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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca de carater antropozoonotico causada por parasitas do
género Leishmania. Estes parasitas proliferam principalmente dentro de macréfagos de
mamiferos e sdo responsaveis por promover uma diversidade de manifestagdes clinicas
como Leishmaniose Cutanea (LC) e Leishmaniose Mucocutanea (LMC). O unico
tratamento utilizado para a leishmaniose é a quimioterapia, onde geralmente sao
utilizadas drogas toxicas e com longo periodo de tratamento. O estudo de produtos
naturais obtidos de plantas como agente leishmanicida desempenha um papel
importante na busca de novas drogas para o tratamento da leishmaniose. A (+)-
filantidina € um alcaloide extraido do caule da planta Margaritaria nobilis, pertencente
a familia Phyllanthaceae. Desta forma, objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da (+)-
filantidina sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e a
célula hospedeira. A atividade antiproliferativa de formas promastigotas foi avaliada
guando os parasitas foram tratados com 50, 100 e 200 pg/ml do alcaloide por 96 horas,
com reducédo de 73,75%, 82,50% e 88,75% no numero de parasitas respectivamente,
guando comparados ao grupo controle sem tratamento. No periodo de 96 horas, foi
observado um valor ICs de 56,34 pug/ml. A anfotericina B foi utilizada como droga de
referéncia na concentracdo de 0,1 pg/ml, sendo observada reducdo de 100% dos
parasitas durante as 96 horas de tratamento. O tratamento com o alcaloide promoveu
alteracfes importantes nas promastigotas, mostradas através de microscopia eletrénica
de transmissdo e varredura. Foram observadas alteracfes no corpo celular, flagelo,
cinetoplasto, mitocondria, inducdo na formacdo de rosetas, presenca de vesiculas
eletrodensas sugestivas de corpulsculos lipidicos e aumento no nimero de estruturas
semelhantes a acidocalcisssomos. Com relacdo a célula hospedeira, ndo foi observado
efeito citotoxico nos macrofagos tratados com alcaloide e analise por microscopia
eletrbnica de varredura mostrou que o alcaloide promoveu aumento no numero de
projecdes citoplasmaticas, aumento do volume celular e espraiamento. Assim, estes
resultados demonstram que a (+)-filantidina foi eficaz na reducdo do crescimento de
formas promastigotas do protozoario, sendo eficaz na ativacdo de macrdéfagos sem
causar efeito citotoxico para 0 mesmo, 0 que pode representar uma fonte alternativa
para o tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Atividade Leishmanicida;
Alteracdes ultraestruturais; Alcaloide; (+)-filantidina.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an antropozoonotic disease caused by parasites of the genus
Leishmania. These parasites proliferate primarily within macrophages of mammals and
are responsible for promoting a variety of clinical manifestations, such as cutaneous
leishmaniasis (CL) and mucocutaneous leishmaniasis (MCL). The treatment available is
chemotherapy, but is limited by toxicity and requires a long term treatment. The study
of natural products from plants such as antileishmanial agent currently plays an
important role in the search for new drugs for the treatment of leishmaniasis. (+)-
phylantidine, is an alkaloid extracted from stem of Margaritaria nobilis of the family
Phyllanthaceae. The aim of this study is evaluated the effects of (+)-phylantidine on
promastigotes forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis and host cell.
Antiproliferative activity of promastigotes forms was observed when parasites were
treated with 50, 100 e 200 pg/mL of alkaloid for 96 hours, with reduction of 73.75%,
82.50% and 88.75%, respectively when compared with non-treated parasites. In the
period of 96 hours it was observed an 1Cso of 56.34 pg/mL. Amphotericin B was used
as reference drug and reduction of 100% in parasites treated with 0.1 pg/mL was
observed after 96 hours. Treatment with the alkaloid promoted important changes in
promastigotes that were observed by scanning and transmission electron microscopy.
Alterations in cell body, flagellum, kinetoplast, mitochondria, rosette formation,
presence of electrodense vesicles suggestive of lipid body and increase in structures like
acidocalcisssomes were observed. In the host cell no cytotoxic effect was observed in
the macrophages treated with the alkaloid and analysis by scanning electron microscopy
showed that the alkaloid promoted an increase in the number of cytoplasmic
projections, increased cell volume and spreading. Thus, these results demonstrate that
(+)-phylantidine was effective in reducing the growth of the protozoa, without citotoxy
effect which may represent a promising natural alternative source for the treatment of
leishmaniasis.

Key words: Leishmania (Leishmania) amazonensis; Leishmanicidal activity; Alkaloid,;
(+)-Phylantidine.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS

As leishmanioses séo doencas consideradas um sério problema de salde publica,
causadas por protozoarios do género Leishmania, acometendo cerca de 12 milhdes de
pessoas no mundo (BRASIL, 2010). Desse total, 75% séo casos de leishmaniose
cutanea e 25% de leishmaniose visceral (GOMES et al, 2012), com cerca de 20 espécies
patogénicas ao homem. E considerada uma das seis doencas tropicais de maior
importéncia no mundo (WHO, 2010).

A leishmaniose é endémica em 98 paises, tendo a maioria dos casos reportados
em paises tropicais e subtropicais (ALVAR et al., 2012). Paises da America Latina
como Brasil e Peru, registram elevados indices de doenca, com cerca de 90% dos casos
notificados (WHO, 2010).

A doenca é transmitida através da picada da fémea hematdfaga dos géneros
Lutzomia (novo mundo) e Phlebotomus (velho mundo), que inoculam formas
promastigotas infectantes durante o repasto sanguineo, que se transformam em formas
amastigotas no interior da célula hospedeira. De acordo com a espécie envolvida e a
relacdo parasita-hospedeiro, a leishmaniose pode apresentar diferentes formas clinicas,
destacando as formas visceral e tegumentar (WANG et al., 2010).

O tratamento utilizado para a leishmaniose € 0 mesmo desde a década de 40,
com 0s antimoniais pentavalentes como drogas de eleicdo (BRASIL, 2011; WHO,
2010). Como drogas de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) em pacientes que ndo respondem ou tem alguma restricdo aos
antimoniais sdo usados pentamidina e anfotericina B (GONTIJO & CARVALHO,
2003). Alguns estudos demonstram que as drogas utilizadas apresentam algumas
limitagdes, como resisténcia das cepas, alto custo, toxicidade elevada, reages adversas
e invasividade do tratamento (CROFT et al.,2003; AMEEN, et al., 2010).

Devido a esses problemas enfrentados, a leishmaniose ainda é uma doenca com
tratamento limitado. Alguns estudos foram desenvolvidos na busca de um método
alternativo para ser utilizado no tratamento da doenga atuando em diferentes vias.
Dentre 0s bioprodutos desenvolvidos destacam-se os alcaloides, metabolitos
secundarios, extratos, polissacarideos dentre outros, que séo extraidos de diversas fontes
(KAYSER et al., 2001; MISHRA et al., 2009).
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1.2 Leishmania sp.

1.2.1 Classificacéo

De acordo com Ross (1903), o género Leishmania pertence taxonomicamente a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae. A classificacdo mais utilizada é a
proposta por Lainson & Shaw (1987), a qual subdivide o género Leishmania em dois

subgéneros, o Leishmania e o Viannia (Figura 1).

Sub-reino ( Protozo

Familia panoso

Género

Sub-géneros

Espécies

L |

L. donovani | major L. amazonensis L. braziliensis L. panamensis
L. infanfum [ pifanoi L. guyanensis
L. chagasi [ asthiopica L. peruviana
. archibaldi
. kilicki
. tropica
mexicana
. venezulglensis

~rere~ree-

Figura 1: Classificacdo taxon6mica do género Leishmania.
Fonte: SINGH, et.al, 2013 (Modificada).

Algumas espécies de Leishmania distribuidas no mundo apresentam
caracteristicas especificas quanto aos vetores, manifestacdes clinicas, epidemiologia,
resposta ao tratamento e distribuicdo geogréafica (VALE & FURTADO, 2005).
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Cerca de 30 espécies de Leishmania foram descritas, onde 20 sdo patogénicas ao
homem (NEUBER, 2008). No Brasil, oito espécies dermotrdpicas sdo importantes por
causarem doenca em humanos, com duas pertencentes ao subgénero Leishmania e seis
ao subgénero Viannia (Figura 2). Trés espécies sdo bem conhecidas: Leishmania
(Viania) braziliensis, Leishmania (Viania) guyanesis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis, sendo a Ultima, alvo do presente estudo e responsavel pelas formas
cutdnea localizada e difusa, estando distribuida pelas Américas, com notificacdo em
todas as regides brasileiras (REITHINGER et al., 2007).

, |

L. braziliensis L laivsoni
L guyanensis L naifi
L lindenbergi L shawi

L amazonensis

Figura 2: Principais espécies dermotropicas de Leishmania.
Fonte: SINGH, et.al, 2013 (Modificada).

1.2.2 Morfologia

Protozoarios pertencentes ao género Leishmania sdo digenéticos (alternam entre
dois hospedeiros: vertebrados e invertebrados), unicelulares, intracelulares obrigatérios
do sistema fagocitico e apresentam duas formas evolutivas em seu ciclo bioldgico, a
forma promastigota, encontrada no hospedeiro invertebrado e a forma amastigota,
encontrada no vacuolo parasitoforo dos macrofagos do hospedeiro vertebrado
(TANAKA et al., 2007).

As formas promastigotas sao encontradas colonizando o tubo digestivo e saliva
do inseto vetor, sdo delgadas medindo 1,5 pum de largura e 20 um de comprimento,
apresentando um flagelo livre na extremidade anterior que emerge da bolsa flagelar,
multiplicam-se por divisdo binéria, sdo extracelulares e transmitidas ao hospedeiro
mamifero durante o repasto sanguineo do vetor hematéfago (SACKS & KAMHAWI,
2001) (Figura 3A). Na regido central é possivel visualizar o nucleo arredondado ou oval

e uma estrutura caracteristica da ordem, o cinetoplasto em forma de bastdo. Essas
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formas podem ser subdivididas em formas prociclicas, com multiplicacdo no intestino
do vetor e metaciclicas, formas infectantes para o hospedeiro vertebrado.

As formas promastigotas prociclicas apresentam um glicocalice com cerca de
7nm de espessura enquanto que as promastigotas metaciclicas, estdo cobertas por uma
camada de glicocalice com 17nm de espessura, que pode ser perdido apds fagocitose
e/ou apos transformacao intracelular (TUON et. al, 2008).

As formas amastigotas variam de arredondadas a ovoides, medindo entre 2 a
6um, apresentando um flagelo reduzido, que esté internalizado na bolsa flagelar (Figura
3B). Estas formas sdo intracelulares obrigatorias e estdo presentes em vacuolos de
células do sistema mononuclear fagocitico (SMF), principalmente nos macréfagos, onde
irdo sofrer multiplicagdo por divisdo binaria e romper a célula hospedeira para liberagdo
de novas amastigotas que estardo aptas a infectar outras células (VANIER-SANTOS,
2002).

Microtiibulos  Inclusdes )
B subpeliculares lipidicas Corpiisculo
pe basal

Complexo
de Golgi

Microtibulos
subpeliculares

Multivesicular
endoplasmatico

-Acidocalcissomo

Inclusdes lipidicas ——
endoplasmatico . Nucléolo

Nicleo
1Em 1Ern

Figura 3: Formas evolutivas de Leishmania sp. (A) Promastigota e (B) Amastigota.
Fonte: Teixeira et al., 2013.

1.2.3 Organelas e estruturas da Leishmania sp.

As duas formas evolutivas apresentam estruturas que sdo especificas de
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, como o cinetoplasto, acidocalcisomo
e outras organelas comuns aos demais eucariotos, como nucleo, reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi. O corpo do protozoario é revestido por uma
membrana plasmatica constituida de lipidios, ergosterol, carboidratos e proteinas.
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Algumas proteinas de superficie como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63
(GP63) conferem protecédo ao parasita contra a resposta imune do hospedeiro.

Sob a membrana plasmatica estd localizada uma estrutura que confere rigidez
e/ou flexibilidade ao corpo do parasita, o citoesqueleto. Esta estrutura € composta por
microttbulos - envolvidos na locomocdo, divisdo celular e manutencdo da forma- e
actina, proteina que auxilia na motilidade, contratilidade e transporte celular. Abaixo da
membrana do parasita, sdo encontrados microtibulos subpeliculares interligados que
estdo envolvidos na manutencdo da forma das células e conferem rigidez ao corpo
celular protegendo o parasita de estresses mecanicos (JAYANARAYAN & DEY,
2002).

Os tripanossomatideos apresentam um flagelo Gnico que emerge da bolsa
flagelar localizada na regido anterior das formas promastigotas e amastigotas. Esta
estrutura tem funcéo sensorial, de motilidade e fixacdo. A bolsa flagelar € o local onde
ocorrem 0s processos de exocitose e endocitose da leishmania.

A mitocbndria € uma estrutura presente nas formas promastigota e
amastigota é unica e ramificada, esta localizada abaixo dos microtubulos e apresenta um
arranjo complexo de DNA mitocondrial, denominado cinetoplasto, caracteristico de sua
ordem Kinetoplastida, uma regido dilatada localizada préximo ao flagelo
(CAVALCANTI et al., 2008).

O nucleo é bem definido, com um cariossomo central, cromatina e nucléolo. E
envolto por membranas que possuem poros nucleares e a membrana externa é continua
a membrana do reticulo endoplasmatico (DE SOUZA, 2008).

Além dessas estruturas, 0 protozoario possui outras que também sdo importantes
para o seu ciclo de vida. O complexo de Golgi, localizado proximo a bolsa flagelar, €
responsavel pelos processos de glicosilacdo e sulfatacdo. O reticulo endoplasmatico
(liso e rugoso) presente em todo corpo celular e em grande parte proximo aos
microtubulos subpeculiares e mitocondria, esta envolvido na sintese de lipideos e
proteinas (DE SOUZA, 2002). Os acidocalcissomos sdo organelas &cidas que estocam
calcio, cations e fdésforo, atuando na manutencdo da homeostase, pH e osmorregulacéo
(DOCAMPO et al., 2005).

Os glicossomos séo organelas delimitadas por membrana, presentes em grande
guantidade em amastigotas e estdo envolvidos em processos celulares, como
metabolismo de perdxido, gliconeogénese e biossintese de lipideos (OPPERDOES &
COOMBS, 2007).
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Os megassomos sao estruturas que tem atividade lisossomal, importantes para a
sobrevivéncia das amastigotas no macréfago, sendo o destino final de todas as
macromoléculas ingeridas pelo processo de endocitose do parasita (DE SOUZA et al.,
2009).

1.2.4 Ciclo biolégico

O ciclo bioldgico varia de acordo com o hospedeiro, regido geografica, tipo de
vetor, espécie do parasita e reservatorio. O hospedeiro acidental € o homem, ja os
hospedeiros naturais sdo caes, gatos, alguns animais silvestres como preguicas,
marsupiais e canideos selvagens, que sdo considerados reservatorios desses patdgenos,
caracterizando a leishmaniose como uma zoonose. A transmissao ocorre principalmente
em éreas florestais, quando 0 homem invade o0 ecossistema onde esses animais vivem,

No hospedeiro mamifero, as formas amastigotas estdo livres na circulacdo ou
dentro dos macréfagos e sdo ingeridas pelo vetor durante o repasto sanguineo em
vertebrados contaminados. As formas amastigotas alcangcam o intestino médio do vetor,
onde estas formas se transformam em promastigotas prociclicas e posteriormente em
promastigotas metaciclicas, através de uma diferenciacdo celular denominada
metaciclogénese, tornando-se infectantes para o hospedeiro vertebrado (NEUBER,
2008). As promastigotas metaciclicas migram para a proboscide do inseto vetor e séo
inoculadas no hospedeiro durante o hematofagismo, onde resistem a acdo do
complemento, devido a presenca de algumas moléculas na superficie do parasita, como
a LPG e a GP63, sendo fagocitadas por células do SFM, principalmente macréfagos,
que sdo atraidos para o local da inoculagdo pela intensa reacdo inflamatoria
(GUEIRARD et al., 2008)

Apos acédo das células do SFM, ocorre formacéo do vacuolo parasitoforo, onde
as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, sendo estas resistentes e aptas a
se multiplicarem por divisdo binaria no interior do vacuolo parasitéforo (HENRIQUES
et al., 2003), até a ruptura deste, liberando as formas amastigotas na circulacéo,
infectando células vizinhas e novos vetores ao se alimentarem de sangue do hospedeiro
infectado (Figura 4) (SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009).
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Figura 4: Ciclo biolégico da Leishmania sp.
Fonte: SINGH, et.al, 2013 (Modificada)

Os vetores das leishmanioses sdo dipteros que pertencem a subfamilia
Phlebotominae, género Lutzomyia, sendo denominados cientificamente como
flebotomineos e popularmente recebem varias denominagfes como mosquito palha,
tatuquira, birigui, entre outros de acordo com a regido onde sdo encontrados. Esses
vetores podem ser encontrados no mundo inteiro, mas predominam em climas tropicais,
subtropicais e temperados (LAINSON, 2010).

1.3 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

1.3.1 Epidemiologia, clinica e imunologia.

E uma doenca infecciosa de carater antropozoon6tico e uma das infecgbes mais
frequentes. Esta doenca € causada por protozoarios do género Leishmania e apresenta
evolugéo cronica, afetando a pele de forma difusa ou localizada (DAVID & CRAFT,
2009).

A LTA ¢ considerada como uma das seis doencas infecciosas mais importantes

de acordo com a OMS, sendo um sério problema de salde publica, com cerca de 2
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milhGes de casos registrados por ano. O Brasil € um dos paises que apresenta elevada
incidéncia de LTA, com destaque para as formas cutanea e mucocutanea (ALVAR, et
al., 2012).

Na Ameérica do Sul e Central sdo registrados cerca de 60.000 novos casos de
LTA, sendo que deste total de novos casos, 79% ocorrem no Brasil, Coldmbia e Peru.
No Brasil, no ano de 2010 foram registrados cerca de 22.000 casos de LTA, com uma
atencdo para a regido norte, que registrou 32% dos casos, sendo o Pard, o estado que
mais contribuiu para essa estimativa com cerca de 30% dos casos, mostrando assim o
carater endémico da doenca no Estado (WHO, 2010).

Estudos epidemiologicos demonstram que estdo ocorrendo mudangas no
comportamento da doenca, devido a acdo antropica, como desmatamentos, construcéo
de barragens, urbanizacdo e a migracdo de pessoas ndo—imunes para areas endémicas
sdo fatores que estdo contribuindo para mudancas no perfil da doenca (SILVA &
MUNIZ, 2009; GOTO & LINDOSO, 2010).

A LTA apresenta diferentes manifestac6es clinicas e de acordo com o Ministério
da Saude e uma infeccdo bastante frequente, tendo as regiGes Nordeste e Norte com
maior incidéncia de leishmaniose representando 40% e 32% dos casos respectivamente.
Na regido Norte, destaca-se os estados do Acre, Amazonas e Para. No estado do Para,
em 2010 foram confirmados 2.331 casos da doenga, mostrando assim o carater
endémico da doenca no Estado (BRASIL, 2011 Sinan/SVS/MS).

De acordo com a espécie, aspectos clinicos, imunologicos e caracteristicas
diferenciais das lesdes, a doenca pode ser caracterizada em: Leishmaniose Cutanea
Localizada (LCL), Leishmaniose Cuténea Difusa (LCD) e leishmaniose mucocutanea
(LMC) e Leishmaniose Cutanea Disseminada borderline (LCDB) (SILVEIRA et al.,
2008) (Figura 5).

Figura 5: Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana. (A) Leishmaniose cutanea
localizada (LCL); (B) Leishmaniose cutaneo-difusa (LCD); (C) Leishmaniose mucocutanea (LMC).
Fonte: (A e C) NEUBER, 2008; (B) SILVEIRA et al., 2004.
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A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a forma clinica mais frequente. E
caracterizada por lesdo ulcerativa, Unica, arredondada, geralmente indolor, que acomete
primariamente a pele, localizada principalmente no local do repasto sanguineo, podendo
disseminar para a via linfatica e variando quanto a gravidade, espectro clinico e tempo
para cura espontanea (PIRES et al., 2012).

Na LCL, a presenca de macrofagos intensamente parasitados por formas
amastigotas e presenca de infiltrado de plasmaocitos sdo caracteristicas comuns nas
lesbes causadas por Leishmania (L.) amazonensis. O perfil imunologico da LCL é
caracterizado pela presenca de linfécitos T CD4+, predominando resposta do tipo Thl
(SILVEIRA et al., 2004), com expressédo das IL-4 e IFN-y que promovem ativacdo de
macrofagos e eliminacdo do parasita determinando resisténcia a infecgdo (SILVEIRA,
et al., 2008; MOUGNEU, et al., 2011). Resposta do tipo Th2 com presenca de células
CD8+ estd relacionada a susceptibilidade a infeccdo e pacientes que apresentam
equilibrio entre as respostas do tipo Thl e Th2 podem apresentar cura espontanea.
(SILVEIRA et al., 2004, SILVEIRA et al., 2009).

A leishmaniose cuténea difusa (LCD) é a forma mais rara, severa e de dificil
tratamento da doenca. E caracterizada por nédulos mdltiplos ndo ulcerados, maltiplos e
disseminados, que se difundem a partir do local inicial da infec¢do, podendo abranger
todo o corpo do paciente. O predominio de resposta em pacientes infectados por
Leishmania (L.) amazonensis é do tipo Th-2, com elevada expressdo de IL-10, IL-4 e
IL-5, que véo inibir a ativacdo de macrdfagos permitindo sobrevivéncia do parasita
(PIRES et al., 2012; NYLEN & EDISMO, 2012).

Nesta forma ocorre supresséo da resposta imune, possibilitando a proliferacdo do
parasita. O infiltrado inflamato6rio é rico em macréfagos, mas a expressdo de TNF-a é
ausente e a enzima Oxido nitrico sintase induzida é inibida (iNOS) (NYLEN &
EDISMO, 2012). Esta intensa proliferacdo foi mostrada por Silveira et al. (2009) ao
analisar tecidos de ratos infectados com Leishmania (L.) amazonensis, onde observaram
presenca de macrofagos fortemente parasitados, um Unico vacuolo parasitéforo com
varias amastigotas.

Na leishmaniose mucocutanea (LMC) ocorre ativacdo mista de linfocitos Th-1 e
Th-2, tendo como caracteristica principal a destruicdo da mucosa (REINTHINGER et.
al., 2007). A leishmaniose cutanea disseminada borderline (LCDB) é um perfil que
apresenta caracteristicas da LMC e da LCD (SILVEIRA et. al, 2004).
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1.4 CELULA HOSPEDEIRA

Os macrofagos sdo as principais células fagociticas, especializadas na destruigdo
de agentes patogénicos invasores, sendo consideradas células centrais da resposta imune
inata (CHANG et al., 2010). Estas células sdo originadas apds migracdo de mondcitos
da corrente sanguinea para diferentes tipos de tecidos. Apds maturacdo, os macrofagos
expressam algumas proteinas em sua superficie, como a EMRI F4/80, uma proteina
exclusiva dessas células, parece ser importante para o processo de adesdo, migragdo e
sinalizacdo celular, porém tais funcbes ainda ndo estdo completamente elucidadas
(KHAZEN et al., 2005; MOSSER & EDWARDS, 2008).

Essas células tém como principais funcdes destruir e eliminar os agentes
infecciosos e para exercer essas funcGes, apresenta estruturas como complexo de Golgi
e reticulo endoplasmético bem desenvolvidos e um grande ndmero de lisossomos
(ABBAS et al., 2011; SMIT et al., 2008).

A superficie dessa importante célula de defesa é composta por varios receptores
que tem por funcdo o reconhecimento de antigenos do parasita (GRUENHEID &
FINLAY, 2003). Ao entrar em contato com o microrganismo, é desencadeado um
processo de sinalizagdo celular que promove algumas alteragdes no macrofago como
aumento da capacidade fagocitica — pela presenca de alguns receptores como o0 CR1,
CR3 e CD14 (receptor para LPS) — e alteracbes morfologicas, como espraiamento
celular, caracterizando assim o processo de ativacéo celular (PATEL & SETHI, 2009;
ROSSETI, 2009; LAZARO-DIEGUEZ et al., 2008).

O processo de ativacdo dos macrofagos é estimulado por citocinas pro-
inflamatorias, como IFN-y, IL-1, IL-2, IL-6, que induzem liberacdo de algumas
substancias toxicas, como especies reativas de oxigénio (ERO), perdxido de hidrogénio
(H,0,), anions superéxidos (0%) e éxido nitrico (NO) (STEMPIN & CERBAN, 2007;
MOSSER et al., 2008). A liberacdo dessas substancias caracteriza o chamado “burst
oxidativo”, que ird auxiliar a célula hospedeira na destrui¢do do parasita (ROBINSON,
2004). ERO estdo relacionadas ao complexo enzimatico NADPH, que esta distribuido
pela membrana do fagossomo e citosol. Apds estimulos, as subunidades que formam
este complexo sdo unidas, sendo capazes de reduzir O, em O%, que é convertido em
H,O, por meio de enzima superoxido dismutase (SOD) (OLIVEIRA et al., 2009).

Outra importante substancia produzida pelos macréfagos apds ativacdo da

enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) principalmente através da LPS e do INF-y
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¢ o NO, uma molécula altamente reativa com potente acdo microbicida
(HORTELANO, 2003; WINBERG et al., 2007) sendo importante também para sinalizar
reacfes moleculares no interior da célula, promovendo ativagdo da guanilato ciclase,
com posterior liberagdo de Ca'™ intracelular (LO et al., 2002; WINBERG et al., 2007).
A INOS promove a conversdao do aminoacido L-arginina em NO e L-citrulina apos
ativacdo da célula hospedeira (Figura 5).

Além das caracteristicas mostradas, o NO também atua como importante
mediador inflamatério no combate de agente infeccioso, impedindo a progressao

tumoral e no controle de doencas autoimunes e degenerativas (ROSSETI, 2009).

L-arginina

Figura 6: Esquema da sintese do NO. O aminoéacido L-arginina é transportado para o interior da célula
com o auxilio de uma proteina transportadora, e no interior da célula é convertido pela enzima iINOS em
L-citrulina e NO.

Fonte: RODRIGUES, 2008.

1.4.1 Interacdo parasita-hospedeiro

Parasitas do género Leishmania sdo intracelulares obrigatorios, que possuem
afinidade por macréfagos se multiplicando dentro do vactolo parasitoforo (KLING &
KORNER, 2013). Além dos macr6fagos, esse parasita pode infectar outras células do
sistema imune, como células dendriticas, fibroblastos e neutréfilos (SILVA, 2010).

Os macrofagos sdo celulas importantes para defesa do organismo,
desempenhando fungdo vital no reconhecimento de microorganismos patogénicos,
destruicédo e eliminagao destes (GOMES-SILVA et al., 2007).

O macrofago, ao entrar em contato com o parasita, sofre algumas alteracdes
morfologicas e funcionais, transformando-se em uma célula capaz de fagocitar o
parasita gerando, assim, um ambiente adverso no interior do vactolo. Mesmo com esse

ambiente desfavoravel, o parasita consegue burlar as condigdes hostis como
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temperatura, pH e substancias toxicas, sobrevivendo dentro da célula hospedeira onde
passa da forma promastigota para amastigota que se divide e pode infectar outras
células (LIU & UZONNA, 2012).

A superficie do parasita € recoberta por algumas moléculas, como
lipofosfoglicana (LPG), fosfatidilserina (FS) e a glicoproteina de superficie de 63kDa
(GP63), que sdo importantes para o desenvolvimento da infecgdo, uma vez que inativam
a resposta microbicida do macréfago (TRIPATHI-GUPTA, 2003; SOARES et al.
2005).

Durante o processo de interacdo, a LPG inibe a ligacdo do sistema complemento
ao parasita conferindo resisténcia a Leishmania. Naderer & Mcconville (2008)
demonstraram que durante a fase inicial da infecgdo, a LPG € responsavel por retardar a
fusdo do fagossomo com o lisossomo, mostrando assim, que esta molécula contribui
para que formas promastigotas resistam a condi¢fes adversas do interior do vacuolo
para que possam se diferenciar em amastigotas. Esses mecanismos desenvolvidos pelo
parasita mostram que o protozoario é capaz de manipular de vérias formas a célula
hospedeira.

A GP63 é uma metaloproteinase dependente de zinco que recobre toda a
superficie das formas promastigotas, tornando-as mais resistentes a acdo do sistema
complemento, pois atua no processo de clivagem da molécula C3b em C3bi impedindo
a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC) (CHANG & MACGWIRE,
2002). Nas formas amastigotas, a GP63 ¢é importante, pois degrada enzimas lisossomais
gue estdo presentes no ambiente &cido dos fagolisossomos (OLIVER et al., 2005).

Com isso, a busca pelo entendimento dos mecanismos que sdo utilizados pelo
parasita para burlar o sistema imune do hospedeiro e da fungdo especifica de cada
molécula da superficie do protozoario € um caminho importante para o
desenvolvimento de drogas e vacinas eficazes contra a leishmaniose (OKWOR &
UZONNA, 2009; HORTA, et al., 2012).
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1.5 TRATAMENTO

A leishmaniose é uma doenca causada por varias especies de Leishmania e seu
tratamento é o mesmo utilizado a mais de 60 anos. Algumas drogas foram
desenvolvidas e estdo sendo usadas devido a ndo existéncia de uma vacina contra a
doenga (GOTO & LINDOSO, 2010).

Embora diferentes espécies de leishmania causem a doenca e induzam diferentes
fendtipos de leséo, o tratamento utilizado é o mesmo para todas as formas, tendo como
drogas de primeira escolha antimoniais pentavalentes como Pentostan® e Glucantime®.

A acdo dos antimoniais sobre o parasita ja foi comprovada, onde estudos
demonstram que 0s antimoniais sdo capazes de atuar no metabolismo de &cidos graxos e
glicose de formas amastigotas de protozoarios do género Leishmania, bem como induzir
a ativacdo da resposta microbicida dos macrofagos (ALAVI-NAINI et al., 2012;
MCGWIRE & SATOSKAR, 2014).

Com o passar do tempo, 0 uso prolongado e altas doses desses medicamentos
estava promovendo resisténcia ao tratamento com os antimoniais e, além disso, essas
drogas tém custo elevado, sdo tdxicas, causam muitos efeitos adversos aos pacientes e
precisam ser administradas diariamente (SUNDAR & CHAKRAVARTY, 2013).

Como droga de segunda escolha, sdo utilizadas pentamidinas e anfotericinas,
que sdo administradas em pacientes que apresentam alguma restricdo ou ndo tem
resposta ao tratamento com os antimoniais.

Bailey & Lockwood (2007), demonstraram que as pentamidinas apresentam
eficacia contra LV e as espécies L. panamensis e L. guyanesis. Essa droga parece
promover alteragcfes na membrana mitocondrial e cinetoplasto, atuar na inibicdo da
biossintese de poliaminas e interferir na sintese de DNA (CROFT et al., 2006; GOTO &
LINDOSO, 2010).

A anfotericina é um antibi6tico poliénico com elevada afinidade pelo ergosterol
presente somente na membrana de parasitas do género Leishmania, formando um
complexo com os esterdis da membrana alterando a permeabilidade o que leva a lise das
células hospedeiras (MISHRA et al. 2009). Apesar de comprovada sua ac¢do, 0 uso da
ANF-B apresenta algumas limitagdes como a necessidade de internacdo do paciente
para receber o medicamento e alguns efeitos adversos (PAVLI & MALTEZOU, 2010).

O uso da anfotericina no tratamento de outras enfermidades como micoses por um
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periodo muito longo inviabiliza o tratamento da leishmaniose, principalmente em
pacientes co-infectados com HIV (CROFT & OLLIARO, 2011).

Outras drogas tém sido utilizadas para o tratamento da leishmaniose e
demonstram bastante eficacia e tolerancia como miltefosina, edelfosina e ilmofosina.

A miltefosina € uma droga que foi desenvolvida para o tratamento do cancer e
teve sua acdo leishmanicida demonstrada na década de 80. Esta droga atua induzindo
apoptose nas células tumorais (VAN GRIENSVEN & DIRO, 2012), e no parasita
interfere na permeabilidade e fluidez da membrana celular, modula a composicao
lipidica e o metabolismo de fosfolipideos (COSTA-FILHO et al., 2008).

Ensaios in vitro demonstraram a eficacia desta droga em formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis e L. donovani (PARIS et al., 2004). Estudo realizado em
pacientes colombianos com LTA o tratamento com miltefosina mostrou taxa de cura de
91% (SOTO et al., 2001), enquanto trabalho feito na Guatemala demonstrou que essa
porcentagem foi de 53% (SOTO & BERMAN, 2006).

Teste com o antibidtico miltefosina em seres humanos esta bem avancado
mostrando resultados satisfatorios em tratamentos da Leishmaniose Visceral na india,
realizados de um a trés meses (RAHMAN et al., 2011; DORLO et al., 2012)

Outras drogas como Itraconazol, Fluconazol, Cetoconazol e Paromamicina estéo
sendo testadas e encontram-se em diferentes estagios de desenvolvimento (KIM et al,
2009; SKLAVOS et al., 2010; EL-SAYED & ANWAR, 2010). O antibidtico
Paromamicina foi descoberto como potente agente leishmanicida em 1960 e vem sendo
usado no tratamento da LTA e LV (ASILIAN et al., 2003; SUNDAR et al., 2007).

1.5.1 Produtos naturais com agéo leishmanicida

Com o passar do tempo, a busca e o desenvolvimento de novos produtos para o
tratamento da leishmaniose, que sejam menos toxicos, invasivos e principalmente de
baixo custo sdo alvos de diversos estudos. Oleos e extratos oriundos de plantas da
regido Amazénica usados na medicina popular estdo sendo o foco desses estudos
(BRAGA et al, 2007; POLONIO & EFFERTH, 2008).

Produtos de origem vegetal tem demonstrado efeito contra parasitas do género
Leishmania. Ueda-Nakamura et al. (2006), demonstraram a acéo leishmanicida do 6leo

proveniente da planta Ocimum gratissimum. O Gleo essencial extraido da raiz da planta
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Croton cajucara foi capaz de promover a reducdo de 100% dos parasitas bem como
alteracOes estruturais (ROSA et al., 2003). O dleo extraido da folha de Cymbopogon
citratus apds tratamento por 72 horas, foi capaz de inibir o crescimento de formas
promastigotas do protozoario Leishmania (L.) amazonensis (SANTIN et al., 2009).

Ao analisar o extrato das folhas de Calophyllum brasiliense, Brenzan et al.
(2007), demonstraram sua agdo contra formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis. O extrato retirado de Mikania micrantha mostrou ter agcdo
contra Leishmania (Viannia) braziliensis e Trypanossoma cruzi (LAURELLA et al.,
2012).

Outros produtos com agdo leishmanicida como os metabdlitos e substancias
produzidas por vérias espécies de fungo estdo descritos na literatura. O &cido kdjico, um
metabolito isolado de fungos dos géneros Aspergillus, Acetobacter e Penicillium, ja foi
descrito por Rodrigues et al. (2014), como importante agente leishmanicida,
promovendo diminuigdo do crescimento de formas promastigotas e amastigotas in vitro
e in vivo.

Apesar de existirem varios tratamentos para a leishmaniose, ainda ndo existe
uma terapia que seja eficiente para combaté-la (BAILEY & LOCKWOOD, 2007) e
muitos estudos estdo sendo realizados na busca de bioprodutos que sejam eficazes, que

possam ser utilizados em doses baixas e que sejam de baixo custo.

1.5.2 Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos extraidos e/ou produzidos por uma variedade de
organismos como fungos, bactérias, animais e plantas, sendo considerados metabolitos
secundarios. Esses compostos isolados de plantas tem grande importéncia para defesa
contra microrganismos e herbivoros. Para 0 homem, esses compostos sdo importantes,
pois apresentam diversos efeitos sobre a biologia de alguns parasitas, principalmente
sobre protozoarios do género Leishmania (MISHRA et al., 2009).

Alguns alcaloides apresentam efeitos farmacolégicos e sdo utilizados como
medicamentos, com destaque para morfina, vincristina (utilizado para o tratamento do
cancer), vincamina (vasodilatador), quinina (usada no tratamento da malaria), atropina
(agente colinérgico), dentre outros (RHOADES, 1979).

Em plantas, esses compostos podem ser isolados do caule, das raizes, do cortex

(casca) e das folhas de uma grande variedade como as pertencentes as familias
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Phyllantaceae, Solanaceae, Apocinaceae dentre outras. Apresentam carater basico
devido a presenca de &tomos de nitrogénio, originados a partir da via do &cido
mevalénico, combinado com diversos aminoacidos através de algumas reacdes. S&o
compostos solidos sendo encontrados no estado livre, como sais ou como oxidos (DI
STASI, 1996).

A acdo de alguns alcaloides extraidos de plantas j& foi descrita na literatura, com
a julocrotina, um alcaloide extraido da planta Croton pullei var. glabrior, se mostrou
eficiente contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis,
inibindo proliferacdo dessas formas de maneira dose-dependente sem efeito citotdxico
para a célula hospedeira (GUIMARAES et al., 2010).

Delorenzi et al. (2001), demonstrou que o alcaloide coronadine foi capaz de
inibir 100% do crescimento ap6s 6 dias de tratamento, de formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis, reduzindo também sobrevivéncia das amastigotas no
interior dos macréfagos. Estudo feito por Rocha et al. (2009), demonstrou potente acdo
dos alcaloides totais de Crotalaria retusa em Leishmania (L.) chagasi.

O entendimento do papel biologico e dos beneficios do uso dos alcaloides pode
fornecer informacg6es importantes para o desenvolvimento de medicamentos que sejam
eficazes, apresentem menos toxicidade e menor custo para o tratamento da

leishmaniose.

1.5.3 Margaritaria nobilis e o alcaloide (+)-filantidina

A espécie Margaritaria nobilis pertence a familia Phyllantaceae, género
Margaritaria, apresenta distribuicdo na América do Sul (APGIII, 2009) sendo
conhecida popularmente como “botdozinho”, “cabelo de cotia”, “café bravo”, ou “fruto
de jacamin” (Figura 7a) (SECCO et al., 2010). Um pequeno grupo de alcaloides
isolados de plantas pertencentes principalmente Phyllantaceae e Euphorbiaceae sdo
conhecidos como alcaloides de securinega (CARSON & KERR, 2006), sendo
constituidos estruturalmente de um tetraciclo formado por um anel piperidinico ou
pirrolidinico, oxidado ou ndo e uma lactona biciclica a,B,y,6-insaturada (Figura 7b). O
principal alcaloide securinega é a securinina, isolada das folhas de Securinega
suffruticosa. Outros alcaloides sdo comuns a esse grupo, como alosecurinina, (-)-

norsecurinina, securitinina e a filantidina, sendo este Gltimo alvo de estudo do presente
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trabalho. Alguns desses alcaloides estdo associados a varias atividades biologicas, como
a securinina um potente agente antimalarico e que apresenta atividade bactericida
(ZAHNG et al., 2011). A (+)-filantidina é um alcaloide raro que j& foi isolado de
Phyllanthus discoides e Securinega suffruticosa e seu enantidmero isolado de Breynia
coronata (HORII et al., 1972). Estudos mostram que a (+)-filantidina também pode ser
obtida atraves da oxidagdo da virosecurinina. O alcaloide (+)-filantidina utilizado no
presente trabalho foi isolada do caule da planta Margaritaria nobilis e até o presente
momento ndo ha relatos da atividade biologica dessa substancia sobre formas evolutivas
do protozoario Leishmania (L.) amazonensis e a celula hospedeira.

Como né&o existe vacina e um tratamento eficaz contra a leishmaniose, a busca
por farmacos potencialmente menos toxicos e de baixo custo é necessaria. Com isso, 0
estudo de novos produtos, principalmente aqueles extraidos de plantas, torna-se uma
alternativa para o tratamento, especialmente na regido Amazonica, devido sua rica

biodiversidade.

Figura 7: (A) Planta Margaritaria nobilis. (B) Estrutura quimica do alcaloide (+)-filantidina.
Fonte: Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a atividade leishmanicida da (+)-filantidina, um alcaloide isolado do
caule da planta Margaritaria nobilis, em formas promastigotas do protozoario

Leishmania (Leishmania) amazonensis e na célula hospedeira (macréfago).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar atividade anti-promastigota de (+)-filantidina sobre o parasito
Leishmania (L.) amazonensis.

2. Avaliar a citotoxicidade in vitro do bioproduto em macréfagos peritoneais
murino.

3. Analisar alteragdes ultraestruturais dos macrofagos tratados com o alcaloide.

4. Analisar alteragdes ultraestruturais de promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis apos tratamento com o alcaloide.

5. Analisar a resposta microbicida de macrofagos tratados com (+)-filantidina

através da deteccédo da producdo radicais superoxido e ERO.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS

3.1.1 Obtencéo da (+)-filantidina

A (+)-filantidina utilizada no presente trabalho foi cedida pela professora Dr2
Giselle Guilhon do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais da Universidade Federal do
Para. Esse alcaloide foi isolado do extrato etandlico do caule da planta de um espécime
de Margaritaria nobilis, coletado no municipio de lgarapé-acu (Pard) e identificado
pelo Botanico do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) Dr. Ricardo Secco. A
excicata de Margaritaria nobilis encontra-se depositada no herbario do MPEG (MG-
191.133).

3.1.2 Diluicao da droga

A (+)-filantidina foi solubilizada em DMSO e diluida em DMEM ou RPMI, com
uma concentracdo estoque de 1 mg/mL. As concentrac¢des utilizadas foram 10, 20, 50,
100 e 200 pg/mL, obtidas a partir da solucéo estoque.

3.1.3 Cultivo e manutencao do parasita

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (26361) foram obtidas
em meio NNN, a partir do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas,
Belém, Para. As promastigotas foram transferidas para meio RPMI 1640, suplementado
com Soro Bovino Fetal (SBF) a 10% e mantidas em estufa B.O.D a 27°C. Foram feitos
repiques semanais, até a sexta passagem e foram utilizadas promastigotas na fase

exponencial de crescimento (quarto dia) e na estacionaria (sétimo dia).

3.1.4 Obtencéo e cultivo da célula hospedeira

Os macrofagos peritoneais foram obtidos de camundongos albinos (BALB/c),

que foram eutanasiados em camara de CO,, utilizando 5 mL da solugdo de Hanks,
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seringas e agulhas estéreis. O material aspirado foi centrifugado por 10 minutos a 1500
rpm, em temperatura de 4°C e o sedimento ressuspendido em meio DMEM sem soro. A
contagem das células foi feita em Camara de Neubauer e a concentragdo ajustada de
acordo com o namero de células utilizadas em cada experimento. Os macrofagos foram
entdo transferidos para placas de cultura com 24 pocgos ou garrafas de cultura e
incubados a 37 °C em estufa contendo 5% de CO, e 95% de O,, durante uma hora para
adesdo. Apds esse periodo foi realizada lavagem com solugéo salina de fosfato estéril
(PBS) pH 7.2, para remocdo das células que ndo aderiram e em seguida adicionado
meio DMEM suplementado com 10% de SBF. As células foram mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Os animais foram sacrificados de acordo com as
normas do Comité de Etica (processo submetido) e acondicionados em recipientes
plasticos apropriados para despejo em contéineres de coleta seletiva para material

bioldgico.
3.1.5 Tratamento dos macrdéfagos com (+)-filantidina

Os macréfagos foram tratados com o alcaloide em placas ou garrafas de cultura
nas concentragdes de 20, 25, 50, 100 e 200 pug/mL por 1 hora em estufa contendo 5% de
CO, a 37°C, apds realizacdo da cultura primaria descrita no item 3.1.4 Os

procedimentos foram realizados ap6s o término do tratamento.

3.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

3.2.1 Atividade antipromastigota

Para deteccdo da atividade antipromastigota com o alcaloide, foram utilizadas
formas promastigotas do parasita no quarto dia de cultivo (fase exponencial). As
leishmanias foram cultivadas em placas de cultura de 24 pocos na proporcdo de 10°
parasitas por mL e tratadas com (+)-filantidina nas concentracdes de 10, 20, 50, 100 e
200 pg/mL. A cada 24 horas de tratamento com o alcaloide, foram retiradas aliquotas
para contagem em camara de Neubauer, até o quarto dia de tratamento. A contagem foi
realizada em microscopio optico Olympus BX41 para comparagdo do crescimento dos
parasitas nas diferentes concentracdes de tratamento. Todos os testes foram feitos em

triplicata e em todos 0s experimentos o grupo controle néo recebeu tratamento. Foi feito
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um controle utilizando DMSO e como controle positivo foi utilizado Anfotericina B a

0,1ug/mL, droga utilizada no tratamento da leishmaniose.

3.3 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS FORMAS PROMASTIGOTAS
TRATADAS COM (+)-FILANTIDINA

3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os parasitas foram cultivados de acordo com o item 3.2.1, fixados com
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2, lavados e transferidos
para laminulas de vidro para adesdo. As laminulas foram tratadas com solucéo de 0,1%
de poli-L-lisina. Em seguida foi feita poOs-fixacdo em temperatura ambiente, com
solucdo de tetroxido de désmio 1% e ferrocianeto de potassio por 15 minutos,
desidratacdo em uma seérie crescente de etanol (Merck) 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; e as
laminulas fixadas em suporte apropriado (stub), metalizadas com uma pelicula de
platina de aproximadamente 2nm de espessura, usando o aparelho Emitech K550-
England. As células foram analisadas em microscopio eletrénico de varredura LEO
1450VP no Instituto Evandro Chagas. Como controles foram utilizados parasitas sem

tratamento.

3.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis na fase exponencial foram
cultivadas em garrafas de cultura na concentracdo de 10° parasitas por mL, tratadas e
cultivadas por 96 horas com (+)-filantidina nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL.
Posteriormente os parasitas foram centrifugados e fixados em solucéo contendo 2,5% de
glutaraldeido a 25%, 4% de paraformaldeido, 2.5% de sacarose, em tampao cacodilato
de sodio 0.1 M, pH 7.2. Apoés a fixacdo as células foram lavadas 3 vezes em tampéo
cacodilato 0.1 M e incubadas em solu¢do 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
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durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos desidratacdo as celulas foram
lentamente impregnadas em resina Epon nas concentragfes de 2:1, 1:1 e 1:2
(acetona/epon) e epon puro por doze horas. Em seguida o material foi colocado em
Epon puro + DMP30 por 6 horas e por fim em suporte para polimerizacdo 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
em seguida, durante 5 minutos com citrato de chumbo e observados em Microscépio

Eletrénico de Transmissdo LEO 906E na Universidade Federal do Para.

3.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS MURINOS TRATADOS
COM (+)-FILANTIDINA

3.4.1 Método Thiazolyl blue (MTT)

O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) (SIGMA) é
um sal tetrazolium que € convertido em cristais azuis de formazan insolUveis em agua e
solGveis em solventes organicos, apos clivagem por desidrogenases mitocondriais. O
produto obtido apos clivagem é impermeavel as membranas celulares e acumula-se em
células viaveis (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). Ao adicionar dimetilsulfoxido
(DMSO), estes cristais formazan sao solubilizados, sendo o produto final da reacéo lido
por espectrofotometria. Para realizacdo deste teste, os macrofagos peritoneais foram
cultivados como descrito no item 3.1.4, em placas de 24 pocos e submetidos ao
tratamento com (+)-filantidina nas concentragdes de 10, 20, 50, 100 ¢ 200 pg/mL por 1
hora em estufa a 37°C contendo 5% de CO,. Apls esse periodo, foi retirado o
sobrenadante, os pocos lavados com PBS para em seguida ser adicionado 0,5 mg/mL
MTT diluido em PBS para incubacdo a 37°C em estufa contendo 5% de CO, por 3
horas. Apds incubacdo com MTT, o sobrenadante foi retirado, os pocos lavados com
PBS e 200 uL de dimetilsuféxido (DMSO) foram adicionados em cada pogo para
solubilizacdo dos cristais de formazan com incubacdo em placa agitadora por 10
minutos. Posteriormente, a solucdo final foi transferida para placas de 96 pocos e lida
em espectrofotdbmetro (BIO-RAD Model 450 Microplate Reader) com comprimento de
onda de 570 nm. Para controle da reacdo, foram utilizadas células mortas com solucéao
de formol 15%.
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3.4.2 Deteccao do potencial de membrana mitocondrial (JC-1)

O potencial de membrana mitocondrial, Aym, é um importante parimetro da
funcdo mitocondrial usado como um indicador de viabilidade celular. O JC-1 é um
marcador fluorescente que mensura o potencial da membrana mitocondrial das células.
A perda de potencial de membrana mitocondrial é utilizada como indicador de
apoptose. O JC-1 possui vantagens sobre outros corantes catidnicos, pois pode penetrar
na mitocondria conforme variagcbes no potencial de membrana. JC-1 possui formas
conhecidas como “J- agregados” que coram células ndo-apoptéticas com fluorescéncia
vermelha intensa. Por outro lado, em células apoptoticas com baixo A¥Ym, permanecem
na forma monomeérica, apresentando apenas fluorescéncia verde (PERELMAN et al.,
2012). Macrofagos peritoneais foram cultivados em placas de cultura de 12 pocos
incubados por 24h. O tratamento foi feito por 1 hora nas concentracdes de 50 e 100
pg/mL de (+)-filantidina. Apds o tratamento as células foram centrifugadas por 10
minutos a 1500 rpm, ressuspendidas em PBS, pH 7.2, incubadas por 30 minutos com
10 mM de JC-1 a 37°C, centrifugadas e ressuspendidas em PBS, para determinacdo da
fluorescéncia das células por citometria de fluxo. Para esta andlise foi utilizado
citometro de fluxo BD FACSCantoll TM com comprimento de onda de excitagdo de
488 nm, sendo que os monomeros de JC-1 emitem a 529 nm e os agregados a 590 nm.

Os dados foram obtidos utilizando o software BD FACSDiva.

3.4.3 Deteccdo de apoptose em macrofagos tratados com (+)-filantidina e marcados

com lodeto de Propidio (IP) e Anexina V

lodeto de Propidio (IP) é um marcador nuclear com fluorescéncia vermelha
impermeével a membrana plasmatica integra. Assim, células que apresentam marcacao
negativa para esse marcador estdo viaveis, enquanto que as células mortas apresentam
marcacgdo positiva, por ndo apresentar a sua membrana integra, fazendo com que o IP
tenha acesso ao DNA da célula. A Anexina V € um marcador de fluorescéncia verde
gue detecta apoptose inicial e se liga a fosfatidilserina (FS), uma proteina de membrana
que é expressa na superficie de células apoptéticas. Esses marcadores permitem a
distingdo de celulas integras das células apoptoticas assim como o estagio de apoptose

sofrido pela célula. Logo, células que apresentarem marcagdo negativa estardo viaveis,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perelman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23171850
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enquanto que as células mortas que apresentam FS em sua superficie irdo apresentar
marcacéo positiva.

Macrofagos peritoneais foram cultivados como descrito no item 3.1.4, em placas
de cultura de 12 pocos e submetidos ao tratamento por 1 hora com (+)-filantidina, nas
concentracdes de 50 e 100 pg/mL. Em seguida as células foram lavadas com PBS,
raspadas e incubadas inicialmente com 10ul. de Anexina V por 30 minutos e
posteriormente com 3 uL de IP por 5 minutos. A leitura foi feita por citometria de fluxo
(BD FACS Canto ™ II). Os experimentos foram realizados em triplicata, células
marcadas com IP e Anexina V foram consideradas mortas e os resultados expressos em

porcentagens.

35 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA CELULA HOSPEDEIRA TRATADA
COM (+)-FILANTIDINA

3.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Macrofagos peritoneais tratados com (+)-filantidina nas concentragdes de 50 e
100 pg/mL por 1 hora, foram cultivados em placas de 24 pocos, incubados por 24 horas
e processados em laminulas de vidro. O processamento foi realizado de acordo com o

item 3.1.4. Como controles foram utilizados macréfagos sem tratamento.

3.6 RESPOSTA MICROBICIDA DOS MACROFAGOS TRATADOS COM (+)-
FILANTIDINA.

3.6.1 Deteccdo de Radicais Superdxidos em Macrofagos tratados com (+)-

filantidina.
3.6.1.1 Método Nitroblue Tetrazolium (NBT)

Macréfagos foram cultivados em placas de cultura de 24 pogos (5x10° células
por poco) como descrito anteriormente. Os macréfagos foram lavados com PBS e
incubados com meio contendo 0,5 mg/mL de Nitroblue Tetrazolium (NBT-Sigma), 20
pL de DMSO e com 50 e 100 pg/mL do alcaloide (+)-filantidina. Como controle

positivo foi utilizado Sacharomyces cerevisiae. Apos 1 hora, a 37°C em atmosfera de
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5% de CO,;, os macrofagos foram lavados com PBS pH 7.2 e fixados com
paraformaldeido 4% por 30 minutos, desidratadas em acetona e passadas em misturas
crescentes de acetona—xilol, e duas passagens finais em xilol puro. As laminulas foram
montadas em laminas de vidro com Entellan®, analisadas e contadas em microscopio
optico Axio Scope Zeiss. Foi realizada contagem, verificando o nimero de células
marcadas positivamente com NBT, ndo levando em consideracdo as caracteristicas

morfoldgicas.

3.6.2 Deteccdo de Espécie Reativa de Oxigénio em Macrdéfagos tratados com (+)-

filantidina.

3.6.2.1 Kit CellROX®

Macrofagos foram cultivados em placas de cultura de 24 pocos e tratados com
(+)-filantidina nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL por 1 hora. Apos esse periodo, as
células foram lavadas com PBS pH 7.2 e incubadas com o marcador fluorescente verde
CellROX® (Molecular Probes Invitrogen) na concentragdo de 5 uM, diluido em meio
de cultura DMEM, conforme descrito por Hyo-Yang et al. (2012), com algumas
modificagdes. Como controle positivo foram usadas células tratadas com M-CSF na
concentragdo de 100 nM por 1 hora. Apds 30 minutos em estufa contendo 5% de CO; a
37 °C, as células foram lavadas com PBS pH 7.2, em seguida os pogos foram raspados,
a solucdo contendo as células transferidas para tubos e lidas em citbmetro de fluxo (BD
FACS Canto ™ 1lI). Células ndo marcadas com CellROX® foram utilizadas como

controle negativo.
3.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram analisados no programa Graph Pad Prism versdo 5.0. Os

testes utilizados foram analise de variancia (ANOVA) e Test t Student, sendo
considerado significante p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE LEISHMANICIDA
4.1.1 Atividade antipromastigota

A acgéo do alcaloide (+)-filantidina sobre formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis foi observada durante quatro dias consecutivos (96 horas) de
tratamento. Atividade antiproliferativa das formas promastigotas foi observada nos
parasitas tratados com 50, 100 e 200 pg/mL, com reducdo de 73,75%, 82,50%, e
88,75% respectivamente quando comparadas com o controle sem tratamento. No
periodo de 96 horas foi observado ICsy de 56,34 pug/mL. Anfotericina B foi utilizada
como controle positivo, tendo reducdo de 100% nas culturas tratadas com 0,1 ug/mL
por 96 horas (Figura 8).
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Figura 8: Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis tratadas com
diferentes concentragdes de (+)-filantidina durante 96 horas. A diferenca entre as células tratadas e o
grupo controle (CTL) sem tratamento é representada por: **p < 0.05, ***p < 0.001.
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4.2 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS FORMAS PROMASTIGOTAS

4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Através da analise por MEV foi possivel observar alteracdes no flagelo e corpo
celular das formas promastigotas tratadas com o alcaloide (+)-filantidina durante 96
horas. Nas promastigotas tratadas com 50 pg/mL, foi possivel observar encurtamento do
flagelo assim como septacdo e encurtamento do corpo celular (Figura 9 C-D). No
tratamento com 100 pg/mL foi observada a inducao da formacdo de um aglomerado de
células denominado rosetas, corpo celular com morfologia atipica, flagelo curto e
presenca de debris celulares (Figura 9 E-F), enquanto que no grupo controle que néo
recebeu tratamento, as formas promastigotas apresentaram morfologia tipica, sem

alteracdes morfologicas (Figura 9 A-B).
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Figura 9: Alteracdes morfolégicas em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis tratadas com o
alcaloide (+)-filantidina e observadas por MEV. (A e B) Promastigotas sem tratamento. (C e D)
Promastigotas tratadas com 50 pg/mL do alcaloide. Observar septagdo (seta maior) e encurtamento do
corpo celular (seta menor). (E e F) Promastigotas tratadas com 100 pg/mL do alcaloide. Observar debris
celulares e formag&o de rosetas. Barras: (A, C e E) 20 um, (B e D) 10 pm e (F) 50 pm.
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4.2.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Anélise por MET permitiu analisar com maiores detalhes as altera¢des causadas
pelo alcaloide (+)- filantidina nas formas promastigotas. O tratamento com 50 pg/mL
do alcaloide promoveu tumefacdo do cinetoplasto (Figura 10 C), enquanto que, na
concentracdo de 100 pg/mL foi possivel observar alteracdo na mitocondria e aumento
de estruturas semelhantes a acidocalcissomos (Figura 10 D e E). Ainda foi possivel
observar nas promastigotas tratadas nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL a presenca de
estruturas eletrodensas sugestivas de corpusculos lipidicos e uma maior condensacao da

eucromatina nuclear, quando comparado ao controle sem tratamento.
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Figura 10: Alteracdes ultraestruturais de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis tratadas com o
alcaloide (+)-filantidina. (A) Grupo controle: Promastigotas sem tratamento. (B) Promastigotas tratadas
com 50 pg/mL do alcaloide. (C) Promastigotas tratadas com 100 pg/mL do extrato. A- acidocalcissomo;
N - nlcleo; BF - bolsa flagelar; K — cinetoplasto; F — flagelo; M — Mitocondria (*) corpUsculos lipidicos.
Barras: 1ym
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4.3 VIABILIDADE CELULAR DA CELULA HOSPEDEIRA

Para verificar se a (+)-filantidina tem algum efeito citotoxico para 0s

macrofagos, foram realizados os testes MTT, JC-1 e Anexina V e lodeto de Propidio.

4.3.1 Método Thiazolyl blue (MTT)

O MTT é um método utilizado para detectar a viabilidade das células
tratadas, analisando a atividade das desidrogenases mitocondriais. No presente trabalho
ndo foi observada diminuigdo significativa da viabilidade celular dos macréfagos
(Figura 11) apds tratamento com diferentes concentracfes do alcaloide (+)-filantidina
por 1 hora quando comparados ao controle sem tratamento. Como controle negativo,

foram utilizadas células incubadas com solugédo de formol 15%.
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Figura 11: Viabilidade celular através do método MTT em macréfagos peritoneais cultivados por 24
horas e tratados com diferentes concentracdes de (+)-filantidina por 1 hora.
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4.3.2 Potencial de Membrana Mitocondrial (JC-1)

Para detectar o Potencial de Membrana Mitocondrial foi utilizado o método
JC-1. Na figura 12 estdo sendo mostrados histogramas representativos de citometria de
fluxo, onde foi observado que 52,82% e 52,87% dos macrofagos tratados com 50
pug/mL (figura 12B) e 100 ug/mL (figura 12C) de (+)-filantidina, enquanto que o grupo
controle apresentou 57,79% (Figura 12A) de células vidveis. Estes resultados indicam

que a (+)- filantidina ndo possui efeito citotoxico para os macrofagos.
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Figura 12: Analise da viabilidade celular de macréfagos tratados com (+)-filantidina por 1 hora pelo
método JC-1 através de citometria de fluxo. (A) Macréfagos sem tratamento, (B) Macrofagos tratados
com 50 pg/mL de (+)-filantidina, (C) Macrofagos tratados com 100 pg/mL de (+)-filantidina.



4.3.3 Anexina V e lodeto de Propideo

Para analisar morte celular e necrose nas células tratadas com o alcaloide, foram
utilizados como marcadores Anexina e IP. No presente experimento foi observado que
as celulas cultivadas com o alcaloide permaneceram viaveis. Tal resultado pode ser
demonstrado quando comparamos as células tratadas com 50 pg/ml (71,44%) e 100
pug/ml (72,91%) do alcaloide (figura 13B-C) ao grupo controle que ndo recebeu

tratamento (76%) (figura 13A), mostrando que essas células ndo foram marcadas com

Pl nem com Anexina V.
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Figura 13: Teste de apoptose feito por citometria de fluxo utilizando lodeto de Propidio e Anexina-V
como marcadores em macréfagos tratados com (+)-filantidina. (A) Macréfagos controle (sem
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tratamento); (B) Células tratadas com 50pg/ml do alcaloide; (C) Macréfagos tratados com 100 pg/ml.
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4.4 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA CELULA HOSPEDEIRA

4.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Analise dos macrdfagos tratados com o alcaloide por MEV permitiu evidenciar
alterac6es morfoldgicas sofridas por estas células. Nas células tratadas com 50 pg/mL
(Figura 14 C-D) e 100 pg/mL (Figura 14 E-F) do alcaloide foi observada alteragédo no
tamanho e formato das células devido ao aumento do espraiamento celular, aumento no
numero de projecdes citoplasmaticas (filopddios) e a formacédo de lamelipodios quando
comparadas ao grupo controle sem tratamento (Figura 14 A-B), mostrando que essas
caracteristicas sao tipicas de células ativadas.
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Figura 14: Microscopia eletronica de Varredura de macrdéfagos tratados com (+)-filantidina. (A e B)
Macréfagos sem tratamento. Observar formato arredondado das células e poucas projecGes
citoplasmaticas. (C e D) Células tratadas com 50 pg/mL. Observar presenga de indmeros filopddios (seta
grossa). (E e F) Macrofagos tratados com 100 pg/mL. Observar células com alteracdo no tamanho e
forma e maior espraiamento celular mostrando a presenca de lamelipédios (setas finas) quando
comparadas as células nédo tratadas. Barras: (A, C e E) 30 um; (B, D e F) 10 pm.
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4.5 RESPOSTA MICROBICIDA DOS MACROFAGOS TRATADOS

4.5.1 Deteccdo de Radicais Superoxidos

4.5.1.1 Método Nitroblue Tetrazolium (NBT)

A producdo de radicais superdxidos em macrofagos tratados com o alcaloide
(+)-filantidina foi detectada a partir da citoquimica NBT. Foi possivel observar que as
células tratadas com 50 e 100 pg/mL do alcaloide (Figura 15 C e D) apresentaram um
aumento da producgdo de radicais superdxidos quando comparadas as células do grupo
controle sem tratamento (Figura 15A). Como controle positivo foi feita interacdo dos
macrofagos com Sacharomyces cerevisiae (Figura 15B), demonstrando a especificidade

do teste.
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Figura 15: Deteccdo da producdo de radicais superdxidos através da citoquimica NBT em macréfagos
tratados por 1 hora com o alcaloide (+)-filantidina. (A) Controle negativo sem tratamento. Observar
auséncia de reacdo. (B) Controle positivo, macréfagos infectados com Sacharomyces cerevisiae.
Observar reagdo no local da interacdo (setas). (C) Macréfagos tratados com 50 pg/mL. (D) Macréfagos
tratados com 100 pg/mL. Observar reacdo nos macrofagos tratados (setas). (E) Porcentagem de
macr6fagos marcados com NBT. Barras: 10 pum.
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4.5.2 Deteccao de Espécie Reativa de Oxigénio

4.5.2.1 Kit CellROX®

Para avaliar a producdo de ERO nos macréfagos tratados com o alcaloide, foi
feita a marcagdo com CellRox® Green. Ap6s anélise foi possivel observar que nao
houve um aumento na producdo de ERO em macrdfagos tratados por 1 hora com 50 e
100 pg/mL do alcaloide, quando comparado aos macréfagos do grupo controle sem
tratamento (Figura 16). Como controle positivo os macrofagos foram estimulados com
M-CSF.
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Figura 16: Deteccdo da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio em macrdfagos tratados com (+)-
filantidina através do marcador fluorescente CellRox®. Foi utilizado teste ANOVA, seguido pelo Teste de
Tukey com p<0,05.
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5 DISCUSSAO

O uso dos antimoniais pentavalentes é recomendado como droga de primeira
escolha pela OMS para o tratamento das leishmanioses (FREZARD et al., 2009). Essas
substancias sdo eficazes e apresentam uma elevada taxa de cura, entretanto, apresentam
elevada toxicidade, sdo caras e necessitam de um longo periodo de uso. Devido a essa
problematica, varios estudos vem demonstrando que substancias de origem natural
possuem grande potencial para o desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas,
pois apresentam baixo custo, baixa toxicidade e facil obtencdo (GUIMARAES et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2014).

O estudo de produtos naturais extraidos de plantas apresenta-se como uma fonte
promissora de pesquisa na terapéutica contra o parasita Leishmania. Dentre estes
compostos destacam-se os alcaloides, que apresentam diversas funcfes bioldgicas in
vitro, sendo eficazes contra formas promastigotas e amastigotas (DELORENZI et al.
2001., DI GIORGIO et al., 2005). No entanto, ndo h& estudos na literatura que
demonstrem a acdo do alcaloide (+)-filantidina sobre o parasita Leishmania (L.)
amazonensis e a célula hospedeira.

Este estudo avaliou a¢do do alcaloide (+)-filantidina sobre formas promastigotas
de Leishmania (L.) amazonensis in vitro. Apos analise dos resultados obtidos, foi
possivel observar reducdo no crescimento de promastigotas do protozoario Leishmania
(L.) amazonensis tratadas nas concentraces de 50 e 100 pug/mL do alcaloide por 96
horas, sendo esta de 73,75% e 82,50%, respectivamente, apresentando um 1Csy de 56,34
pg/mL.

Resultados semelhantes foram obtidos por Delorenzi et al. (2001), ao utilizar o
alcaloide extraido do extrato bruto da planta Peschiera australis, que promoveu inibigédo
de 90% do crescimento de formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis ap6s
72 horas de tratamento. Outro estudo que corrobora aos achados no presente trabalho foi
demonstrado com o alcaloide julocrotina extraido da planta Croton pullei var. glabrior,
que apresentou atividade leishmanicida, promovendo reducdo in vitro de 54% das
formas promastigotas do protozoario Leishmania (L.) amazonensis (GUIMARAES et
al., 2010).

Alguns trabalhos descrevem que compostos de origem natural sdo capazes de

promover alteracdes morfolégicas no parasita (RODRIGUES et al, 2014, SILVA,
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2013). O presente estudo demonstrou alteracBes ultraestruturais sobre formas
promastigotas do protozoario apds tratamento com o alcaloide (+)-filantidina.

Analise ultraestrutural das formas promastigotas tratadas com o alcaloide por
MEV demonstrou encurtamento do flagelo, presenca de debri celular e inducdo da
formacédo de rosetas. Alteragdes semelhantes foram observadas por Silva (2013) ao
utilizar o extrato extraido da planta Physalis angulata em formas promastigotas do
protozoario Leishmania (L.) amazonensis tratadas com as mesmas concentragoes.

A andlise das formas promastigotas por MET demonstrou que o alcaloide
apresentou acdo sobre o cinetoplasto, promovendo desestruturagdo da membrana e
induzindo tumefagdo. Alguns autores j& demonstraram modificacBes no cinetoplasto
usando produtos naturais, como o alcaloide julocrotina extraido da planta Croton pullei
var. glabrior (GUIMARAES et al., 2010) e o 6leo da planta Ocimum gratissimum
(UEDA-NAKAMURA et al., 2006). Essa organela esta presente apenas em
tripanossomatideos, sendo um importante alvo para o estudo da acdo de drogas em
decorréncia de sua estrutura Gnica e fungio (ADADE & SOUTO-PADRON, 2010; SEN
& CHATTERJEE, 2011). Estas modificacfes demonstram que os alcaloides podem
possuir uma acdo seletiva sobre a organela.

Foi possivel observar também um aumento na quantidade de vesiculas
eletrodensas, sugestivas de corpusculos lipidicos, no citoplasma do protozoario, bem
como aumento no ndmero de estruturas semelhantes a acidocalcissomos, condensacgéo
da cromatina nuclear e dano mitocondrial. Essas modificacGes podem estar relacionadas
com o mecanismo de apoptose, que é caracterizado pela condensacdo do material
nuclear e fragmentacdo do DNA nuclear (FONSECA-SILVA et al., 2011; GARCIA et
al., 2013). Alterac6es mitocondriais foram descritas por Delorenzi et al. (2001) ao tratar
formas promastigotas com o alcaloide extraido de Peschiera australis. Com isso, é
possivel sugerir que o alcaloide (+)-filantidina ativa este importante mecanismo de
morte celular, porém estudos mais detalhados sdo necessarios para comprovar se a (+)-
filantidina atua nessa ativacao.

Para demonstrar a acdo seletiva do alcaloide sobre o protozoario, foram
realizados testes de citotoxicidade com a célula hospedeira apos tratamento utilizando
testes especificos.

Os testes utilizados foram o MTT, que avalia a atividade das desidrogenases
mitocondriais, 0 JC-1 que mensura o potencial de membrana mitocondrial das células

viaveis e Anexina V e lodeto de Propideo que detectam apotose inicial/tardia e a
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integridade da membrana plasmatica. Apos andlise, foi possivel demonstrar que nos trés
ensaios de citotoxicidade ndo foram detectadas alteragOes significativas na viabilidade
dos macréfagos, demonstrando que o efeito alcaloide foi apenas sobre o protozoario.

Os macrofagos sdo celulas com funcgdes especializadas na resposta imune
envolvidos no controle, bem como na persisténcia da infeccdo por protozoarios do
género Leishmania. Estudos demonstram a acéo ativadora de bioprodutos sobre a célula
hospedeira (LOPES et al., 2006; RODRIGUES et al., 2011). Depois de ativados, sua
morfologia € alterada apresentando projecdes citoplasmaticas, maior adesédo,
espraiamento celular, producdo de citocinas e ativacdo da resposta microbicida
produzindo ERO e NO (GORDON & MARTINEZ, 2010).

Anélise por MEV demonstrou a presenca de filopodios, lamelipddios, aumento
no espraiamento e volume celular, mostrando que o alcaloide (+)-filantidina foi capaz
de ativar a célula hospedeira.

Para analisar a resposta microbicida dos macréfagos tratados com o alcaloide
foram feitos testes para deteccdo de radicais superoxidos e ERO. Essas espécies sao
importantes, pois estdo envolvidas em muitos processos biologicos e patoldgicos.

No presente trabalho foi possivel demonstrar que o uso do alcaloide (+)-
filantidina promoveu ativacdo dos macréfagos através da producdo de radicais
superoxidos. Na literatura ndo existem estudos demonstrando a inducdo da producéo de
radicais superdxidos por alcaloides. Além disso, o alcaloide (+)-filantidina ndo induziu
a producdo de ERO e NO (dados ndao mostrados).

Com os resultados obtidos é possivel sugerir que o alcaloide (+)-filantidina é
uma provavel substdncia com acdo leishmanicida e promissora fonte para o
desenvolvimento de um novo agente leishmanicida. Este estudo é parte da busca de
novos medicamentos que possam atuar de maneira eficaz contra protozoarios do género

Leishmania sem alterar as funcdes da célula hospedeira.
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6 CONCLUSOES

O alcaloide (+)-filantidina demonstrou acdo leishmanicida sobre formas

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis.

e O alcaloide (+)-filantidina promoveu alteragcdes ultraestruturais nas formas
promastigotas, promovendo alteragfes no cinetoplasto, mitocondria e aumento
no namero de estruturas semelhantes a acidocalcissomos.

e O alcaloide (+)-filantidina parece estar promovendo morte celular por apoptose
das promastigotas tratadas.

e O alcaloide (+)-filantidina ndo promoveu reducdo da viabilidade celular dos
macrofagos tratados.

e O alcaloide (+)-filantidina foi capaz promover ativacdo de macrofagos

peritoneais murinos, visto que houve aumento do espraiamento celular e

alteracdes estruturais.
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