em um
conjunto de nove pares de microtibulo externo e um par central, apresenta uma estrutura
paraflagelar, formada por uma rede filamentosa protéica, exclusivo dos Kinetoplastidas, e se
liga através do axonema ao longo do comprimento do flagelo (Figura 4) (DE SOUZA, 2008;
ROTUREAU et al., 2009; GLUENZ et al., 2010).

O flagelo é considerado uma organela multifuncional, pois além de promover
motilidade ao parasita, também esta envolvido na fixacdo do parasita ao intestino do vetor e
apresenta fungdo sensorial (LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001; ROTUREAU et
al., 2009).

Durante o ciclo evolutivo, o flagelo mostra variagbes no seu comprimento e
posicdo. As formas promastigotas possuem um longo flagelo que emerge diretamente da
bolsa flagelar na porgdo anterior da célula. E o flagelo que auxilia o parasita a se fixar no
intestino de seus hospedeiros invertebrados. Ja a forma amastigota ndo possui a estrutura
paraflagelar, o flagelo é pouco mdvel, e fica contido no interior da bolsa flagelar (Figura 4)
(GLUENZ, 2010).
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Figura 4: Estrutura do flagelo de Leishmania sp em promastigotas e amastigotas. (A) Axonema
de promastigotas. (B) Desenho esquematico do axonema de promastigotas. (C) Axonema de
amastigotas.

Fonte: GLUENZ et al, 2010 (Modificada).

1.2.4 Mitocondria e Cinetoplasto

Uma caracteristica interessante dos protozodrios tripanossomatideos é o fato de
possuirem uma Unica mitocondria altamente ramificada adjacente ao corpo basal do flagelo,
com distribuicdo por toda a ceélula, localizada abaixo dos microtibulos subpeliculares
apresentando-se dilatada na regido onde o DNA mitocondrial (KDNA) esté presente. O KDNA
€ uma estrutura incomum, conhecida como cinetoplasto. Suas propriedades particulares de
reter corantes basicos permitiram o seu descobrimento. O KDNA representa aproximadamente
30% do total do DNA celular e esté localizado dentro da matrix mitocondrial, perpendicular
ao eixo do flagelo. Ele é composto por duas classes de DNA circular: os maxicirculos e 0s
minicirculos. A extensdo da mitocondria e sua organizacao interna variam de acordo com a
espécie de protozoarios (DE SOUZA et al., 2009; FIDALGO & GILLE, 2011).

As mitocdndrias possuem caracteristicas que sdo comuns a outros organismos, por
isso quando o parasito é submetido a estresse pode acarretar em danos celulares,
mitocondriais e levar ao processo de morte celular por apoptose. Estudos recentes tém
demonstrado a acdo de varias substancias sobre a mitocondria do parasita levando ao processo
de apoptose (FONSECA-SILVA et al., 2011; GARCIA et al., 2013).

1.2.5 Nducleo

O nucleo é bem definido e possui configuragcdes variadas, tendendo a esférico ou
mais frouxo, mostrando um cariossomo central ou excéntrico e a cromatina com disposi¢do
variavel, e possui um nucléolo. E revestido por um envoltério em que ambas as membranas

possuem poros nucleares que medem cerca de 80 nm de didmetro. Como nas células
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eucarioticas, a membrana nuclear externa apresenta continuidade com a membrana do reticulo
endoplasmatico (DE SOUZA, 2008; MICHALICK & RIBEIRO, 2011).

1.2.6 Outras organelas

Diferentes organelas intracelulares sdo observadas no citoplasma de parasitas
do género Leishmania. Como em outras células eucarioticas, a Leishmania possui reticulo
endoplasmatico (liso e rugoso) e complexo de Golgi, organelas que estdo envolvidas na
sintese de lipideos, proteinas, processo de glicosilacdo e sulfatacdo. O reticulo
endoplasmatico estd presente por todo o corpo celular e muitas vezes estdo proximo aos
microtubulos subpeliculares e a mitocondria, ja 0 complexo de Golgi esté localizado proximo
a bolsa flagelar.

A Leishmania possui acidocalcissomos, organelas acidas que estocam calcio, e
atuam no armazenamento de cétions e fosforos, manutencdo da homeostase intracelular, pH e
osmorregulacdo (DOCAMPO et al., 2005). Dependendo da espécie podem se apresentar em
maior ou menor numero.

Estruturas tubulo-vesiculares sdo encontradas ao longo da forma promastigota de
Leishmania. S&o estruturas formadas a partir de endossomas primarios e pelo complexo de
Golgi formando um sistema tabulo multivesicular revestido por membrana. Este sistema se
estende da regido anterior, proximo a bolsa flagelar, até a regido posterior (WALLER &
MCCONVILLE, 2002).

No citoplasma de Leishmania também s&o encontradas inclusdes lipidicas, com
formato esférico com didmetro variavel que sdo constituidos por uma monocamada de
fosfolipidios. Elas possuem a funcdo de compartimentalizacdo e estocagem de lipidios. E ha
poucos estudos sobre esta organela e sua importancia para o parasita (DE SOUZA et al.,
2009b).

Os glicossomos séo organelas que correspondem a um tipo especial de
peroxissomo e estdo envolvidos em diferentes processos celulares, como o metabolismo de
perdxido, B-oxidacdo de &cidos graxos, gliconeogénese, biossintese de lipideos (fosfolipideos
e esterois), e sua presenca € abundante em amastigotas, demonstrando variacdo no
metabolismo dos diferentes estagios do desenvolvimento da Leishmania (OPPERDOES &
COOMBS, 2007).

Ja 0s megassomos sdo grandes estruturas, que neste protozoario tém atividade

lisossomal e séo ricas em cisteino proteinases que desempenham papel importante na
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sobrevivéncia das formas amastigotas no interior dos macréfagos. Os megassomos sdo 0
destino final de todas as macromoléculas capturadas no meio extracelular, ingeridas pelo
processo endocitico do parasito. (DE SOUZA et al., 2009a).

1.3 A LEISHMANIOSE

1.3.1 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolucdo crbnica, que
acomete estruturas da pele de forma localizada ou difusa (BASANO & CAMARGO, 2004;
DAVID & CRAFT, 2009), causada por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania. E transmitida por vetores artropodes, que primariamente causam uma infeccéo de
carater zoonotico, acometendo animais domésticos e o homem, o qual pode ser envolvido de
maneira secundaria (PATEL & SETHI, 2009; BRASIL, 2010).

1.3.2 Aspectos epidemioldgicos, clinicos e imunoldgicos

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma das principais doencas
transmitidas por vetores no mundo e apresenta grande magnitude e distribuicdo territorial. A
Organizacdo Mundial da Saude (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. Cerca de 82 paises relataram casos de leishmaniose cutdnea, com uma
prevaléncia de 10 a 1,5 milhdes de novos casos por ano. O Brasil esté entre 0s paises de maior
incidéncia das formas cutanea e mucocutanea (WHO, 2010; ALVAR, et al, 2012).

No periodo de 2010 foram registrados no Brasil aproximadamente 22. 000 de
casos de leishmaniose tegumentar (Figura 5), e cerca de 32% dos casos foram registrado s6 na
regido Norte. Ainda assim o nimero de casos estd bem menor do que aqueles registrados nos

anos anteriores indicando uma possivel reducdo de casos (BRASIL, 2011 Sinan/SVS/MS).
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Figura 5: Casos notificados de leishmaniose tegumentar americana, Brasil — 1980 a 2010.
Fonte: BRASIL, 2011 em Sinan SVS-MS * Dados sujeitos a alteragdes.

A leishmaniose tegumentar atualmente esta presente em paises com diferentes
realidades socioculturais, onde hd uma diversidade de espécies e apresenta-se em fase de
expansdo geografica. Nas Ultimas décadas, as andlises de estudos epidemioldgicos
demonstram mudancas no comportamento da doenca. Mudancas ambientais, tais como
desmatamento, construcao de barragens, urbanizacdo, e ainda aumento de viagens e migracdo
de pessoas ndo- imunes para areas endémicas tem contribuido nessa mudanca de perfil da
doenga (SILVA & MUNIZ, 2009; AMEEN, 2010; GOTO & LINDOSO, 2010).

A interacdo entre o parasita e a resposta imune do hospedeiro pode desencadear
uma série de eventos responsaveis pela ocorréncia de diferentes manifestacdes clinicas.

A LTA, popularmente conhecida como “ferida brava” ou “ulcera-de-Bauru”,
Devido a sua complexidade pode apresentar-se em diferentes formas clinicas: (1)
leishmaniose cutanea localizada (Figura 6-A), representa o acometimento primario da pele,
ocorre geralmente no local da picada do inseto e € caracterizada pelo aparecimento de lesdes
arredondadas, geralmente indolores, podendo apresentar Ulceras ou ndo; (2) leishmaniose
mucocutanea (Figura 6-B), caracterizada pelo aparecimento de lesdes destrutivas, acometendo
mucosas, principalmente, na face, palato mole, faringe ou laringe; (3) leishmaniose cutaneo-
difusa (Figura 6-C), constitui uma forma rara, porém grave, que ocorre em pacientes
anérgicos, produz lesbes cutaneas nodulares ndo ulceradas, mdultiplas e disseminadas,
contendo elevado numero de amastigotas, sendo a forma disseminada a mais comum
(SILVEIRA et al., 2004; NYLEN & EIDSMO, 2012).



13

Figura 6. Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar. (A) Leishmaniose cutanea localizada; (B)
Leishmaniose mucocutéanea; (C) Leishmaniose cutaneo-difusa.
Fonte: SILVEIRA et al., 2004.

A especie Leishmania (L.) amazonensis, é considerada o agente de duas formas
distintas da Leishmaniose cutanea: A leishmaniose cutédnea localizada (LCL) e a
Leishmaniose cutanea difusa (LCD), forma mais severa e de dificil tratamento.

A LCD é descrita em alguns paises dos continentes americano e africano,
apresentando um evolugdo crbnica, com capacidade de produzir deformidades em
extremidades, e acomete pacientes considerados anégicos, com deficiéncia especifica na
resposta imune celular conta a Leishmania (COSTA et al., 2005).

Os diferentes tipos de Leishmaniose cutanea sdo caracterizadas por uma resposta
imune mediada por células T CD4" E CD8". As células TCD4" tém uma funcdo central no
sistema imune, promovendo respostas adaptativas adequadas. Estas células podem ser
divididas em duas subpopulacgdes: Th-1 e Th-2, cada um dos quais expressa diferentes tipos
de citocinas.

Pacientes com a forma cutanea localizada (LCL) desenvolvem ativacdo de
linfocitos Th-1, na regido da lesdo, enquanto, aqueles com a forma mucocuténea apresentam
ativagdo mista de linfocitos Th-1 e Th-2. Entretanto, pacientes infectados por L. (L.)
amazonensis gque desenvolvem a forma clinica LCD, a resposta imune é predominantemente
do tipo Th-2, onde ha maior expressao de IL-10, IL-4, IL-5, citocinas que inibem a ativacdo
de macrofagos e contribui para a sobrevivéncia do parasita, 0 que difere de uma resposta tipo
Th-1 que produz citocinas como: IL-2, IL-12 e INF- vy, que favorecem a ativacdo de
macrofagos e consequente eliminacdo do parasita (SILVEIRA et al., 2009; PIRES et al.,
2010; MOUGNEAU et al., 2012; NYLEN & EIDSMO, 2012).

O infiltrado inflamatorio na LCD é rico em macrofagos vacuolados com elevada

carga parasitaria, mas apesar do grande numero dessas células é escassa ou ausente a

.....
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(NYLEN & EIDSMO, 2012).
Na auséncia de uma resposta imune celular efetiva contra o parasito, este se
multiplica sem controle, aumentando o nimero de lesdes e expandindo sua distribuicdo na

superficie corporal.

1.5 INTERACAO PARASITO — HOSPEDEIRO

As espécies do género Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatorios e
apresentam tropismo por fagdcitos mononucleares (macrofagos), podendo infectar também
fibroblastos, células dendriticas e neutréfilos (SILVA, 2010; CHARMOY et al., 2010).

Os macréfagos desempenham uma funcdo importante na defesa do organismo
contra patogenos e sdo fagocitos que tém como principal funcdo destruir e eliminar os
microorganismos (ABBAS et al., 2012).

Ao entrar em contato com o agente infeccioso sofrem alteragdes morfoldgicas
caracteristicas da ativacdo celular, o complexo de Golgi fica bem desenvolvido, lisossomos
abundantes e reticulo endoplasmatico proeminente, alteracdes que sdo acompanhadas do
rearranjo que ocorre no citoesqueleto (GRUENHEID & FINLAY, 2003; SMIT et al., 2008;
LAZARO-DIEGUEZ et al., 2008; PATEL & HARRISON, 2009).

Em resposta a estimulagdo de varios agentes, eles produzem uma série de
produtos citotdxicos incluindo espécies reativas de oxigénio (ROS), como anios superdxidos
(0%), radicais hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H,0,), em um fendmeno denominado
“burst oxidativo”, e também ocorre producdo de éxido nitrico (NO). O NO é produzido
através da ativacdo da iNOS que converte a L- arginina em NO e L-citrulina (Figura 7)
(MOSSER & EDWARDS, 2008; HEINSBROEK & GORDON, 2009).

L-citrulina

Figura 7. Mecanismo esquematico da acdo da enzima iNOS. A L-arginina é transportada por uma proteina de
membrana para o interior da célula, sendo convertida em NO e L-citrulina pela enzima iNOS.
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Embora os macrofagos sejam células fagocitéarias especializadas no combate a
agentes infecciosos, protozoarios do género Leishmania desenvolveram mecanismos de
defesa capazes de subverter sua capacidade microbicida, conseguindo sobreviver neste
ambiente potencialmente toxico e multiplicar-se até a ruptura da célula, quando séo liberadas
para infectar outros macréfagos, propagando a infeccdo (LIU & UZONNA, 2012).

O processo de fagocitose inicia-se com o reconhecimento do parasito através de
receptores presentes na membrana dos macrofagos. Os parasitas ndo conseguem penetrar
ativamente nessas células, por isso necessitam da sua acdo fagocitica, principalmente através
de interacdo entre receptores celulares do hospedeiro (CR1, CR3, manose-fucose), e
moléculas de superficie do microorganismo, como os lipofosfoglicanos (LPG) e a
glicoproteina (GP63). Estas duas moléculas sdo os constituintes majoritarios da superficie das
promastigotas (Figura 8) (CUNNINGHAM et al., 2002; MOUGNEAU et al., 2012; LIU &
UZONNA, 2012).

Figura 8: Reconhecimento das formas promastigotas por macro6fagos. Evidenciando a interacdo
entre moléculas superficiais do parasita.
Fonte: PASSERO et al., 2011

A glicoproteina GP63 é uma metaloprotease encontrada em toda a superficie das
promastigotas. Esta glicoproteina é zinco-dependente, com uma vasta gama de substratos,
como: a caseina, gelatina, albumina, hemoglobina e fibrinogénio. A GP63 torna as formas
promastigotas resistentes a acdo mediada pelo sistema complemento, sdo responsaveis por
clivar a molécula C3b em C3bi, sua forma inativa, impedindo a formacdo do complexo de

ataque a membrana (MAC) do sistema complemento. Em formas amastigotas, a GP63 confere
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a capacidade de degradar enzimas lissomais por apresentar étima atividade em meio &cido,
presente nos fagolissomos (CHANG & MCGWIRE, 2002; OLIVER et al., 2005).

Apbs a internalizacdo nos macrofagos, os parasitos ficam dentro de um vacuolo
parasitéforo (fagolissosoma) que os separa do citoplasma. Esta organela deriva da fusdo do
fagossoma com os lissosomas (DIAKONOVA et al., 2002; TANAKA et al., 2007).

O LPG é um glicolipidio composto de repetidas unidades de dissacarideos ligados
a uma cauda de fosfatidilinositol através de um nucleo hexasacaridico fosforilado. Esta
molécula, assim como a GP63, confere resisténcia a Leishmania no que diz respeito a acao
litica do complemento (JOSHI et al, 2002; RASMUSSON & DESCOTEAUX, 2004).
Durante a fase inicial da infeccdo intracelular, a molécula de LPG seria responsavel por
retardar a fusdo do fagossomo, contendo o parasita, com os lisossomos (NADERER &
MCCONVILLE, 2008). Isso sugere que o LPG contribui para que as promastigotas resistam
as condicdes existentes no interior do vacuolo parasitéforo, durante o periodo necessario para
que ocorra a diferenciacdo das formas promastigotas em amastigotas. Estes mecanismos
demonstram que o protozoario é capaz de manipular as funcdes de sua célula hospedeira de
varias maneiras (RASMUSSON & DESCOTEAUX, 2004).

Parasitas do género Leishmania utilizam eficazmente a resposta imune do
hospedeiro para o estabelecimento da infec¢do dentro dos macr6fagos. Uma vez fagocitados,
eles manipulam o ambiente hostil através da inibicdo de enzimas hidroliticas, produtos
metabolicos tdxicos, sinalizacdo celular, producdo de citocinas, e outros eventos. Essas
estratégias permitem a sobrevivéncia do parasita no interior da célula hospedeira e a
progresséo da doenca (CUNNINGHAM et al., 2002).

Diversos estudos foram realizados a fim de desvendar maiores detalhes acerca dos
fatores de viruléncia envolvidos na manutencdo e interacdo do parasito com sua célula
hospedeira. Acredita-se que este seja um dos caminhos para o desenvolvimento de farmacos e
vacinas contra a Leishmaniose (OKWOR & UZONNA, 2009).

1.6 TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Atualmente ndo existe uma vacina contra leishmaniose, e o tratamento € realizado
utilizando-se uma variedade de drogas (BAILEY & LOCKWOOD, 2007; OKWOR &
UZONNA, 2009). Embora existam varias espécies de Leishmania e diversas manifestacdes
clinicas da doenca, 0os mesmos medicamentos sdo utilizados para tratar a doenga (GOTO &
LINDOSO, 2010).
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O tratamento da leishmaniose é feito principalmente com antimoniais
pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) e estibogluconato de sodio
(Pentostan®), que sdo drogas de primeira escolha para o tratamento de todas as formas
clinicas da leishmaniose (FREZARD & DEMICHELI, 2010). No entanto, nos Gltimos anos,
ocorreu um aumento da resisténcia aos antimoniais, e a razo para surgimento de resisténcia
foi o uso indiscriminado do medicamento (ASHUTOSH et al., 2007; PALUMBO, 2010).
Além disso, essas drogas necessitam de injecdes diarias, tém custo elevado, alta toxicidade
causando efeitos adversos nos pacientes, incluindo, pancreatite, mialgias, fadiga, nauseas e
dor de cabeca, além disso, € contra indicado para pacientes cardiopatas, nefropatas e
hepatopatas e, por serem abortivos, ndo devem ser administrado a gestantes (PATEL &
SETHI, 2009; CHAKRAVARTY & SUNDAR, 2010).

N&o havendo resposta satisfatoria ou sendo detectada resisténcia aos antimoniais
pentavalentes, as drogas de segunda escolha séo as anfotericinas e pentamidinas (BRASIL,
2010). A anfotericina B é um antibidtico poliénico que possui atividade seletiva sobre
Leishmania devido a alta afinidade ao ergosterol, um esterol prevalente na membrana desse
parasita (POLONIO & EFFERTH, 2008).

Outra formulacdo da droga, a Anfotericina B Lipossomal, também esta sendo
utilizada (CROFT et al., 2006). Nesta formulacdo, a droga atinge niveis plasmaticos mais
elevados que a Anfotericina B convencional. No Brasil, essa droga esta registrada na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no tratamento da leishmaniose visceral
(BRASIL, 2010). Wortmann et al. (2010) observaram que o tratamento com Anfotericina B
lipossomal demonstrou eficacia contra leishmaniose cutdnea e pode ser uma alternativa
viavel, porém tem custo elevado. J& as pentamidinas, sdo diamidinas aromaéticas, que
apresentam eficacia contra algumas espécies de Leishmania do Novo Mundo como L.
panamensis e L. guyanesis (BAILEY & LOCKWOOD, 2007; BLUM & HATZ, 2009), além
da eficacia no tratamento da Leishmaniose visceral (LV). Esta droga interfere na sintese de
DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto, e fragmentando a membrana mitocondrial
do parasita (GOTO & LINDOSO, 2010).

Uma nova droga, inicialmente desenvolvida para tratamento de cancer, a
miltefosina, teve sua atividade leishmanicida descoberta no ano de 1980. Esta droga atua
interferindo na membrana celular do parasita, sem interagir com o DNA, modula a
composicdo lipidica, a permeabilidade e fluidez da membrana, assim como o0 metabolismo de
fosfolipideos, induzindo morte celular por apoptose (COSTA FILHO et al., 2008). Estas

descobertas levaram a ensaios clinicos na India em 2002, para o tratamento oral da
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Leishmaniose Visceral (MITROPOULOS et al., 2010). Soto et al. (2001) observaram que
apos o tratamento com miltefosina de pacientes colombianos com LT, a taxa de cura foi de
91%, enquanto que em outro trabalho realizado com pacientes da Guatemala, a taxa de cura
foi de 53% (SOTO & BERMAN, 2006).

Vérias drogas encontram-se em diferentes estadgios de desenvolvimento, como
Sitamaquina, Itraconazol, Cetoconazol, Fluconazol e Paromomicina (CROFT & COOMBS,
2003; GARNIER et al., 2006; BARONI et al., 2009; KIM et al., 2009; SKLAVOS et al.,
2010; EL-SAYED & ANWAR, 2010). A Paromomicina € um antibiético do grupo
aminoglicosideo, foi identificado com potencial leishmanicida em 1960 e desde entdo tem
sido utilizado em ensaios clinicos para o tratamento da LT e LV, de maneira tdpica e
parenteral (KRAUSE & KROEGER, 1994; ASILIAN et al., 2003; SUNDAR et al., 2007).

1.7 BIOPRODUTOS COM ACAO LEISHMANICIDA

Além dos tratamentos com quimioterapicos, extratos e Oleos provenientes de
plantas estdo sendo estudados, principalmente na regido Amazodnica, devido a grande
biodiversidade natural, através deles é possivel encontrar classes de metabdlitos com
atividades contra o protozoario (BRAGA et al., 2007; POLONIO & EFFERTH, 2008).

Com os produtos de origem vegetal ha uma infinidade de estudos relatando o seu
efeito anti-Leishmania. Estudos realizados por Ueda-Nakamura et al. (2006) demostraram que
0 Oleo essencial rico em Eugenol, da planta Ocimum gratissimum mostrou acdo
leishmanicida, ndo apresentando efeito citotoxico a célula hospedeira. Outro 6leo proveniente
das folhas de Cymbopogon citratus, amplamente utilizado pelas industrias de perfumes e
cosméticos, foi capaz de inibir o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis
apos 72 horas de incubacdo (SANTIN et al., 2009).

Os extratos de raiz, frutos e folhas de plantas também apresentam atividade contra
varios protozoarios (CABRAL et al., 2010; LUSAKIBANZA et al., 2010). Peschiera
australis é uma planta encontrado no Brasil e em outros paises da América, e seu extrato foi
testado in vitro e os resultados obtidos mostraram sua eficacia contra formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis por Delorenzi et al. (2001).

Rosa et al. (2003) observaram que um o6leo essencial, proveniente da raiz da
planta Croton cajucara mostrou acédo leishmanicida, e foi capaz de matar 100% dos parasitas,
além de causar alteragBes ultraestruturais nessas células. Posteriormente, Brenzan et al.

(2007), ao investigar o extrato diclorometano das folhas de Calophyllum brasiliense, uma
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planta rica em xantonas e cumarinas, demonstraram sua eficcia contra as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Assim como o extrato metandlico de
Baccharis trimera parece ser eficaz contra algumas espécies que causam LT (TEMPONE et
al., 2008). J& o extrato organico de Mikania micrantha teve sua acdo comprovada contra
Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis (LAURELL et al., 2012)

A variedade de tratamentos atualmente disponiveis demonstra que ainda nédo
existe uma terapia eficaz para o combate a LT (BAILEY & LOCKWOOD, 2007) e muitos
estudos ainda estdo sendo realizados para o desenvolvimento de drogas eficazes, de baixo

custo e que possam ser utilizadas em doses minimas.

1.8 Physalis Angulata

O género Physalis pertence a Familia Solanaceae e abrange cerca de 120 espécies.
Physalis angulata é mais representativa das espécies do género Physalis, uma planta
distribuida ao longo de regiBes tropicais e subtropicais do mundo, principalmente nas
Ameéricas Central e Sul, possui caracteristicas herbaceas e habitos perenes (Figura 9). Na

Amazonia essa planta é popularmente conhecida como “camapt”, palavra de origem tupi. E
pop pu, p g

encontrada em hortas, jardins e quintais, sendo que seu uso é amplamente difundido na
medicina popular (LORENZI & MATOQOS, 2002; BASTOS et al., 2008; BALBANI et al.,
2009).

RN

Figura 9: (A) Planta Physalis angulata e (B) Fruto da planta.
Fonte: (A) Laboratério de Parasitologia, 2010. (B) Guimardes, 2005
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A espécie P. angulata é exclusivamente produtora de seco-esterdides altamente
oxigenados, chamadas fisalinas que sdo moléculas derivadas esteroidais de estruturas bastante
complexas principalmente pela pluralidade de anéis que este grupo de vitaesteroides apresenta
(Figura 10) (TOMASSINI et al., 2000; MAGALHAES et al., 2006).

QLI I

[oe]

(@)
I

N
BN

Figura 10: Esqueleto basico das Fisalinas
Fonte: TOMASSINI et al., 2000.

Esta planta é amplamente utilizada na medicina tradicional como analgésico, anti-
reumatico, para tratamento de dor de garganta e dor abdominal. E considerada como
antipirético e antiinflamatério para a hepatite e cervicite (LIN et al, 1992; BASTOS et al,
2008).

O cha da planta é recomendado na forma de banho para reumatismo e males de
figado. Seu suco é utilizado como calmante, depurativo e para o alivio da dor de ouvido. Seus
frutos sdo utilizados como desobstruentes e diuréticos. J& as folhas sdo utilizadas no
tratamento de inflamagdes na bexiga, baco e ictericia, sendo ainda empregadas no tratamento
de maléaria e hepatite (LORENZI & MATOS, 2002).

Choi & Hwang (2003) demonstraram que o extrato metanolico das flores de P.
angulata, exibiu acdo antiinflamatéria em edema de pata induzida por carragenina.
Posteriormente, Bastos et al. (2008) também observaram que 0 extrato aquoso da raiz de
P.angulata foi capaz de controlar a resposta inflamatoria induzida pela injecdo subcutanea de
carragenina a 1% , em modelos de inflamag&o de bolsa de ar. Além disso, o extrato foi capaz
de interferir na via da enzima ciclooxigenase, proliferacdo de linfécitos e producdo de NO e
TNF-p.
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Estudos realizados por Soares et al. (2003), mostraram que as Fisalinas B, F e G,
mas ndo D, purificadas do caule e folhas de P. angulata, causaram uma reducdo na producéo
de NO em macrofagos estimulados com LPS e Interferon-y. Porém estudos conduzidos por
Lee et al. (2009) mostraram que 0 extrato aquoso de P. angulata estimula a producdo ROS
em ceélulas cancerigenas da mucosa oral. E mais recentemente Wu et al., (2012)
demonstraram que a fisalina F induz apoptose de células humanas de carcinoma renal via
producéo de ROS.

Sua acdo sobre microorganismos patogénicos também foi investigada por diversos
autores. Céaceres et al. (1995) demonstraram que o extrato hidroalcodlico, obtido das folhas da
planta, apresentava acgao sobre culturas de Neisseria gonorrhoea resistentes a penicilina. Em
outro estudo foi verificado que o extrato aquoso e metandlico inibiram o crescimento de
Staphyloccocus aureus e Escherichia coli (SANCHES et al., 1997; SILVA et al., 1999).

Posteriormente, Hwang et al. (2004) demonstraram a acdo antibacteriana do
extrato metandlico das flores da espécie contra a cepa de Streptococcus mutans, uma das
principais bactérias causadoras da cérie dentéria. Além da acdo antimicrobiana, o extrato
apresentou atividade tripanossomicida descrita por Freiburghaus et al. (1996). Esses autores
utilizaram o extrato diclorometanico do caule em cultura de Trypanosoma brucei rhodesiense.

Sua acdo sobre o protozoario Leishmania foi demonstrada por Choudhary et al.
(2006). Esses autores isolaram a fisalina H da espécie Physalis minima, e produziram a partir
dela, duas novas fisalinas e observaram que ambos 0s compostos apresentaram atividade
leishmanicida contra promastigotas de Leishmania major. Recentemente, Guimardes et al.
(2009), investigaram a atividade leishmanicida das fisalinas B e F obtidas de P. angulata, em
modelos de leishmaniose cutanea in vitro e in vivo. Esses autores observaram que as fisalinas
B e principalmente a F foram capazes de reduzir o percentual de macréfagos infectados com
Leishmania amazonensis e Leishmania major, reduzindo o tamanho da lesdo e auséncia de
efeito citotoxico para a célula hospedeira.

Além disso, estudos realizados por Pinto et al. (2010) observaram que a fisalina E
isoladas do extrato etandlico foi eficaz no tratamento topico de dermatite crénica e aguda.

Entretanto, ndo existem trabalhos na literatura sobre a acdo do extrato aquoso da
raiz da planta sobre formas promastigotas e amastigotas de Leishmania e sua agdo na célula

hospedeira.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Choudhary%20MI%22%5BAuthor%5D
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo consideradas pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO,
2010) como uma das seis maiores endemias, infectando cerca de dois milhGes de pessoas no
mundo todo.

O Brasil esta entre os cinco paises com maior nimero de casos desta endemia,
representando um grave problema de salde publica, com destaque para a regido Norte, que
em 2010 foram registrados cerca de 32% dos casos (BRASIL, 2011 em Sinan/SVS/MS).

O perfil da doenca no pais esta mudando, devido a expansdo humana para areas
endémicas florestais, de uma zoonose transmitida acidentalmente ao homem, para uma
doenga de interface rural-urbana (CHAGAS et al., 2006). Na regido Norte o aumento na
incidéncia dos casos esta ocorrendo devido ao processo de exploracdo da Amazonia.

Devido ao aumento da ocorréncia de casos de Leishmaniose, uma diversidade de
medicamentos esta sendo desenvolvida com a finalidade de ativar a célula hospedeira, sem
causar efeitos colaterais e a0 mesmo tempo inibir os mecanismos desenvolvidos pelo parasito
para burlar a resposta imune das células fagociticas.

A inibicdo do crescimento ou a destruicdo da Leishmania dentro de macrofagos é
um mecanismo fundamental para eliminar ou reduzir a infecgdo. Porém, alguns protozoarios
sdo capazes de evadir desta resposta microbicida, sobreviver e se proliferar dentro dos
macrofagos (MAITY et al., 2009) como, a espécie, Leishmania (L.) amazonensis.

A planta Physalis angulata é amplamente distribuida em regibes tropicais e
subtropicais no mundo, e bastante utilizado na medicina popular na regido Amazoénica
(MAGALHAES et al 2006). O extrato da planta e composto purificados s&o alvo de estudos
em todo mundo (PINTO et al., 2010; LORENZI et al; 2002; LEE et al., 2009).

A purificacdo de determinados componentes pode melhorar a acdo dos compostos,
porém o rendimento das fragdes isoladas é extremamente baixo, o custo dessa purificacdo é
elevado e isso de certa forma inviabiliza estudos subsequentes. Na medicina tradicional
plantas inteiras ou misturas de plantas sdo utilizadas, em vez de compostos isolados
(RASOANAIVO et al., 2011).

Sendo assim, buscou-se determinar os efeitos desse extrato sobre o protozoario
Leishmania e o seu papel sobre macrofagos e ainda, durante a interacdo desses parasitos com

a célula hospedeira.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do extrato aquoso da raiz da planta Physalis angulata sobre o

protozoéario Leishmania (Leishmania) amazonensis e a célula hospedeira.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar a atividade do extrato sobre as formas promastigotas e amastigotas

de Leishmania (L.) amazonensis;

. Avaliar os efeitos do extrato sobre a morfoldgica e ultraestrutura de formas
promastigotas de L.(L.) amazonensis;

. Determinar a producao de radicais superdxidos da célula hospedeira infectada e
tratada com o extrato;

. Analisar a exposicdo de Fosfatidilserina e volume celular de promastigotas de
L.(L.) amazonensis ap0s tratamento com o extrato;

. Analisar a viabilidade da célula hospedeira tratadas com o extrato;

. Avaliar alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais da célula hospedeira tratada
com o extrato;

. Analisar os componentes do citoesqueleto (actina e microtubulos) da célula

hospedeira tratada com o extrato;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E DILUICAO DO EXTRATO AQUOSO DA RAIZ DA PLANTA

P.angulata

O processo de extracdo foi realizado no Laboratério de Neuroquimica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Par4, segundo o protocolo
previamente estabelecido por Bastos et al., (2008). A solugédo estoque do extrato aquoso (1
mg/mL) da raiz da planta Physalis angulata foi diluido em meio DMEM ou RPMI . A

concentracdo final utilizada para cada experimento foi obtida a partir dessa solucao.

4.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO EXTRATO AQUOSO

A analise do extrato aquoso da raiz de Physalis angulata por espectrometria de
massa foi realizada pelo LABCROL/UFPA em equipamento ultrOTOFQ —ESI-TOF Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA e em equipamento micrOTOF-Q II. (Universidade de Séo
Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Departamento de Fisica e

Quimica).

4.3 CULTIVO E MANUTENCAO DO PARASITO

Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/67/BR/PH8) foram obtidas em meio
NNN do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas. Posteriormente, as formas
promastigotas foram mantidas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de Soro Bovino
Fetal (SBF) em estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand) a 27°C. Foram realizados repiques
semanais até um total de seis passagens, garantindo a infectividade dos parasitos. As
promastigotas utilizadas em fase exponencial de crescimento estdo no quarto dia de
crescimento, enquanto que as consideradas em fase estacionaria de crescimento estdo no

sétimo dia de crescimento.

4.4 OBTENCAO E CULTIVO DA CELULA HOSPEDEIRA

Macrofagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos (Mus
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musculus). O lavado peritoneal foi feito apds a injecdo de 5 mL de solucdo de Hanks estéril
no peritdneo de animais previamente anestesiados e sacrificados.

O material aspirado foi concentrado por centrifugacdo a 4 °C. Os macrofagos
foram transferidos para garrafas ou placas de cultura de 12 e/ou 24 pocos e incubados a 37 °C
em estufa contendo 5% de CO; e 95% de O,, durante 1 hora para adesdo em garrafa, placa de
cultura ou em laminula de acordo com o experimento.

Apos esse tempo foi feita lavagem com solucgéo salina de fosfato estéril (PBS) pH
7.2 para remocdo de células ndo aderentes e, em seguida, adicionado meio DMEM
suplementado com 10% de SBF. Os animais foram sacrificados de acordo com as normas do
Comité de Etica (processo n° BI0001-09 CEPAE/ICB/UFPA) e acondicionados em
recipientes plasticos apropriados e despejados em containeres para coleta seletiva de material

bioldgico.

4.5 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

4.5.1 Atividade antipromastigota

Cultivos de promastigotas em fase exponencial de crescimento foram utilizados
para os testes com o extrato de P. angulata. Os parasitos foram adicionados aos pogos de
cultura em uma concentracdo de 1x10° parasitos por mL. O extrato foi adicionado em
concentragdes de 10, 20, 50 e 100 pg/mL obtidas a partir da diluicdo estoque (1mg/mL) em
meio RPMI, em placas de 24 pocos.

Foram retiradas aliquotas para contagem em camara de Neubauer nos tempos de 24,
48, 72 e 96h apds a adicdo do extrato. A contagem foi realizada em microscépio Optico
Olympus BX41 para comparacdo do crescimento de parasitos tratados em diferentes
concentracdes do extrato em relacéo aos parasitos ndo tratados. Em todos os experimentos foi
utilizado controle sem adicéo do extrato. Todos os testes foram realizados em triplicata. Como
controle positivo foi utilizado, Glucantime®, droga padrdo para o tratamento da

Leishmaniose.

4.5.2 Atividade antiamastigota

Os macrofagos peritoneais de camundongos utilizados no ensaio foram obtidos

como descrito no item 4.4. Para observar o efeito do extrato sobre as formas amastigotas no
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interior da célula hospedeira os parasitos obtidos na fase estacionéria de crescimento foram
colocados em contato com macréfagos na concentracdo de 5x10° células por poco na
proporcdo de 10 parasitos por macrofagos, durante 3 horas a temperatura de 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,.

As células infectadas foram, posteriormente, tratadas com o extrato em concentragoes
de 20, 50 e 100 pg/mL por 1 hora durante trés dia Apds este periodo, as laminulas contendo
os macrofagos infectados foram lavadas com PBS pH 7,2 a temperatura ambiente, e fixados
com formadeido 4% por 30 minutos. O fixador foi removido e as células lavadas. Em seguida,
as células foram coradas com Giemsa por 1h. Apds este tempo, as laminulas foram lavadas
com &gua para retirar todo o corante e submetidas a desidratacdo em solucGes contendo
acetona e xilol em proporc¢des crescentes até duas passagens de finais em xilol puro. Ao final,
as laminulas foram montadas sobre l&mina de vidro utilizando Entellan ® como meio de
montagem e analisadas em microscopio optico de campo claro Olympus BX41.

Foram contados 100 macréfagos por laminula e o indice endocitico foi obtido
calculando-se a porcentagem de células que endocitaram e a média de parasitas por células.

O ICsp (concentragdo minima necessaria para inibir 50% do crescimento) para
formas promastigotas e amastigotas intracelulares foi determinada a partir do programa

SigmaPlot (version 12).

46 ANALISE DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA E VOLUME
CELULAR DE PROMASTIGOTAS TRATADAS

Para avaliar se a morte das promastigotas estaria ocorrendo por apoptose, estas formas
foram tratadas com 50 e 100 pg/mL do extrato por 72h. ApOs o tratamento foram
centrifugadas, lavadas em PBS (pH 7.2), ressuspendidas e incubadas com Anexina V (Alexa-
Fluor, 488) em tampdo de ligagéo filtrado (10mM de Hepes pH 7.4, 150mM de NaCl, 5 mM
de KCI, ImM de MgCI2 e 1,8mM de CaCl2) por 30 minutos no escuro a 25 °C.
Subsequentemente, foram incubadas com iodeto de propidio (IP) (Sigma, 10 uM), por 15
minutos, para evidenciar os parasitos mortos, uma vez que a ligacdo deste ao material
genético do parasito demonstra a permeabilidade da membrana caracterizando uma célula
inviavel. A seguir cada amostra foi avaliada quantitativamente por citdmetro de fluxo BD
FACSCantoll e por software BD FACSDiva. E para avaliar o volume celular histogramas
foram gerados utilizando o parametro FSC (Forward Scatter) de parasitas tratados com 100

pg/mL com o extrato.
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4.7 AVALIACAO MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL DE PROMASTIGOTAS
TRATADAS COM O EXTRATO

4.7.1 Microscopia Optica

Formas promastigotas foram cultivadas e tratadas com o extrato nas
concentragcdes de 50 e 100 pg/mL. Apos 3 dias de tratamento, os parasitas foram fixados e
corados com Giemsa, diluido a 10 % em &gua destilada, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apos esse periodo, as células foram desidratadas em acetona 100% e passadas em
misturas crescentes de acetona—xilol, até duas passagens finais em xilol puro.

As laminulas foram, entdo, montadas em ldminas de vidro com Entellan ®. A
analise morfoldgica foi feita em microscopio Optico Axiostar plus (Zeiss) e as imagens
obtidas em camera digital modelo Power Shot A6501S (Laboratério de Ultraestrutura Celular
“Hertha Meyer” do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — UFRJ).

4.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Parasitos foram cultivados, tratados como descrito no item 4.5.1 e fixados em
solucdo de 2,5 % de glutaraldeido em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2. Ap6s a
fixacdo as células foram lavadas e depositadas em laminulas de vidro tratadas com uma
solucdo de 0.1% de poli-L-lisina para adesao dos parasitas.

A pos-fixacdo foi realizada com solugdo contendo 1% tetroxido de Osmio e
ferrocianeto de potassio por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada
desidratacdo em uma série etandlica (Merck) crescente a 15, 20, 30, 50, 70, 90% (10 minutos
cada etapa) e 100% (3 vezes durante 10 minutos). As amostras foram secas pelo método do
ponto critico (Modelo K 850 - Marca EMITECH) usando CO..

As laminulas foram fixadas em suporte apropriado e metalizadas com uma
pelicula de platina de aproximadamente 2nm de espessura, usando o aparelho Emitech K550-
England. As células foram analisadas em microscépio eletronico de varredura LEO 1450VP

(Instituto Evandro Chagas). Como controles foram utilizados promastigotas sem tratamento.

4.7.3 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Parasitos em fase exponencial de crescimento foram utilizados para os testes com
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0 extrato. Os parasitos foram adicionados as garrafas de cultura em uma concentracdo de
1x10° parasitos por mL. O extrato foi adicionado em concentracdes de 50 ¢ 100 pug/mL. Apds
3 dias de cultivo os parasitos tratados, foram centrifugados e fixados em uma solugédo
contendo 2,5% de glutaraldeido a 25%, 4% de paraformaldeido, 2.5% de sacarose, em tampé&o
cacodilato de sddio 0.1 M, pH 7.2. Apos a fixacdo as células foram lavadas 3 vezes em
tampdo cacodilato 0.1 M e posteriormente incubadas em solugdo contendo 1% tetroxido de
6smio, ferrocianeto de potassio 0,8% por 1 hora a temperatura ambiente. As células foram
lavadas trés vezes em tampdo cacodilato 0,1 M e entdo desidratadas em série crescente de
acetona durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Apos a desidratacdo as células foram lentamente impregnadas em resina Epon nas
seguintes concentragdes: 2:1, 1:1 e 1:2 (acetona 100%: Epon - 12 horas em cada etapa). A
sequir, o material foi colocado em Epon puro por 6 horas e depois no suporte para
polimerizagcdo a 60° C por 48 horas. Os blocos polimerizados foram cortados em
ultramicrotomo (Leica EM UC6) e os cortes obtidos foram contrastados durante 20 minutos
com acetato de uranila 5%, e, posteriormente, durante 5 minutos com citrato de chumbo e

observados em Microscépio Eletronico de Transmissdo LEO 906 E.

4.8 DETECCAO DA VIABILIDADE CELULAR DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA
COM O EXTRATO

4.8.1 Método Thiazolyl Blue (MTT)

O MTT, um sal tetrazolium soltvel em &gua, é convertido pelas desidrogenases
mitocondriais em cristais azuis de formazan insolliveis em agua. O produto formazan é
impermedvel as membranas celulares, acumulando-se em células viaveis, sendo
posteriormente diluido em DMSO (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006).

Macrofagos foram cultivados como descrito no item 4.2 em placas de 96 pocos e
submetidos ao tratamento com concentracdes de 10 a 400 pg/mL do extrato. As células foram
tratadas por 1 hora, depois lavadas duas vezes com PBS e incubadas novamente em meio
DMEM e 10% SBF por 24 horas.

O sobrenadante foi retirado e os pogos lavados com PBS. Logo apos a lavagem,
foi adicionado 0,5 mg/mL MTT diluido em PBS sendo, posteriormente, incubados a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO, por 3 horas. Apds o téermino de incubacgéo, foi retirado o

sobrenadante, lavado uma vez com PBS e adicionado 200 uL. DMSO em cada pogo para
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solubilizacéo dos cristais de formazan e a placa foi incubada em agitagdo por 10 minutos.
Posteriormente, a solucdo resultante foi lida em leitor de ELISA (BIO-RAD
Model 450 Microplate Reader) em um comprimento de onda de 570 nm. Como controle

positivo, as células foram mortas com solucao de 10% de formol em PBS.

4.8.2 Deteccao de Potencial da Membrana Mitocondrial (JC-1)

O JC-1 é um marcador fluorescente que mensura o potencial da membrana
mitocondrial das células (AW) vivas. A perda de potencial de membrana mitocondrial é
utilizada como indicador inicial do processo de apoptose. O JC-1 possui vantagens sobre
outros corantes catidnicos, pois pode penetrar na mitocondria conforme variagbes no
potencial de membrana. O JC-1 possui formas conhecidas como “J- agregados” que coram
células nado-apoptéticas com fluorescéncia vermelha intensa. Por outro lado, células
apoptdticas com baixo AW, permanecem na forma monomérica, apresentando apenas
fluorescéncia verde (PERELMAN et al., 2012).

Macrofagos foram cultivados em placas de cultura de 24 pocgos contendo
laminulas e submetidos ao tratamento por 1 hora com 50 e 100 ug/mL do extrato e incubadas
por 24 horas. Em seguida, foram incubados por 30 min com 10 mM de JC-1 a 37°C, lavados
com PBS, observados e fotografados em Microscépio Confocal Pascal LSM-510 (Zeiss).

Para a andlise quantitativa as células depois de cultivadas e tratadas foram raspadas e
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, sendo ressuspendidas em solucdo de PBS pH 7,2.
Em seguida, foram centrifugadas novamente a 1500 rpm por 10 minutos e incubadas por 30
min com 10 mM de JC-1 a 37°C. Posteriormente, foram feitas lavagens com PBS e a anélise
foi realizada utilizando citémetro de fluxo BD FACSCantoll TM em comprimento de onda de
excitacdo 488 nm, sendo que os monémeros de JC-1 emitem a 529 nm e os “J-agregados” a
590 nm. Os dados foram obtidos utilizando o software BD FACSDiva Um total de 10.000
eventos foram coletados para cada amostra e analisados com auxilio do programa WinMDI
2.9.

4.8.3 lodeto de Propidio (IP)

A deteccdo da apoptose de macrdfagos foi realizada utilizando a marcagdo com lodeto

de Propidio. O IP é impermeavel a membrana plasmatica integra, assim as células negativas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perelman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23171850
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para a marcagdo com IP estdo vidveis. J& nas células mortas o IP tem acesso ao DNA celular
devido a perda da integridade das membranas plasmatica e nuclear destas células

Macrofagos foram cultivados em placas de cultura de 12 pocos e submetidos ao
tratamento por 1 hora com 0 extrato nas concentra¢cdes de 50 ¢ 100 pg/mL. Apds o
tratamento, as células foram raspadas, centrifugadas, lavadas com PBS e novamente
centrifugadas. Em seguida, as células foram marcadas com 10 pL de IP por 30 minutos. Por
fim, foram submetidas a lavagens com PBS e a leitura feita em citdometro de fluxo. Um total
de 10.000 eventos foram coletados para cada amostra e analisados conforme descrito no item

4.8.2. Celulas marcadas pelo IP foram consideradas mortas.

4.9 ANALISE MORFOLOFICA DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA COM O
EXTRATO

4.9.1 Microscopia Optica

Macrofagos foram cultivados como descrito no item 4.4 e tratados por 1 hora com 50 e
100 pg/mL do extrato e, posteriormente, fixados com uma solucéo de tampdo PHEM e 4% de
paraformol durante 30 minutos. A coloracdo foi feita com o corante Giemsa, diluido a 10 %
em agua destilada, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as células
foram desidratadas em acetona 100% e passadas em misturas crescentes de acetona—xilol, até
duas passagens finais em xilol puro. As laminulas foram, entdo, montadas em laminas de
vidro, tendo Entellan® como meio de montagem. As células foram analisadas em
microscopio Optico Olympus Bx53 camera Olympus DP72.

4.9.2 Microscopia Optica de Fluorescéncia - deteccio de filamentos de actina e

microtUbulos

Macrofagos foram cultivados como descrito no item 4.4 e tratados por 24h com a
concentracdo de 50 e 100 ug/mL do extrato. As células foram fixadas em paraformaldeido 4%
em tampao PHEM 0,1 M por 1 hora. Em seguida foram permeabilizadas em 0,3% Triton-X,
lavadas em PBS e os sitios de ligacdo foram bloqueados com solucdo de NH,Cl 50mM. Apoés
0 bloqueio, foram realizadas lavagens com PBS suplementado com 1 e 3% de BSA.

Para deteccdo de filamentos de actina, as células foram incubadas com

fluorocromo Faloidina (Molecular Probes Invitrogen®) diluido 1:200 em PBS com 1% de
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BSA durante 40 minutos, seguido de lavagem em PBS 3% BSA e PBS 1% BSA. Ou
incubadas com anticorpo primario anti-tubulina (Molecular Probes Invitrogen®) diluido
1:100 em PBS 1% durante 1 hora, para deteccdo de microtdbulo. Em seguida foram
incubados com anticorpo secundario Alexa-Fluor, 488 (Molecular Probes Invitrogen®) para
revelar a reagdo. As celulas também foram incubadas com DAPI diluido 1:10 em PBS por 40
minutos para marcacao do nucleo, sendo por fim lavadas em PBS e agua.

As laminulas foram montadas em lamina contendo o ProLong Gold antifade
reagent (Molecular Probes Invitrogen®). As ceélulas marcadas com Faloidina foram
analisadas em filtro de 594 nm e as marcadas para microttbulos foram analisadas em filtro de

488 nm. Foram observadas e fotografadas em Microscopio Confocal Pascal LSM-510 (Zeiss).

4.9.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Macréfagos foram cultivados e tratados em placas de cultura contendo laminulas
de vidro como no item 4.4 e processados para MEV como descrito no item 4.7.2. As células
foram analisadas no microscépio eletrénico de varredura Quanta 250, marca FEI Company
(Laboratorio de Ultraestrutura Celular “Hertha Meyer” do Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Filho — UFRJ). Como controles foram utilizados macrofagos sem tratamento.
4.9.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Macréfagos foram cultivados em garrafas de cultura como descrito no item 4.4 e
tratados por 1 hora na concentragdo de 50 ¢ 100 pg/mL e foram processados e analisados

como descrito no item 4.7.3.

4.10 PRODUCAO DE RADICAIS SUPEROXIDOS EM MACROFAGOS INFECTADOS E
TRATADOS COM O EXTRATO

4.10.1 Deteccéo de radicais superoxidos em macrofagos tratados com o extrato.

Macréfagos (5x10° células por poco) foram cultivados em placa de cultura como
descrito no item 4.4. As células foram lavadas com PBS e incubadas com meio contendo 0,5

mg/ml de Nitroblue Tetrazolium (NBT) e as concentraces de 50 e 100 pg/mL do extrato.
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Como controle positivo foi utilizado Saccharomyces cerevisiae. Ap6s 1 h a 37°C e em
atmosfera de 5% de CO,, as células foram lavadas com PBS pH 7.2 e fixadas em
paraformaldeido 4% por 30 minutos, desidratadas e montadas como descrito no item 4.5.2 e

posteriormente, analisadas em microscépio éptico Axiophot.

4.10.2 Deteccdo de radicais superdxidos em macrofagos infectados e tratados com o

extrato.

Macréfagos (5x10° células por poco) foram cultivados em placa de cultura de 24
pocos como descrito no item 4.4. As células foram lavadas com PBS e incubadas com meio
contendo 0,5 mg/ml de Nitroblue Tetrazolium (NBT), 1:10 parasitos e as concentracdes de 50
e 100 pug/mL do extrato. Como controle positivo foi utilizado Saccharomyces cerevisiae.
Apbs 1 ha 37 °C e em atmosfera de 5% de CO,, as células foram lavadas com PBS pH 7.2 e
fixadas em paraformaldeido 4% por 30 minutos, desidratadas e montadas como descrito no
item 4.5.2.

4.12 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram analisados utilizando o Graph Pad Prism Versdo 5.0. O

teste usado foi a analise de variancia, ANOVA, e Teste t de Student, com (*) p < 0,05, (**) p<
0,01, (***) p< 0,001.
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5.1 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO EXTRATO POR ESPECTROMETRIA

DE MASSA

O extrato aquoso de P. angulata foi analisado por HRESITOF para identificar os possiveis

principios ativos presentes. Foram observados diferentes picos na coluna de cromatografia

liquida. Dentre eles, foram identificadas as Fisalinas D, E, F e G (Tabela 1).

Tabela 1. Anéalise dos componentes do extrato de Pa por espectrometria de massa de alta

resolucdo por micrTOF Il - ESI-TOF

tR (min) Componente m/z [M-H] Formula Molecular
5.4 Fisalina D 545.20323 CogH31011
4.4 Fisalina G 544.19447 C2sH30010
2.5 Fisalina E 545.20427 CogH32011
16.5 Fisalina F 527.19243 CagH30010

tR:tempo de retencao
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5.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

5.2.1 Atividade antipromastigota

O efeito do extrato aquoso da planta Physalis angulata (Pa) sobre
promastigotas de L. (L.) amazonensis foi monitorado durante 96 horas consecutivas. Na figura
11 A e B pode-se observar que as culturas de L. amazonensis foram mais sensiveis ao
tratamento com o extrato de Pa do que com a Glucantime®. Foi observada uma reducédo de
25% e 22,4% no namero de parasitas vidveis tratados com 50 e 100 pg/mL de Glucantime,
respectivamente (Figura 11A). Em contraste, o extrato induziu uma redugdo dose-dependente
na proliferacdo dos parasitos de 74,5% e 99,8% nas concentracGes de 50 e 100 pg/mL,

respectivamente, representando um ICsg de 35.5 pg/mL (Figura 11B).
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Figura 11. Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania (L) amazonensis tratadas com
diferentes concentracBes de Glucantime (A) e de Pa (B) durante 96h. *p < 0.05, ***p < 0.001
representa a diferenca entre células tratadas e o controle sem tratamento. CTL: Controle
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5.2.2 Atividade antiamastigota

A atividade leishmanicida do extrato de Pa também foi avaliada em macrofagos
infectados com L. (L.) amazonensis e tratados diariamente por 1 h durante 3 dias. Na Figura
12 é possivel observar uma diminuicéo significativa no nimero de amastigotas no interior da
célula hospedeira, quando comparado ao controle sem tratamento. A redugdo dos parasitas foi
observada em todas as concentragdes testadas. Entretanto, os resultados mais significativos
foram encontrados nas concentracdes de 50 e 100 pug/mL do extrato, foi detectada uma
reducdo no crescimento de amastigotas de 70,6% e 70,9%, respectivamente (ICso 32.0

pg/mL).

indice Endocitico

\

'

20 50 100
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Figura 12. Efeito do extrato de Pa sobre amastigotas L. (L.) amazonensis.Macréfagos infectados
foram tratados com diferentes concentra¢fes do extrato, por 1 hora, durante trés dias consecutivos. (*)
p < 0,001 representa a diferenca entre células tratadas e o controle sem tratamento.



36

5.3 EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA E REDUCAO DO VOLUME
CELULAR EM PROMASTIGOTAS APOS TRATAMENTO COM O EXTRATO.

Para investigar se indugdo de morte celular em promastigotas tratadas com o extrato
de Pa era causada por apoptose, foi utilizado o teste de dupla marcagédo com anexina V e IP.
Os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢do de FS aumentou durante o tratamento
com o extrato de Pa. Foi observado um aumento significativo de promastigotas marcadas
positivamente para anexina V de 20,32% quando tratadas com 50 ug/mL e 52,79% tratadas
com 100 pg/mL de Pa por 72 h, em comparacdo com 4,59% de células ndo tratadas (Figura
13), respectivamente. J& a analise do histograma (Figura 14) que corresponde ao volume
celular de promastigotas ndo tratadas foi observada dois tipos de populagdes representadas
por dois picos, 0 primeiro (a esquerda) apresentaram promastigotas com tamanho menor
(ponta de seta) e o ultimo pico (a direita) demonstrou promastigotas com tamanho maior
(seta). Quando promastigotas foram tratadas com 100 ug/mL do extrato foi observada uma
diminuicdo da populagdo com tamanho celular maior, e um aumento da populacéo de células

com tamanho menor (Figura 14).
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Figura 13. Exposicéo de fosfatidilserina em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com o
extrato de P. angulata por 72 h utilizando anexina-V e IP.

(A) Promastigotas ndo tratadas. (B) Promastigotas tratadas com 50ug/mL do extrato de Pa. (C)
Promastigotas tratadas com 100ug/mL do extrato de Pa. Quadrante-Q3 (anexina V-488-/IP-) indica o
controle.
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Figura 14: Volume celular de formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com 100ug/mL do
extrato de Pa por 72 h.

FSC-A foi utilizado como pardmetro para o tamanho celular. A &rea cinza corresponde ao controle
(parasitas ndo tratados) e linha vermelha corresponde aos parasitas tratados com 100pg/mL do extrato.

5.4 ALTERACOES MORFOLOGICAS DE PROMASTIGOTAS TRATADAS COM O
EXTRATO

5.4.1 Microscopia éptica

Foram observadas inimeras alteracGes morfoldgicas das formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis, ap0s o tratamento com o extrato aquoso de P. angulata. Promastigotas
sem tratamento apresentaram morfologia tipica, com corpo alongado e a presenca de um
unico flagelo (Figura 15-A).

Em contraste, promastigotas tratadas com 50 pg/mL do extrato, apresentaram
formas arrendondas, com duplo flagelo e redugéo do tamanho celular (Figura 15-B). Nas
promastigotas tratadas com 100 pg/mL do extrato foi observada uma reducédo no namero de
células e presengca de muitos fragmentos celulares. Os protozoarios apresentaram volume

celular bastante reduzido com corpo arredondado (Figura 15-C).
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Figura 15. Alteracbes morfoldgicas das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com o
extrato aquoso de Pa por 72h e corados com Giemsa.

(A) Promastigotas apresentando morfologia tipica como corpo alongado e um unico flagelo. (B)
Promastigotas tratadas com 50 pug/mL do extrato. Observar duplicacdo do flagelo (seta) e redugéo do
volume celular. (C) Promastigotas tratadas com 100 pg/mL. Notar reducdo do tamanho da célula e
corpo celular arredondado (seta). Barra: 20 um.
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5.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microcopia eletrénica de varredura (MEV) permitiu confirmar com mais
detalhes as alteracdes do flagelo e do corpo celular do parasita observada pela microscopia
Optica. Nas formas promastigotas tratadas com 50 pg/mL de Pa foi possivel observar
duplicacdo do flagelo e células em aparente processo de divisdo celular atipico (Figura 16B-
C). Outras alteracdes foram observadas em promastigotas tratadas com 100 pg/mL Pa como,
multiseptacdo do corpo celular, corpo celular arredondado e flagelo curto com a presenca de
debris celulares (Figura 16D-E), quando comparadas as promastigotas ndo tratadas (Figura
16A).
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Figura 16. Alteragdes morfologicas em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com extrato
aquoso de P. angulata e observadas através de MEV.

(A) Promastigotas sem tratamento. (B) Promastigotas tratadas com 50 pg/mL do extrato. Observar
célula em processo de divisdo celular atipico (seta). (C) Observar duplo flagelo com tamanhos
diferentes e multiseptacéo do corpo celular. (D-E) Promastigotas tratadas com 100 pug/mL do extrato.
Observar promastigotas com corpo celular arredondado e flagelo curto. Notar presenca de debris
celulares ao redor do protozoario e multisepetacéo do corpo celular (D-E) (setas). Barras: (A-C) 3um;
(B-D-E) 1,5um.
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5.4.3 Microscopia Eletrénica de transmissao (MET)

Através da microscopia eletrénica de transmissdo foi possivel avaliar as
principais alteragdes do parasito apos o tratamento com o extrato. Nas promastigotas tratadas
com 50 pg/mL do extrato foi possivel observar alteracbes na membrana flagelar e na
membrana que envolve a bolsa flagelar do parasita, além de processo de divisdo celular
atipico (Figura 17B), semelhante ao que foi observado por MEV. Porém alteracdes mais
evidentes foram observadas nas promastigotas tratadas com 100 pg/mL do extrato como,
alteragcbes na membrana do flagelo e na bolsa flagelar, como a presenca de figuras
semelhantes a mielina e presenca de maltiplas vesiculas no seu interior. Foi possivel observar
também alteraces morfolégicas no cinetoplasto como, duplicacdo irregular, aumento do
tamanho e figuras semelhantes a mielina, esta foi a principal organela alterada (Figura 17C-

F), qguando comparada as promastigotas ndo tratadas (Figura 17A).
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Figura 17. Alteracdes ultraestruturais de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis tratadas com
0 extrato aquoso de Pa. (A) Controle: Promastigotas sem tratamento. (B) Promastigotas tratadas com
50 pg/mL do extrato. Observar alteragcdes na membrana flagelar e ruptura do flagelo (setas) e vactolos
na membrana da bolsa flagelar (*). Observa-se processo de divisdo atipico (ponta de seta). (C-F)
Promastigotas tratadas com 100 pug/mL do extrato. (C) Figuras semelhantes a mielina na mitocondria e
préximo ao cinetoplasto (seta). (D) Observar a presenca de vesiculas na bolsa flagelar (*) e
cinetoplasto dilatado (ponta de seta). (E) Presenca de figuras semelhantes a mielina na bolsa flagelar
(setas largas) e duplicacéo irregular do cinetoplasto (ponta de seta). (F) Altera¢cbes na membrana
flagelar do parasita. N — nGcleo; BF — bolsa flagelar; K — cinetoplasto; F — flagelo; M — Mitocdndria.
Barras: (A-C) 5 um; (B-D-E-F) 2 um.
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5.5 DETECCAO DA VIABILIDADE DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA COM O
EXTRATO

5.5.1 Método colorimétrico Thiazolyl Blue (MTT)

No presente estudo ndo houve diminuicdo significativa da viabilidade celular ap6s
tratamento por 1 h nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL do extrato e, posteriormente mantida
por 24 h em cultivo. O teste mostrou também que até a concentracdo de 400 ug/mL as células
mostraram-se viaveis. Como controle negativo, as células foram fixadas com solugédo de 10%
de formol em PBS (Figura 18).
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Figura 18. Viabilidade celular pelo método MTT em macrdfagos tratados com o extrato de Pa durante
1 hora e mantidos em cultivo por 24 horas.

5.5.2 Deteccao do Potencial de Membrana Mitocondrial (JC-1)

Este estudo também avaliou o Potencial de Membrana Mitocondrial através do
método JC-1. Histogramas representativos de citometria de fluxo sdo observados na Figura
19. Este método mostrou que as células tratadas com 50 pg/mL (Figura 19B) e 100 pg/mL
(Figura 19C) do extrato mantiveram-se viaveis com 94, 56% e 93, 45%, respectivamente,
semelhantes ao controle sem tratamento 94, 61% (Figura 19A). Com base nos dados obtidos
por citometria, os macrofagos tratados foram analisados por microscopio confocal (Figura 20)

e foi possivel observar que as células tratadas com 50 e 100 pug/mL apresentaram 0 mesmo
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padrdo de fluorescéncia vermelha observadas no controle sem tratamento. Isso indica que o
extrato de Pa ndo possui efeito citotdxico para a célula hospedeira. Esse resultado

complementa aqueles obtidos pela citometria de fluxo e pelo método colorimétrico MTT.

45t 94, 56% Tasrn %68t 93, 45%

94, 61%

JC-1 Fluorescéncia Verde

JC-1 Fluorescéncia Vermelha

Figura 19. Anélise por citometria de fluxo da viabilidade celular pelo método JC-1 em macréfagos
tratados com o extrato de Pa durante 1 hora.
(A) Controle sem tratamento. (B-C) Macro6fagos tratados com 50 e 100 pg/mL de Pa, respectivamente

Figura 20. Anélise por Microscopia de fluorescéncia da viabilidade celular pelo método JC-1 em
macrofagos tratados com o extrato de Pa por 1 hora.

(A) Controle sem tratamento. Observar fluorescéncia vermelha indicando viabilidade das
mitocondrias. Macrdfagos tratados com 50 pg/mL (B) e 100 pg/mL (C) do extrato, respectivamente.
Observar padrao de fluorescéncia vermelha, semelhante as células ndo tratadas. Barra (A-C) 20 pm.
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Para andlise de morte celular foi utilizado o IP, onde apenas as células mortas sao

capazes de reter o corante. Nao foi observado aumento no nimero de células mortas tratadas

com o extrato de Pa (Figura 21B-C) quando comparadas com o controle sem tratamento

(Figura 21A).
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Figura 21. Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando lodeto de Propidio como marcador

em macrdfagos tratados com extrato de Pa.

(A) Controle: macréfagos sem tratamento. (B-C) Macrofagos tratados com 50 e 100 pg/mL do extrato
de Pa,respectivamente. Os numeros nos graficos indicam as porcentagens de células marcadas com IP.
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5.6 ANALISE MORFOLOGIA DA CELULA HOSPEDEIRA

5.6.1 Microscopia Optica

Por meio da microscopia Optica de campo claro foi observado um aumento no
espraiamento e maior nimero de filopddios e vactolos nas células tratadas por 1 hora com o
extrato de Pa nas concentragdes de 50 ¢ 100 pg/mL (Figura 22 B-C) quando comparadas ao

controle sem tratamento (Figura 22A).
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Figura 22. Anélise morfolédgica de macréfagos tratados com extrato de Pa por 1 hora e corados com
Giemsa.

(A) Controle sem tratamento. Observar aspecto geral de macréfagos residentes. (B) Macréfagos
tratados com 50 pg/mL. Observar o espraiamento celular (setas) e presenca de vacuolos nas células
tratadas (ponta de seta). (C) Macrdfagos tratados com 100 pg/mL. Notar aumento do espraiamento
celular e volume celular (setas). Barra (A-C) 20 um.
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5.6.2 Microscopia Optica de Fluorescéncia

Observadas as altera¢cdes por microscopia Optica os componentes do citoesqueleto de
macrofagos foram analisados por microscopia de fluorescéncia ap6s o tratamento com o
extrato por 1h (Figura 23). Células ndo tratadas apresentaram caracteristicas semelhantes a
macrofagos residentes para filamentos de actina e microttbulos (Figura 23 A-D). Macré6fagos
tratados com 100 pg/mL demonstraram alteracbes na distribuicdo de filamentos de actina,
com formacdo de filopodios e uma concentracdo de actina nessas regides (Figura 23 E-F)
(setas brancas). A marcacdo para microtibulo demonstrou a polimerizacdo deste componente,
principalmente proximo a membrana nuclear com extensdo por todo o corpo celular (Figura
23 G-H) (setas brancas). O DAPI foi utilizado para identificacdo e analise de possiveis
alteracdes nucleares (inset) e ndo foi detectada nenhuma alteracdo no nucleo das células

tratadas.
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Figura 23. Deteccdo de componentes do citoesqueleto em macrdfagos tratados com 100 pg/mL do
extrato de Pa.

(A-D) Macrofagos nédo tratados. Observar marcacdo de filamentos de actina com Faloidina e
microtubulos (E-F) Macrofagos tratados com extrato demonstrando a formacdo de filopddios (setas
brancas) e (G-H) células tratadas demonstrando a polimerizacdo de microtibulos se extendendo do
nicleo até a membrana celular. Inset: DAPI. (B-D) e (F-H) Contraste interferencial de Normaski.
Barra: 20pum.
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5.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Devido as alteracGes e espraiamento observadas em MO foi realizada a MEV para
uma analise mais detalhada a respeito das alteracfes morfologicas e confirmacdo dos dados.
Nos macrofagos tratados com 50 e 100 pg/mL foi possivel observar a presenca de muitos
filopddios e maior espraiamento e adesdo nas células tratadas (Figura 24B-D) quando

comparadas as células ndo tratadas (Figura 24A).
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Figura 24. Microscopia eletronica de Varredura de Macrdfagos tratados com 50 e 100 pg/mL Pa.

(A) Macrofagos residentes sem tratamento. Observar formato arredondado da célula e auséncia de
projecOes citoplasmaticas. (B) Células tratadas com 50 pg/mL. (C-D) Macrofagos tratados com 100
pg/mL. Observar células com alteragdo no tamanho e forma, além da presenca de varias projecdes
citoplasmaticas e maior espraiamento celular quando comparadas as células ndo tratadas. Barras: (A) 5
um; (B-D) 20 um.
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5.6.4 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Para observar as alteragcdes ultraestruturais com maiores detalhes, macrofagos tratados
com 50 e 100 pg/mL do extrato foram analisados por MET. Foi observado a presenca de
inimeros filopddios e vaclolos (*) em células tratadas (Figura 25B-D-E). Ndo houve
alteracfes nas organelas citoplasméticas, como mitocondria e no nucleo (Figura 25 B-E) da
célula tratada quando comparadas as células ndo tratadas (Figura 25A). Os macrofagos
tratados com as duas concentracdes do extrato apresentaram aparente aumento de complexo
de Golgi e RE (seta menor preta e branca) (Figura 25B-E) e estruturas sugestivas de vesiculas
lipidicas (*) (Figura 25C).
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Figura 25. Andlise ultraestrutural de macréfagos tratados com o extrato de Pa por 1h.

(A) Controle. Observar auséncia de vacutolos, poucos filopddios e organelas citoplasmaticas com
caracteristicas tipicas de macréfagos residentes. (B-C) Macréfagos tratados com 50 pg/mL do extrato.
Observar presenca de vacuolos (*) e filopodios, além da presenga de mitocondrias sem alteracoes e
reticulo endoplasmatico proeminente (setas). (D-E) Macrdfagos tratados com 100 pg/mL do extrato.
Observar espraiamento celular e muitos filopddios, nicleo e mitocondrias apresentando morfologia
tipica. N: Nucleo, CG :Complexo de Golgi, M: Mitocéndria. Barras: (A-E) 5 um.
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58 PRODUCAO DE RADICAIS SUPEROXIDOS POR MACROFAGOS
INFECTADOS E TRATADOS COM O EXTRATO

5.8.1 Producéo de superdxidos por macrofagos tratados com o extrato.

A producédo dos radicais superoxidos foi observada em macrdfagos tratados com
Pa utilizando o NBT. As células tratadas com 100 pg/ml apresentaram intensa atividade da
enzima por toda a célula. A partir da contagem de células foi possivel confirmar a
porcentagem de macrdfagos que apresentaram reacdo positiva (Figura 26). Foram utilizados
um controle negativo, macréfagos sem tratamento e um controle positivo (inset) para

comprovar a especificidade do teste.
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% de macréfagos marcados com NBT

Figura 26. Detec¢do da producdo de radicais superoxido através da reacdo com NBT em macrofagos
tratados com o extrato aquoso de Pa por 1 hora. (A) Controle negativo da reagdo, macrofagos sem
tratamento, observar a auséncia da reagdo. (Inset) Controle positivo com macréfagos infectados com
Saccharomyces cerevisiae. (B) Macréfagos tratados com 100 pg/ml do extrato, observar a observar a
producéo de radicais por toda célula (seta). (C) Porcentagem de macréfagos marcados com o NBT.
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5.8.2 Producdo de superdxidos em macrdfagos infectados e tratados com o extrato.

Para observar a possivel resposta microbicida da célula foram realizados dois
testes: Deteccdo de radicais e 0xido nitrico. Nao foi observada a producdo de NO nas células
tratadas (dados ndao mostrados), porém através da reagdo citoquimica com NBT foi possivel
detectar a producéo de radicais superdxidos em macréfagos infectados com L. amazonensis e
tratados com 50 e 100 pg/ml do extrato de Pa. Foi utilizado um controle com L. amazonensis
para mostrar o blogueio da producao de radicais por este parasita e um controle positivo com

Saccharomyces cerevisiae para demonstrar a especificidade do teste. (Figura 27).
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Figura 27. Deteccdo da producdo espécies reativas de oxigénio através da reacdo com NBT em
macrofagos infectados com L. amazonensis e tratados com o extrato aquoso de Pa por 1 hora.

(A) Controle negativo da reacdo, macrofagos ndo tratados e ndo-infectados . (B) Controle positivo da
reacdo, de macréfagos infectados com Saccharomyces cerevisiae da reagdo, observar a reacdo pontual
no local da infeccdo (seta). (C) Controle de macréfagos infectados com L. amazonensis e sem
tratamento, observar a auséncia da reacdo causada pelo parasito (setas). (D) Macrofagos infectados e
tratados com 50 pg/ml do extrato, observar contato entre o parasita e a célula (seta). (E) Macr6fagos
infectados e tratados com 100 pg/ml, observar a producdo de reacdo, mesmo na presenca da
Leishmania (seta). Barras: 10 um.
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6. DISCUSSAO

As plantas medicinais oferecem novas perspectivas para a descoberta de novos
compostos com propriedades terapéuticas contra o parasita Leishmania. Extratos e infusdes
obtidos de espécies do género Physalis (Solanaceae) sdo amplamente utilizadas na medicina
popular (LORENZI & MATOS, 2002). E por isso varios estudos demonstraram suas
propriedades bioldgicas in vitro (BASTOS et al., 2008; GARCIA et al., 2006; GUIMARAES
et al., 2009, 2010; PINTO et al., 2010; SA et al., 2011). No entanto, nfo héa estudos na
literatura que demonstram as alteracGes morfoldgicas sobre o parasita Leishmania e sua célula
hospedeira que ocorre em resposta ao efeito do extrato da planta e seu mecanismo de acéo.

Inicialmente foi verificado se o extrato da raiz de P. angulata possuia atividade
leishmanicida contra as formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania (L.)
amazonensis. A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que houve uma reducao
significativa no crescimento de promastigostas de L. amazonensis ap0s o tratamento com 50 e
100 pg/mL do extrato, sendo esta redug@o de 74,5% e 99,8%, respectivamente, representando
um (ICs de 35,5 pg/mL).

Estudos descritos na literatura envolvendo flores e extratos de folhas de
Cymbopogon citratus, Matricaria chamomilla e Piper regnellii Miq., utilizando concentracao
semelhante ao presente estudo, obtiveram uma reducgdo de 98% contra promastigotas de L.
amazonensis (LOUIZE et al., 2005). O extrato de Pa possui um efeito inibidor no crescimento
de promastigotas similar a estes extratos de plantas. No entanto, é mais potente do que
plantas, Tanacetum parthenium e Tanacetum vulgare L., analisadas no mesmo estudo (LUIZE
et al., 2005).

No presente trabalho, o tratamento de formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis com o0 extrato promoveu uma diminuicdo de 70,6% e 70,9% utilizando as
concentragdes de 50 e 100 pg/mL, respectivamente (ICso 32,0 pug/mL) apds 72 h de
tratamento. Luize et al., 2005 observaram que os extratos das plantas Cymbopogon citratus,
Matricaria chamomilla e Piper regnellii Miq apresentavam um efeito inibitorio de 92% a
96% das formas amastigotas de L.amazonensis. No entanto, ndo é possivel comparar
diretamente o efeito inibitério com o do presente estudo, uma vez que os autores utilizaram
culturas de amastigotas axénicas em vez de amastigotas intracelulares.

Os macréfagos representam a principal célula hospedeira do parasita. Estas
células apresentam func@es fagociticas altamente especializadas. Atualmente varios estudos

utilizando diferentes bioprodutos tém avaliado a capacidade de estimular macr6fagos em
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diferentes aspectos (GARCIA et al., 2002; LOPES et al., 2006; RODRIGUES et al., 2011).
Para desempenhar suas fun¢des, macrofagos séo ativados pelo reconhecimento de diferentes
tipos de moléculas presente nos microorganismos, assim como as moléculas produzidas pelo
hospedeiro em resposta a infeccbes. Os macrofagos ativados alteram sua morfologia
apresentando projecdes citoplasmaticas, aumento da adesdo e espraiamento celular, além de
expressdo de citocinas e ativacdo da resposta microbicida celular, como producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (BILITEWSKI et al., 2008; GORDON & MARTINEZ, 2010).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que o uso do extrato de
Pa promoveu uma ativacdo destas células via producdo de ROS em macrofagos infectados e
ndo infectados com L. amazonensis, espécie que para escapar as defesas imunes do
hospedeiro desenvolveu mecanismos sofisticados capazes de inibir a resposta microbicida da
célula hospedeira (BALESTIERI et al., 2004; CALEGARI-SILVA et al., 2009).

Na literatura, ha poucos estudos sobre a producéo de ROS pelo extrato de Pa, e 0s
que existem foram realizados em células neoplasicas da mucosa oral (LEE et al., 2009), e em
células de carcinoma renal (WU et al., 2012). Espécies reativas de oxigénio medeiam muitos
processos bioldgicos e patoldgicos importantes. Muitos estudos tém utilizado compostos
naturais que induzem a geracdo de ROS em células tumorais ocasionando a morte celular por
apoptose. No presente estudo, houve producdo de ROS em macrdfagos, porém essa producao
ndo produziu efeitos citotdxicos para a célula hospedeira, pelo contrario, foi capaz de reverter
a acdo inibitéria produzida pela espécie L. amazonensis. Entretanto, o extrato de Pa ndo
induziu a producdo de NO (dados ndo mostrados). Esse resultado esta de acordo com estudos
obtidos na literatura (SOARES et al., 2003; KANG et al., 2011).

Recentemente foi relatado na literatura que fisalinas B, F e G, purificadas a partir
do caule de P. angulata, foram capazes de reduzir o nimero de parasitas intracelulares e
percentagem de macrofagos infectados por Leishmania, em concentra¢fes ndo citotdxicas
para macrofagos (GUIMARAES et al., 2009, 2010) Porém, ndo existem estudos
demonstrando as alteracdes morfoldgicas em promastigotas de L. amazonensis apds o
tratamento com o extrato da raiz de Pa e seu mecanismo de agéo.

Diversas técnicas de microscopia podem ser utilizadas como ferramenta util no
estudo de drogas sobre microorganismos, principalmente para identificacdo de possiveis
alteracfes ultraestruturais, na superficie celular, bem como alteracbes em organelas
especificas do parasita. A identificacdo dessas alteracdes morfolégicas pode ajudar a
esclarecer o mecanismo de acdo de drogas (VANNIER-SANTOS & DE CASTRO, 2009;
ADADE & SOUTO-PADRON, 2010).
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As observagdes ao microscopio 6ptico mostraram que o tratamento com o extrato
nas concentragdes de 50 ou 100 pg/mL, alterou significativamente promastigotas, causando
uma reducdo do volume e arredondamento do corpo celular, bem como duplicacéo atipica do
flagelo. Duran et al. (2008), observaram modificacbes semelhantes na forma do corpo e
flagelo de promastigotas tratadas com o extrato etandlico de Adana propolis. No entanto,
esses autores utilizaram concentragdes de 250 e 500 pg/mL contra L. tropica. Essas altera¢oes
também foram observadas em 20% de promastigotas de L. amazonensis quando tratadas com
0 Oleo de Cymbopogon citratus (SANTIN et al., 2009). Esta reducdo do volume celular foi
mais proeminente em promastigotas tratadas com 100 pg/mL quando analisados por
citometria de fluxo.

Ao analisar a ultraestrutura das formas promastigotas por MEV foi possivel
confirmar as alteracdes da forma das células, além de alteracdo na citocinese, 0 que sugere
interferéncia no processo de divisdo celular. Em uma revisdo publicada por Adade & Souto-
Padron (2010), os autores sugerem que estas alteracdes podem ser causadas pela interferéncia
de compostos no processo de divisdo celular. O processo de divisdo de promastigotas de L.
amazonensis tratados com o extrato de Pa iniciou no sentido pdstero-anterior em vez do
sentido normal antero-posterior (AMBIT et al., 2011; WHEELER et al., 2011), por isso é
possivel que o extrato tenha interferido o processo de divisao celular destas células.

As imagens de MEV também mostraram multi-septacdo do corpo celular e restos
celulares. Estudos com o 6leo de Cymbopogon citratus contra promastigotas de L. chagasi
demonstraram multi-septos e encurtamento do corpo celular e flagelo (OLIVEIRA et al.,
2009). Estas alteracfes podem ser causadas pela desestabilizacdo do citoesqueleto (ADADE
& Souto-Padrén, 2010).

Por MET as alteracfes na divisdo celular causadas pelo tratamento com o extrato
de Pa, antes observadas por microscopia optica e MEV, foram confirmadas, pois é possivel
observar a célula com citocinese iniciada no sentido postero-anterior, assim como um Unica
bolsa flagelar contendo dois flagelos. Nesta fase da divisdo celular, onde a citocinese inicia,
os flagelos, novo e antigo, ja estdo separados e individualizados na bolsa flagelar.
(WHEELER et al., 2011).

A analise por TEM revelou a presenga de multiplas vesiculas na bolsa flagelar de
promastigotas tratadas com Pa. A captacdo de macromoléculas por promastigotas ocorre
através da bolsa flagelar, que é uma invaginacdo da membrana plasmatica, desprovido de
microtUbulos subpeliculares. Esta regido € o unico lugar onde ocorre atividade exocitica e
endocitica do parasita (LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001; DE SOUZA et al.,
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2008). Em promastigotas submetidas ao tratamento com drogas, esse aumento da atividade
exocitica, provavelmente ocorra devido a necessidade que o parasita tem de expulsar o
composto que Ihe é toxico. (GUIMARAES, RODRIGUES et al, 2010; VENDRAMETTO et
al, 2010). E provavel também, que as multiplas vesiculas no interior da bolsa flagelar de
promastigotas de L. amazonensis, sejam para a remog¢do dos compostos toxicos presentes no
extrato.

Figuras semelhantes a mielina também foram observadas no interior da bolsa flagelar
de promastigotas tratadas com o extrato de P. angulata. Essas figuras sdo decorrentes de
fusGes de membranas internas que formam estruturas concéntricas, o que pode ser indicativo
de morte celular por processo autofagico (RODRIGUES et al., 2002; SANTA- RITA et al.,
2004).

Outra importante alteracdo observada em promastigotas foi a duplicacéo e altera¢do na
forma e tamanho do cinetoplasto.Varios autores, utilizando produtos naturais como, o 6leo de
Ocimum gratissimum e a julocrotina, um alcal6ide proveniente da planta Croton pullei var.
glabrior, demonstraram alteragcbes semelhantes no cinetoplasto (UEDA-NAKAMURA et al.,
2006; GUIMARAES, RODRIGUES et al., 2010). O cinetoplasto é uma organela presente
apenas em protozoarios tripanossomatideos e €, portanto, um alvo importante para acdo de
drogas, devido a sua funcdo e estrutura unica (DE SOUZA et al., 2009; ADADE & SOUTO-
PADRON, 2010; SEN & CHATTERJEE, 2011). Estas modificaces no cinetoplasto
demonstram que esses bioprodutos podem possuir uma acdo seletiva sobre a organela.

Além das alteragdes morfoldgicas, foi observado por citometria de fluxo que o extrato
de Pa induziu a externalizacdo de fosfatidilserina (PS) em promastigotas de L. amazonensis.
Estudos tém relatado a morte celular por apoptose em promastigotas apds o tratamento com
Anfotericina (LEE et al., 2002) e Mitelfosine (PARIS et al., 2004). Semelhante acdo €
observada por bioprodutos como, os extratos metandlicos de Piper betle (MISRA et al., 2009)
e 0 composto eupomatenoide-5, isolado das folhas de Piper regnelli (GARCIA et al., 2013).

A morte celular programada em protistas parece ter caracteristicas semelhantes aos
organismos multicelulares, incluindo reducdo do volume celular, a perda de potencial de
membrana mitocondrial, e a externalizagdo de fosfatidilserina (DUSZENKO et al., 2006).
Assim, é provavel que a atividade leishmanicida observada apos o tratamento com Pa pode
estar relacionada a morte celular por apoptose. No entanto, mais estudos e técnicas sdo
necessarios confirmar esse mecanismo de morte celular.

Para confirmar a seletividade da droga contra os parasitos, o extrato também foi

testado em macrofagos. Para isso foram realizados trés metodos de viabilidade celular: o
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MTT, que avalia a atividade das desidrogenases mitocondriais, 0 JC-1, que avalia o potencial
mitocondrial das células viaveis, e o IP que avalia a integridade das membranas plasmatica.
Em todos os ensaios de citotoxicidade ndo foram detectadas alteracdes significativas da
viabilidade celular, demonstrando que o efeito do extrato aquoso foi especifico sobre o
protozoario.

Além da avaliacdo da resposta microbicida dos macréfagos infectados e ndo
infectados com L. amazonensis, também foram observados aspectos morfolégicos dessas
células tratadas com o extrato de Pa. Primeiramente, foram analisadas por microscopia éptica
de campo claro, onde apresentaram diferencas morfolégicas como, espraiamento celular,
projecBes citoplasmaticas, aumento de volume e vacuolizagdo, caracteristicas tipicas
observadas em macr6fagos ativados. Estas alteracbes foram confirmadas por
imunofluorescéncia de macréfagos tratados com Pa, onde foi possivel verificar um rearranjo
dos microtubulos e filamentos de actina com presenca de projec@es citoplasmaticas alterando
a forma da célula. O citoesqueleto é responsavel por manter a forma da célula, motilidade e
migracdo. Além disso, tem a funcdo de adeséo celular, espraiamento, fagocitose, apresentacéo
de antigenos, entre outras (MOSSER & EDWARDS, 2008; STRAMER et al., 2010).

As extensdes citoplasmaticas da membrana plasmatica, principalmente de
microtubulos e filamentos de actina sdo necessarios para a biogénese do fagossomo e para a
fuséo do lisossomo a ele (DAMIANI & COLOMBO, 2003; PATEL & HARRISON, 2009).
Esta reorganizacdo torna-se mais evidente em macréfagos metabolicamente ativos, que foram
submetidos a diferentes estimulos (YAYOSHI-YAMAMOTO et al., 2000; GORDON &
MARTINE, 2010). A presen¢a de filopodios, espraiamento e aumento do volume celular
também foram observados através de MEV, confirmando as alteragdes na forma da célula.

A analise por MET confirmou os dados obtidos por microscopia 6ptica de campo
claro, de fluorescéncia e MEV, e ainda revelou outras caracteristicas importantes. Como um
aparente aumento de vacuolos, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, essas organelas
estdo em menor numero em macréofagos residentes, e em macrofagos ativados indica que
célula esteja com elevada atividade metabdlica. Além disso, a analise ultraestrutural mostrou
que os macrofagos ndo apresentavam nucleo apoptético e organelas sem alteracGes
morfologicas.

Outro dado importante desse estudo e que pela primeira vez foi demonstrado a
presenca das fisalinas D, E, F e G no extrato aquoso da raiz de P.angulata, e acreditamos que
essas alteracBes morfologicas podem estar relacionadas com a presenca dessas fisalinas no

extrato. Gimardes et al, 2009 ao observarem os efeitos das fisalinas sobre o protozoario
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L.amazonensis utilizaram maior quantidade de plantas para purificar os compostos de P.
angulata. Muitos fitomedicamentos, uma mistura de varios componentes, exercem 0S Seus
efeitos terapéuticos por meio da acao sinérgica de compostos, atuando em locais Unicos ou
multiplos (GILBERT & ALVES, 2003; BRISKIN, 2000). Este mecanismo de sinergia parece
ocorrer com 0 extrato e pode estar relacionada a estruturas das fisalinas, promovendo o alto
desempenho observado. Além disso, infusfes e misturas de plantas sdo amplamente utilizados
na medicina popular tradicional, em vez dos compostos isolados. Extratos vegetais tém varias
vantagens em relacdo as drogas porque contém substancias que podem inibir a multi
resisténcia do parasita e sdo menos caros para produzir e distribuir (POLONIO & EFFERTH,
2008; RASOANAIVO et al., 2011).

A partir dos resultados obtidos é possivel sugerir que o extrato aquoso da planta
Physalis angulata, torna-se uma fonte seletiva e promissora para estudos no desenvolvimento
de um novo agente leishmanicida. Este estudo € parte de uma busca continua de novos
medicamentos que possam atuar de maneira eficaz contra doencas negligenciadas, como a

Leishmaniose Tegumentar Americana.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos permitem concluir que:

1. O extrato aquoso demonstrou atividade leishmanicida sobre formas

promastigotas e amastigotas em macrofagos infectados e tratados;

A andlise das alteracGes ultraestruturais nas formas promastigotas tratadas
com o extrato, sugere que a droga parece afetar a diviséo celular do parasito,
provoca imodificacbes no cinetoplasto, na bolsa flagelar com aumento da
atividade exocitica.

O extrato promoveu a morte celular por apoptose em promastigotas tratadas
com o extrato.

O extrato foi capaz de ativar macr6fagos peritoneais, uma vez que houve
maior espraiamento celular, aumento da quantidade de vaculos, alteracdes no
citoesqueleto e producdo de espécies reativas de oxigénio.

O extrato ndo promoveu diminuicdo na viabilidade celular e nem
modificacfes morfoldgicas nas organelas da célula hospedeira tratadas com o

extrato aquoso.
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8. PRODUCAO CIENTIFICA

e Manuscrito submetido para publicacéo:
Silva, R. R. P., Rodrigues, A. P. D., Farias, L. H. S., Silva, M. N., Alves, D. T. V., Bastos,
G. N. T., do Nascimento, J. L. M., Silva, E. O. “Antileishmanial activity of aqueous extract
obtained from Physalis angulata roots and the selective action against Leishmania
(Leishmania) amazonensis parasites”. Evidence-Based complementary and Alternative
Medicine (Qualis A2). (Anexo 1)

9. PARTICIPACAO EM EVENTOS

e XXVII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Protozoologia/ XXXVIII
Reunido Anual sobre Pesquisa basica em Doenca de Chagas — 19-21 de setembro

de 2011
Trabalho apresentado: Morphological alterations of Leishmania (L.) amazonensis

promastigotes treated with aqueous extract of Physalis angulata (Anexo I11).

e |Il Encontro Anual Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Biologia
Estrutural e Bioimagem (INBEB) — 28-30 de novembro de 2011
Trabalho apresentado (oral): Bioprodutos atividade leishmanicida e imunomoduladora
(Anexo I11).

e 10™ Congresso Internacional de Biologia Celular -25-28 de Julho de 2012
Trabalho apresentado: Murine macrophage cytoskeleton alterations caused by aqueous

extract obtained from roots of Physalis angulata.(Anexo 1V).
10. MESTRADO SANDUICHE

Mestrado sanduiche realizado no Laboratorio de Ultraestrutura Celular Hertha
Meyer, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, no periodo de 17 de Outubro a 17 de novembro de 2011, através do PROCAD
NF/2009 e INCT-INBEB (Anexo V).
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ANEXO IV

MESTRADO SANDUICHE

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Centro de Ciéncias da Salde
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho

DECLARACAO

Declaro que aceito receber a aluna de mestrado RAQUEL RAICK PEREIRA DA
SILVA, vinculada ao programa de pds-graduagdo de Neurociéncias e Biologia Celular, da
Universidade Federal do Pars, para desenvolver missdo de estudo no Laboratério
Ultraestrutura Celular da Universidade Federal do Rio de Janeiro, pelo projeto intitulado
“Cooperagdo Interinstitucional em Neurociéncias e Biologia Celular em Modelos
Experimentais de Interesse da Regidio Amazénica”, aprovado no Programa Nacional de
Cooperagio Académica — PROCAD-NF - Edital Capes 21/2009, sob minha coordenagfio
pela IES Associada 1 PROCAD/NF 2009. Essa missdo seré realizada no periodo de 17 de

outubro a 17 de novembro de 2011.

Rio de Janeiro, 19 de setembro de 2011.

Dr. Wanderley de Souza

Programa de P6s-Graduaggio em Ciéncias Bioldgicas - Biofisica
Coordenador da Equipe da IES Associada 1 PROCAD/NF 2009
Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer

CCS - Bloco G - subsolo - llha do Fundio — 21941-902 - Rio de Janeiro RJ - Brasil
Tel: +55 21 2562-6593 / 2562-6583 - Fax: +55 21 2260-2364 - http:/iwww.biof.ufrj.br




