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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozoarios do género
Leishmania, endémica nas zonas tropicais, que afeta mais de 12 milhdes de pessoas em todo
mundo e apresenta alta endemicidade, morbidade e mortalidade em populagdes da Africa,
Asia e América Latina. No Brasil ocorre em todo o territorio, tanto a Leishmaniose Visceral
(LV) como a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), as quais apresentam maior indice
endémico nas regides Norte e Nordeste, devido principalmente as caracteristicas econémicas
e culturais das populacdes que habitam essas regides, predominando principalmente nos
estados da Bahia, Ceara, Piaui e Maranhéo. O tratamento das leishmanioses atualmente é feito
a base de antimoniais pentavalentes, Anfotericina B e pentamidinas, as quais sao toxicas, de
custo elevado, dificil administracdo e podem causar resisténcia ao parasita. Considerando as
dificuldades de tratamento e a auséncia de vacinas, ha urgéncia na busca de novas drogas
terapéuticas dentre as quais se incluem os fitoterapicos. Estudos recentes mostraram que a
quercetina induz uma alteracdo no potencial de membrana de formas promastigotas de L.
amazonensis. Tomando como base estudos anteriores que abordavam o mecanismo de acao da
quercetina na leishmaniose esse projeto teve como objetivo avaliar a atividade leishmanicida
da quercetina na L. amazonensis. Os resultados observados nesse trabalho mostraram que o
flavonoide quercetina possui atividade anti-Leishmania. Contudo, o Glucantime® obteve uma
eficacia superior na porcentagem de inibicdo do crescimento parasitario. Foi avaliado também
a citotoxicidade da quercetina em comparacdo com Anfotericina B e observou-se que a
quercetina € um composto biologicamente ativo na espécie L. amazonensis. No entanto,
guando foi analisado se o tratamento com a quercetina e a Anfotericina B influenciavam na
taxa de infeccdo de mondcitos pelo parasita, viu-se que a quercetina diminuiu a taxa de
infeccdo causada pelos parasitas, comparada a anfotericina B. Dessa forma, sugerimos que
apesar da quercetina apresentar um potencial inibitério de crescimento da L. amazonensis
menor do que os medicamentos de referéncias utilizados atualmente, ela possui um excelente
potencial no que diz respeito a diminuicdo da taxa de infeccdo da Leishmania no mondcito.
Esse mecanismo precisa ser explorado por meio de estudos das vias de infec¢do, para nos
conduzir hd maiores esclarecimentos sobre a acdo da quercetina como possivel facilitador do

tratamento da doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose; tratamento; quercetina.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease caused by protozoa of the genus Leishmania affecting
12 million worldwide. These diseases are localized mainly in tropical areas of the world and
present high endemicity, morbidity and mortality in populations of Africa, Asia and Latin
America. In Brazil it occurs throughout the territory, both the visceral Leishmaniasis (VL) as
the American Tegumentary Leishmaniasis (ATL), which has the most endemicity in the North
and Northeast of Brazil, due mainly to economic and cultural characteristics of the population
that inhabit these regions. In Northeast of Brazil occur principally in the States of Bahia,
Ceara, Piaui and Maranhdo. Treatment of leishmaniosis currently has been done based on
pentavalent antimonies, amphotericin B and pentamidinas, which are toxic, expensive and can
cause parasite resistance. Considering the difficulties of treatment and vaccines making, there
is urgency in the search for new therapeutic drugs and phytotherapy emerge as a potent tool
against the parasites. Recent studies have shown that quercetin induces a change in membrane
potential of L.amazonensis amastigotes. Based on previous studies that addressed the
mechanism of action of quercetin on leishmaniasis, this project aimed to evaluate the anti-
Leishmania activity of quercetin in L. amazonensis. Our results showed that the flavonoid
quercetin had anti-Leishmania activity even though of Glucantime® had present better
effectiveness in the percentage of parasitic growth inhibition. Also, was evaluated the
cytotoxicity of quercetin compared to Amphotericin B and was found that quercetin is a
biologically active compound in the species L. amazonensis. Interestingly, when was analyzed
the influence of the quercetin and amphotericin B to the rate of infection of monocytes, it has
been seen that quercetin reduced the rate of infection caused by parasites, compared to
amphotericin B. Thus, this study suggest that although quercetin did not have an excelent
anti-Leishmania potential, it may be used as adjuvant in the treatment of L. amazonensis
infection. However, it is recommended further studies of the mechanisms of infection to lead
us to further clarification of the action of quercetin as a potential facilitator of the treatment of

the disease.

Keywords: Leishmaniasis; treatment; quercetin.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por
protozoarios do género Leishmania, endémica ao redor do mundo, que afeta mais de 12
milhGes de pessoas e apresenta alta endemicidade, morbidade e mortalidade em
populacBes da Africa, Asia e América Latina (OMS, 2002, DUJARDIN, 2006). No
Brasil, ocorre em todo o territorio, tanto a Leishmaniose Visceral (LV) como a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), as quais sdo endémicas nas regides Norte
e Nordeste, devido principalmente as caracteristicas econdmicas e culturais dessas
populacbes, predominando principalmente nos estados da Bahia, Ceara, Piaui e
Maranhdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2000; RATH et al., 2003).

O tratamento das leishmanioses é feito a base de antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e pentamidinas, os quais sdo toxicos, de custo elevado, dificil
administracdo e podem causar resisténcia ao parasita (RATH et al., 2003; CROFT;
COOMBS, 2003). Considerando as dificuldades de tratamento e a auséncia de vacinas,
h& urgéncia na busca de novas drogas terapéuticas dentre as quais se incluem o0s
fitoterapicos (CARVALHO; FERREIRA, 2001; NAKAMURA et al., 2006). O
tratamento da leishmaniose é baseado em antimoniais pentavalentes, medicamentos
desenvolvidos ha mais de 50 anos, que sdo toxicos (CROFT S.L.;COOMBS G.H.,
2003). De acordo com levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) em 2000, as espécies vegetais sdo a melhor e maior fonte de farmacos para
humanidade. Estudos etnobotanicos tém demonstrado o uso popular de plantas no
tratamento das leishmanioses tanto por via oral, como na aplicacdo tdpica sobre as
lesGes cutaneas (FRANCA et al., 1993; MATHIAS; EMILY, 1993; SILVA et al., 1995;
MOREIRA et al., 2002). Muitos vegetais apresentam em sua composicdo substancias
das classes dos alcaldides, terpenos, lignanas, chalconas, flavonoides e lactonas
esquiterpénicas, compostos descritos na literatura como eficazes na atividade
leishmanicida e/ou anti-Leishmania (IWU et al., 1994 ; QUEIROZ et al., 1996 ;
TORRES-SANTOS, 1999 ; KAM et al., 1999 ; ROCHA et al., 2005).

Foram encontrados nos ultimos 10 anos, dezenas de novos compostos potenciais
naturais para o uso no combate da Leishmania ssp., especialmente das florestas tropicais
da América do Sul e Africa (CARVALHO, P. B.; FERREIRA., 2001). Os flavonoides
com principios ativos e seus analogos semisintéticos e sintéticos serviram como um

importante caminho para novos compostos quimioterapéuticos. Além disso, obtiveram-
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se muitos resultados relevantes a partir da busca de produtos naturais com a atividade
anti-Leishmania e essas revelagdes deram um novo impulso para o desenvolvimento de
compostos sintéticos valiosos, para o tratamento de individuos infectados com
Leishmania spp.

Diversos compostos quimicos, isolados de extratos vegetais, tem atividade
leishmanicida comprovada sobre formas promastigotas e amastigotas like de
Leishmania spp. em ensaios in vitro. J& foi relatada a atividade leishmanicida de
terpendides (SAUVAIN et al., 1996), aminoglicosteroides e aminosteroides (KAM et
al., 1997), naftoquinonas (Fournet et al., 1992; Kayser et al., 2000), chalconas (Chen et
al., 1993; Boeck et al., 2006), glicosidios iridoides (Mittal et al., 1998), flavonoides
(ARAUJO et al., 1998), lignanas (BARATA et al., 2000; ROYO et al., 2003) e de
alcaldides (MAHIOU et al., 1994; FOURNET et al, 1996; QUEIROZ, et al., 1996).

Com uma variedade de estudos voltados para o descobrimento de potenciais
bioativos com atividade leishmanicida, ainda existem muitas espécies vegetais com
possiveis atividades anti-Leishmania a serem exploradas. Devido as atividades destes
agentes e a sua gama variada de efeitos sobre a biologia do parasita, compostos como 0s
flavonoides sdo uma fonte rica potencial de medicamentos candidatos contra a
leishmaniose. Além da toxicidade direta contra protozoarios parasitas exibida por
flavonoides, estes compostos, bem como algumas isoflavonas e chalconas também sao
conhecidos como agentes que podem reverter a resisténcia a multiplas drogas (MDR) de
parasitas (SCHMIDT, T.J, et al., 2012).

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos que diferem entre si pela
sua estrutura quimica e caracteristicas particulares. Frutas, vegetais, graos, flores, cha e
vinho sdo exemplos de fontes destes compostos (NIJVELDT, R.J et al., 2001). A
quercetina (3, 5, 7,3’-4’- penta-hidroxi flavona) € o principal flavonoide presente na
dieta humana e o seu consumo diario estimado, varia entre 50 e 500 mg
(DESESCHNER, E.E. et al., 1991). Esses compostos fendlicos sdo antioxidantes
efetivos devido a suas propriedades sequestrantes de radicais livres e por quelar ions
metalicos (KANDASWAMI, C.; MIDDLETON, E.J.R., 1994). Além destes efeitos
importantes, os flavonoides tém propriedades estabilizadoras de membrana, podendo
afetar alguns processos do metabolismo intermediario (GALATI, G. et al., 2003).

Embora a pesquisa esteja a cada dia mais comprometida para o avanco de
terapias eficazes anti-Leishmania, o progresso nesse campo ndo tem sido muito

significante. A vacinacdo aparece, entdo, como uma possivel maneira de se controlar a
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leishmaniose. Entretanto, até agora, poucas foram as estratégias de imunizacdo, em
humanos, que tiveram algum sucesso (DE ALMEIDA, M.C., et al., 2003). Dentre os
inimeros flavonoides descritos na literatura com a potencial acéo leishmanicida contra a
Leishmania amazonensis, 0 composto fendlico escolhido como nosso objeto de estudo
foi a quercetina, pois a quercetina possui uma ampla variedade de acbes bioldgicas
incluindo efeitos antioxidante, antihipertensivos, anti-inflamatorios, atividade
antimicrobiana e antiprotozoarios, embora, 0 mecanismo molecular de agdo do extrato
da quercetina ainda ndo ter sido demonstrado (BISCHOFF S.C., 2008 ; MAMANI-
MATSUDA M, et al., 2004).

Tem sido demonstrado que a quercetina possui efeito sobre o crescimento de L.
amazonensis, aonde os parasitas foram incubados, com diferentes concentragdes de
quercetina (3 uM-96 uM) durante 24 a 96 horas. A incubagcdo com a quercetina inibiu o
crescimento de formas promastigostas de L. amazonensis, dependendo do tempo e da
dose a qual os parasitas foram expostos. O efeito inibidor do flavonoide foi igual a 66%
depois 48 horas, com 96 pM. A Clsg para a quercetina em 48 horas foi de 31,4 uM. A
detencéo total de crescimento foi observada apds incubacéo de formas promastigotas de
L. amazonensis, com 96 UM de quercetina as 96 horas. Este resultado certificou a
atividade leishmanicida de quercetina contra L. amazonensis (FONSECA-SILVA, F. et
al ., 2011).

Estudos recentes mostraram que a quercetina induz uma alteragdo no potencial
de membrana de formas promastigotas de L. amazonensis. Para comprovar essa
hipbtese, os pesquisadores mediram o potencial de membrana das células, usando o
marcador rodamina fluorescente 123, que se acumula dentro de mitocondrias
energizadas, e analisaram os dados usando a citometria de fluxo (FONSECA-SILVA, F.
etal ., 2011). O mesmo estudo observou que em células de mamiferos, a despolarizacédo
do potencial de membrana aumenta a producéo celular de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e subsequente morte celular (ESPOSITO, M., et al., 1999). Utilizando como
base as informacgfes disponiveis na literatura, esse projeto teve o objetivo de testar
diferentes concentragGes do flavonoide quercetina na atividade anti-Leishmania para a
espécie L. amazonensis, avaliar a agdo da quercetina, na taxa de infec¢do de mondcitos
por esse protozoario e avaliar o efeito citotoxico de diferentes concentracdes deste

flavonoide, nas culturas de L. amazonensis, utilizando a citometria de fluxo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 As espécies de Leishmania

2.2.1 Classificacdo

Os parasitas do género Leishmania pertencem ao Reino: Protista, Subreino:
Protozoa, Filo: Sarcomastigophora, Subfilo: Mastigophora, Classe: Zoomastigophora,
Ordem: Kinetoplastida, Subordem: Trypanosomatina, Familia: Trypanosomatidae,
Género: Leishmania. O género Leishmania também pode ser subdividido em dois
subgéneros: O subgénero L.(Viannia) e L.(Leishmania) (DA SILVA, 2013).

Durante muitos anos a classificacdo deste género a principio baseava-se em
caracteristicas extrinsecas, como: manifestacbes clinicas, distribuicdo geografica,
vetores, reservatorios e padroes epidemiologicos (BANULS et al.,, 2007; VALE
FURTADO, 2005). Entretanto, em meados da década de 1960, a classificacdo ganhou
novo impulso ao analisar critérios intrinsecos tais como imunoldgicos, bioguimicos e
moleculares. Estes estudos divulgaram que avaliar somente manifestacbes clinicas e
aspectos geograficos era inadequado, assim sendo, hoje em dia estes critérios sdo
utilizados para definir espécies de Leishmania.

Mais de 30 espécies de Leishmania foram identificadas e destas, cerca de 20 s&o
patogénicas para o ser humano (BANULS et al., 2007; NEUBER, 2008). No Brasil, sdo
atualmente reconhecidas 8 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 foi avaliada neste estudo, Leishmania amazonensis,
pertence ao subgénero Leishmania, e estd agrupada no complexo L. (L) mexicana
(Figura 1).
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FAMILIA Trypanosomatidae
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GENERO Crithidia ~ Lep Herpep as | Leishmania| Sawroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypa
num
SUBGENEROS Leishmania Viannic
COMPLEXOS L. donovani L. major L. tropica Lomexicana L. gethiopica [, lainsoni L. braziliensts I.. guyanensis
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panamiensis
¢ L infantum * L. garhani
* L. archibaldi ¢ L, pifanoi

& L. venexelensis

Figura 1: Taxonomia do género Leishmania. Fonte:Adaptado de Mishra et al.,(2009).
2.1.2 Estrutura

Protozoéarios do género Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatérios e
possuem um ciclo de vida digenético, ou seja, desenvolvem-se 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 duas formas séo resultado de uma adaptacgéo
a mudanca ambiental e as condi¢Bes encontradas pelos parasitas dentro de seus dois
hospedeiros.

As formas flageladas, promastigotas, sdo extracelulares e moveis, com corpo
celular fusiforme, alongado e sdo encontradas no trato digestivo do inseto vetor,
flebotomo. Elas apresentam um longo flagelo externalizado que emerge do corpo do
parasita na sua porcdo anterior, proporcionando mobilidade ao protozoario. Numa
regido mediana do corpo se encontra o ndcleo, jd o cinetoplasto estd localizado na
porgdo mais anterior, proximo a 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). Apresentam corpo celular pequeno de contorno ovoide.
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Elas possuem flagelo curto e internalizado na bolsa flagelar, uma invaginacao do corpo
do parasita, e sdo pouco moveis (Figura 2B). Na bolsa flagelar ndo sdo encontrados
microtubulos subpeliculares e hd grande atividade de excrecdo e de pinocitose. O
cinetoplasto presente em ambas as formas, € uma regido que apresenta o0 DNA
mitocondrial altamente condensado em uma regido perpendicular a base do flagelo,
caracteristico da ordem Kinetoplastida (DE SOUZA, 2008). No citoplasma ainda séo
observados o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmético, além de vacuolos e
inclusdes.

As formas promastigotas e amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria. O
processo de divisdo tem inicio com a producdo de um segundo flagelo, seguido pelo
nacleo, cinetoplasto e divisdo do corpo celular longitudinalmente no sentido antero-
posterior, produzindo duas novas células (SIMPSON ; KRETZER, 1997; WHEELER et
al., 2011).

Microtibulos  Inclusdes
subpeliculares lipidicas

Corpusculo
basal

Flagelo

Axonema

Nucléolo
subpeliculares

Tabulo
Multivesicular

> Reticulo
endoplasmatico

Acidocalcissomo Glicossomo

Inclusdes lipidicas Reticulo

endoplasmatico Nucléolo
—r —n

Figura 2: Formas desenvolvidas do parasita Leishmania spp. promastigota (A) e amastigota (B).
Desenho ilutrativo das principais organelas intracelulares das formas evolutivas de Leishmania. A
bolsa flagelar esta localizada na porgéo anterior da célula. Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2013.

2.1.3 Ciclo de vida do parasita

Os ciclos de transmissao da leishmaniose se diferenciam de acordo com a regido
geografica, espécie de parasita, vetores, reservatorios e hospedeiros. A Leishmania
(Leishmania) amazonensis que foi a espécie de Leishmania utilizada nesse trabalho, é
uma espécie com mais ampla distribuicdo, tendo sido notificada em todas as regides
brasileiras. O ciclo de transmissdo ocorre em areas florestais da Amazonia legal

(Amazonas, Para, Tocantins e Maranh&o), e também em alguns Estados do Nordeste
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(Bahia), do Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul (Parana)
(BRASIL, 2010).

Os 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 é de suma importancia para inoculagdo e ingestéo
das formas infectantes (MAURER et al., 2009; KAYE; SCOTT, 2011). Na pele as
formas promastigotas serdo reconhecidas e fagocitadas por células do SFM sendo
internalizadas em vacuolos parasitoforos. Apos a internalizagdo ocorre a fusdo do
vaclolo parasitéforo com lissosomos, formando o fagolisossomo onde por acdo 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¢Ges ambientais internas do vacuolo e passa a se
replicar no interior de macrofagos até sua ruptura, passando a infectar outras células
(macrdfagos, células dentriticas, neutréfilos e mastocitos), atraidos para o lugar da
inoculacdo, onde ocorre uma reacdo inflamatoria e posterior recrutamento de células T e
formacéo 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. Apos, aproximadamente, 5 dias, no intestino médio, 0s
parasitas deixam de se multiplicar e diferenciam-se em promastigotas metaciclicas,
formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (WILSON et al., 2010). A
metaciclogénese € um processo onde promastigotas deixam de se reproduzir e passam a
ser infectante devido, principalmente, a alteragdes 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 infecgdo 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 spp.
Fonte : Adaptado de Kaye ; Scott, 2011.

2.2 A Leishmaniose

2.2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolucdo cronica, 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 infeccdo de carater zoondtico, acometendo animais domésticos e 0 homem, o qual
pode ser envolvido de maneira secundaria (PATEL ; SETHI, 2009; BRASIL, 2010).
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2.2.2 Aspectos epidemiologicos, 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
cutanea, com uma prevaléncia de 1 a 1,5 milhdes de novos casos por ano. O Brasil esta
entre os paises de maior incidéncia das formas cutanea e mucocutanea (ALVAR, et al,
2012). No periodo de 2010, foram registrados no Brasil aproximadamente 22.000 casos
de leishmaniose tegumentar (Figura 4), e cerca de 32% dos casos foram registrados 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 4: Casos notificados de leishmaniose tegumentar americana, Brasil — 1980 a 2010.

Fonte: Brasil, 2011 em Sinan SVS-MS * Dados sujeitos a alteraces.

A leishmaniose tegumentar na atualidade esta presente em paises com diferentes
realidades socioculturais, onde ha uma diversidade de espécies e encontra-se em fase de
crescimento geografico. Nos udltimos vinte anos, as avaliagbes de estudos
epidemioldgicos demonstraram mudangas no comportamento da doenga. Mudangas
ambientais, tais como desmatamento, construcdo de barragens, urbanizagéo, e ainda

aumento de viagens e migracdo de pessoas ndo-imunes para areas endémicas tém
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contribuido nessa mudanca de perfil da doenca (SILVA ; MUNIZ, 2009; AMEEN,
2010; GOTO ; LINDOSO, 2010). A interacdo entre o parasita e a resposta imunologica
do hospedeiro pode suscitar uma serie de eventos responsaveis pela ocorréncia de
diversas manifestacoes clinicas. A LTA, usualmente conhecida como ‘’ferida brava’’ou
“’Glcera-de-Bauru’’, devido a sua complexidade pode apresentar-se em diferentes
formas clinicas: (1) leishmaniose cuténea localizada (Figura 5A), representa o
acometimento primario da pele, ocorre geralmente no local da picada do inseto e é
caracterizada pelo aparecimento de lesGes arredondadas, geralmente indolores, podendo
apresentar Ulceras ou ndo; (2) leishmaniose mucocutanea (Figura 5B), caracterizada
pelo aparecimento de lesdes destrutivas, acometendo mucosas, principalmente, na face,
véu palatino, faringe ou laringe; (3) leishmaniose cutanea difusa (Figura 5C), constitui
uma forma menos incidente do que as anteriores, porém grave, que ocorre em pacientes
anérgicos, produz lesGes cutdneas nodulares ndo ulceradas, multiplas e disseminadas,
contendo elevado nimero de amastigotas (SILVEIRA et al., 2004; NYLEN ; EIDSMO,
2012).

Figura 5: Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar. (A) Leishmaniose cuténea localizada; (B)
Leishmaniose mucocutéanea; (C) Leishmaniose cutaneo-difusa. Fonte: Silveira et al., 2004.

A espécie Leishmania (L.) amazonensis, é considerada o agente de duas formas
distintas da leishmaniose cutdnea: A leishmaniose cutanea localizada (LCL) e a
leishmaniose cutanea difusa (LCD) forma mais grave e de dificil tratamento. A LCD é
descrita em alguns paises dos continentes americano e africano, apresentando uma
evolugdo crénica, com capacidade de produzir deformidades em extremidades, e
acomete pacientes considerados anérgicos, com deficiéncia especifica na resposta imune
celular contra a Leishmania (COSTA et al., 2005).

A leishmaniose disseminada (LD) é tida, atualmente, como uma forma

emergente da leishmaniose, apesar de ha até pouco tempo ter sido considerada uma
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forma rara da doenca. Tem sido especialmente descrita no Brasil, nas regides Norte e
Nordeste, e seu principal agente etioldgico € a L. amazonensis. As lesdes se distribuem,
principalmente, na face e nos membros superiores e, apresentam-se com ulceragoes
rasas, porém com a base rigida, além de lesGes papulares e tuberosas (Figura 6A)
(MARSDEN P.D. ; JONES T.C., 1985). Caracteriza-se também pela presenca de
multiplas lesdes de pele, ulceradas ou ndo, encontradas simultaneamente em 2 ou mais
areas adjacentes do corpo do paciente (sugerindo uma disseminagdo do parasita por via
sanguinea), as quais podem ser precedidas por periodo febril transitorio (Figura 6B)
(MARSDEN P.D.; JONES T.C., 1985; DESJEUX, P., 1992; MINISTERIO DA
SAUDE., 2007; SCHRIEFER A.; SCHRIEFER A.L.F.; GOES-NETO A, et al., 2009).
Ocorre acometimento mucoso em pelo menos Y dos pacientes (Figura 6C)
(SCHRIEFER A.; SCHRIEFER A.L.F.; GOES-NETO A, et al., 2009). A doenca
ocorre em individuos sem qualquer distarbio imunoldgico aparente; no entanto, a
resposta imunitaria especifica parece estar retardada, pois cerca de 30% dos doentes
apresentam teste Montenegro negativo (MARSDEN P.D. ; JONES T.C., 1985). As
lesbes mucosas podem surgir junto com as lesdes cutaneas, meses ou varios anos depois

de as lesdes cutaneas ja terem cicatrizado.

Figura 6: ManifestacGes clinicas da Leishmaniose Disseminada. (A) Forma cutanea disseminada.
Paciente com acometimento facial, apresentando multiplas lesfes ulceradas. (B) Paciente
apresentando multiplas lesGes papulares, algumas com ulceragdo superficial. (C) Paciente com
acometimento mucoso, envolvendo nariz e mucosa oral. Observar lesdo na lingua, que raramente é
acometida na forma clinica da leishmaniose mucosa. Fonte: Brasil; 2007.
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2.3 Tratamento das leishmanioses

Atualmente o tratamento da leishmaniose é baseado em uma variedade de
drogas e ainda ndo existe uma vacina contra a doenca (BAILEY ; LOCKWOOD, 2007;
OKWOR ; UZONNA, 2009). Apesar de existir varias espéecies de Leishmania e
diversas manifestagBes clinicas dessa patologia, 0os mesmos medicamentos s&o
utilizados para tratar essa antropozoonose, independente da espécie causadora da
doenca (GOTO; LINDOSO, 2010). O tratamento da leishmaniose € feito principalmente
com antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) e
estibogluconato de sédio (Pentostan®), que sdo drogas de primeira escolha para o
tratamento de todas as formas clinicas da leishmaniose (FREZARD ; DEMICHELL,
2010). Entretanto, nos ultimos anos, ocorreu um aumento da resisténcia aos antimoniais,
e a razdo para surgimento de resisténcia foi o uso indiscriminado do medicamento
(ASHUTOSH et al., 2007; PALUMBO, 2010).

Ademais, essas drogas necessitam de injecdes diarias, tm custo elevado, alta
toxicidade causando efeitos adversos nos pacientes, incluindo pancreatite, mialgias,
fadiga, nauseas e cefaleia, além disso, é contraindicado para pacientes cardio, nefro e
hepatopatas e, por serem abortivos, ndo devem ser administrado a gestantes (PATEL ;
SETHI, 2009; CHAKRAVARTY ;SUNDAR, 2010). Ndo havendo resposta plausivel
ou sendo detectada resisténcia aos antimoniais pentavalentes, sdo entdo administradas as
drogas de segunda escolha, que sdo as anfotericinas e pentamidinas (BRASIL, 2010).

A anfotericina B € 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). Também existe a Anfotericina B
Lipossomal, que também esta sendo utilizada como droga de segunda escolha (CROFT
et al., 2006). Nesta formulacdo, a droga atinge niveis plasmaticos mais proeminentes
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) constataram que o tratamento com
Anfotericina B lipossomal se mostrou eficaz contra leishmaniose cutdnea e pode ser
uma alternativa viavel, porém tem custo elevado. Ja as pentamidinas, sdo diamidinas
aromaticas, 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
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interfere na sintese de DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto e fragmentando
a membrana mitocondrial do parasita (GOTO; LINDOSO, 2010).

Uma droga recente, inicialmente desenvolvida com intuito de ser utilizada para o
tratamento de céncer, 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 o 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 Leishmaniose Visceral (MITROPOULOS et al., 2010).
Soto et al. (2001) observaram que ap6s 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). Varias drogas encontram-se em diferentes estagios de desenvolvimento para a
sua possivel utilizacdo no tratamento de pacientes com leishmaniose, 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).

2.3.1 Flavonoides

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas e pertecem
ao grupo dos compostos fendlicos (HUBER ; RODRIGUES- AMAYA,2008). Os
flavonoides sdo formados pela combinacdo de derivados sintetizados a partir da
fenilalanina (via metabolica do acido chiquimico) e acido acético. Primeiramente, a
fenilalanina é transformada em &cido cinamico pela acéo da fenilalanina aménio liase,
enzima que liga os metabolismos priméario (via do acido chiquimico) e secundario
(fenilpropanoides). O &cido cinamico é hidrolisado a acido cumarico (C9) que é
transformado em 4-cumaroil-CoA e este é condensado a 3 unidades de malonil-CoA
(C2) formando uma chalcona (C15), a partir da qual todos os flavonéides sdo formados
(WINKEL-SHIRLEY, B., 2001).

A atividade biologica dos flavonoides e de seus metabolitos depende da sua
estrutura quimica e dos varios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura basica
pode sofrer uma série de modificacdes, tais como, glicosilagdo, esterificacdo, amidacéo,

hidroxilacdo, entre outras alteracbes que irdo modular a polaridade, toxicidade e
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direcionamento intracelular destes compostos (WINKEL-SHIRLEY, B., 2001). Os
flavonoides (exceto as catequinas) sao encontrados em plantas principalmente na forma
glicosilada, ou seja, ligados a moléculas de aglcares, sendo normalmente o- glicosideos,
com a molécula de acUcar ligada ao grupo hidroxila na posicdo C3 ou C7 (ERLUND, 1.,
2004 ; HERMANN, K., 1988). Os acUcares mais comuns sdo D-glicose e L-ramnose,
porém, pelo menos 8 monossacarideos diferentes ou combinagdes destes podem ligar-se
aos diferentes grupos hidroxilas do flavonoide, resultando em um grande ndmero de
glicosideos conhecidos. As moléculas desprovidas de aglcares sdo denominadas

agliconas.

2.3.2 Possiveis beneficios dos flavonoides para a saude

De maneira historica, os compostos polifenolicos foram considerados antinutrientes, devido
a alguns efeitos adversos no metabolismo humano, exercidos principalmente pela classe dos taninos.
Os taninos sdo considerados metabdlitos secundarios de algumas plantas
proporcionando muitos beneficios para a saide humana.

Nos dltimos anos, o conhecimento das propriedades antioxidantes dos
compostos fenolicos despertou um novo interesse em relacdo aos possiveis efeitos
benéficos a saude (WINKEL-SHIRLEY, B., 2001). Dentre os compostos fendlicos, 0s
flavonoides sdo os que mais se destacam em relagcdo as propriedades relacionadas a
salde humana, essas propriedades sdo baseadas principalmente na sua atividade
antioxidante, atuando como sequestradores de radicais livres e quelantes de metais
capazes de catalisar a peroxidacdo de lipideos (PRIOR, R. L.; CAO, G. 2000;
SPENCER, J.P.E. et al., 1998; STAPLETON, A.E.; WALBOT, V., 1994). Estudos
demonstram que a quercetina (Figura 8) possui um excelente potencial antioxidante in
vitro, sendo o flavondide com o maior poder sequestrador de espécies reativas de
oxigénio. Este elevado poder antioxidante se deve a presenca do grupo catecol no anel
B e do grupo hidroxila na posicao 3 do anel C (HEIJNEN, C.G. et al., 2002).

Os mecanismos exatos pelos quais os flavonoides (Figura 7) exercem seus
efeitos favoraveis a saude ainda ndo foram completamente elucidados. Porém, estudos
mais recentes especulam a improvavel atuacdo apenas pela sua classica atividade
antioxidante na explicacdo dos seus efeitos celulares. Estas evidéncias baseiam-se
primariamente em estudos que mostram que os flavondides sdo extensamente

metabolizados in vivo, resultando em significantes alteragdes no seu potencial redox.
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Estudos mostram que as formas biotivas dos flavonoides ndo séo aquelas encontradas
nas plantas, como por exemplo, os glicosideos ou agliconas, mas sim metabdlitos e
formas conjugadas destes compostos, absorvidos no intestino (DAY, A.J,;
WILLIAMSON, G., 2003; DONOVAN, J.L.; WATERHOUSE, A.L., 2003; SPENCER,
J.P.E. etal., 2001; SPENCER, J.P.E. et al., 2003; WALLE, T. et al., 2003).

o
(A) (B)

Figura 7: (A) Estrutura bésica dos flavonoides. (B) Estrutura bésica dos flavondides com grupo
carbonila C-4. Fonte: Adaptado de Winkel-Shirley, B. (2001).

Observou-se também que as concentracdes de flavonoides e seus metabdlitos
acumulados in vivo, por exemplo, no plasma ou em érgdos como o cérebro € menor que
aquelas reportadas para antioxidantes como &cido ascorbico e tocoferol (HALLIWELL,
B., et al.,2000). Deste modo, torna-se improvavel que os flavonoides exercam seus
efeitos antioxidantes competindo com outros compostos presentes em concentracdes
maiores. Estas pesquisas sugerem a atuacdo dos flavonoides como mediadores, através
da interacdo com proteinas especificas, fundamentais na cascata intracelular sinalizante
(SCHROETER, H. et al., 2002; WILLIAMS, R.J.; SPENCER, J.P. et al.,2004; MOON,
Y.J.; WANG, X. et al., 2006; PACIFICI, G.M., 2004; SCHWARZ, D.; KISSELEV, P.
et al., 2005).
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Figura 8: Estrutura quimica da quercetina.

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/q4951?lang=pt&region=BR.

Foi relatado que os flavonoides possuem a propriedade de inibir a proliferacéo
celular, atividade estrogénica, anti-inflamatoria, antifibrotica, anticoagulante,
antibacteriana, anti-aterogénica e antihipertensiva (KUNTZ, S.; WENZEL, U., 1999;
ORSOLIC, N. et al., 2004; WENZEL, U. et al., 2000; MIKSICEK, R.J., 1995; READ,
M.A., 1995; LEE, E.S. et al., 2003; BUCKI, R. et al., 2003; CUSHNIE, T.P.; LAMB,
A.J., 2005; PEREZ-VIZCAINO, F. et al., 2006).

Existem poucos dados reais sobre a composicdo de alguns alimentos com 0s
flavonois e flavonas mesmo em nivel mundial e, no Brasil essa insuficiéncia é ainda
mais evidente. Um ensaio investigando os teores de flavonois e flavona em chés
comercializados no Brasil demonstrou que os chas pretos e verdes e também a erva
mate apresentam uma concentracdo elevada em quercetina, sendo as duas primeiras,
fontes de miricetina e kaempferol e o ultimo de kaempferol. Os chas de camomila,
boldo e morango s&o boas fontes de flavonoides, embora menos ricas que 0s chas
verdes e pretos (MATSUBARA, S.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B., 2006).

Em diferentes cultivares de 9 frutas brasileiras, totalizando 20 amostras
alimenticias normalmente consumidas no Brasil, Hoffmann-Ribani et al. (2005)
encontraram quercetina, com excecdo de manga e maméao. As maiores concentragoes
foram constatadas em acerola, pitanga e magé (cultivar Fuji). A acerola foi a fruta que
se destacou apresentando os maiores teores de kaempferol e a pitanga as maiores
concentracdes de miricetina. A apigenina e luteolina ndo foram detectadas em nenhuma
das 20 frutas analisadas (HOFFMANN-RIBANI, R.; RODRIGUEZ-AMAYA,D. B.,

2005). Estudando frutas amazonicas, Drago et al. (2008), relataram altas quantidades
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de quercetina em murici e taperebd, sendo que os teores em tapereba foram maiores que
em todas as frutas investigadas por Hoffmann-Ribani et al. (2005), maiores que 0s
teores encontrados em macé, fruta reconhecida internacionalmente como uma rica fonte
deste composto.

Além de quercetina, miricetina foi também encontrada em tapereba (DRAGO
I.S.; HUBER, L.S.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B., 2008; HOFFMANN-RIBANI, R.;
RODRIGUEZ-AMAYA,D. B., 2005). Huber et al. (2008) avaliaram as fontes de
flavonoides entre as hortalicas consumidas no Brasil, analisando inicialmente 20
diferentes hortalicas e verificaram que as principais fontes sdo cebola, couve e rucula
com altos teores de quercetina, racula e couve com altos teores de kaempferol e salsa
com grande quantidade de apigenina (HUBER, LS.; HOFFMANN-RIBANI, R.;
RODRIGUEZ-AMAYA, D.B., 2008). Arabbi et al. analisaram alface, almeirdo, cebola,
laranja, pimentdo, racula, maca e tomate e encontraram 0s maiores teores de quercetina
em cebola roxa, seguido por cebola branca. Kaempferol foi encontrado apenas em
almeirdo e rdcula. (ARABBI, P.R.; GENOVESE, M.l.; LAJOLO, F.M., 2004). Dessa
forma fica clara a importancia do estudo da quercetina em areas ainda ndo muito
exploradas que venham auxiliar descobertas importantes no @mbito do tratamento das

leishmanioses.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a atividade anti-Leishmania em L. amazonensis da quercetina in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a atividade anti-Leishmania da quercetina sobre as formas

promastigotas de L. amazonensis;

v Avaliar a acdo da quercetina, na taxa de infecgdo de monacitos pela L.

amazonensis;

v Avaliar o efeito citotoxico de diferentes concentracfes da quercetina nas

culturas de L. amazonensis;

v Avaliar a possivel toxicidade da quercetina aos glébulos vermelhos

humanos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de Parasitas

Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) utilizadas nesse
trabalho foram obtidas da Fundacdo Oswaldo Cruz (FioCruz) do Rio de Janeiro. Elas
foram mantidas em meio Schneider®, suplementado com 20% de soro bovino fetal, 2%
de urina humana masculina e antibidticos (penicilina 200U/mL e estreptomicina 0.1
mg/mL), em estufa com demanda bioldgica de oxigénio (B.0.D) a 26 °C. Foram
realizados repiques semanais até um total de 5 passagens,garantindo a infectividade dos
parasitos. As promastigotas utilizadas em fase exponencial de crescimento estavam no
quarto dia de crescimento. Os parasitas foram contados em camara Neubauer e

utilizados nos ensaios de teste anti-Leishmania e infeccdo em mondcitos.

4.2 Droga

A quercetina (C15H1005) foi adquirida da Sigma Aldrich, cujo peso molecular é
302,24 g/mol. A sua estrutura foi apresentada na figura 7. As dilui¢bes necessarias para
o0 estudo foram preparadas em sala escura, pois a quercetina é fotossensivel, e com a
presenca de luz poderia haver alteracdo da sua estrutura quimica. Depois de feita a

diluicdo da droga , a mesma possui uma durabilidade de 24 horas.

4.3  Determinacédo de atividade anti-Leishmania

4.3.1 Determinacdo de atividade anti-Leishmania pelo método do MTT

Avaliou-se a atividade anti-Leishmania sobre formas promastigotas utilizando o
teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT — Amresco,
Ohio, EUA). Formas promastigotas de L. amazonensis numa concentragdo de 1 X
10%/ml. Leishmanias por poco, foram semeadas em placas de cultivo celular com 96
pocgos, contendo 100 puL de meio Schneider, pH 6,8, suplementado a 20% de SFB e
diferentes concentraces da quercetina e da anfotericina B. As placas foram incubadas
em estufa B.O.D. na temperatura de 26°C por 72 h. Ao final da incubacdo foram

adicionados 10 puL de MTT diluido em PBS, atingindo uma concentragdo final de 5



32

mg/mL e incubadas por mais 4 h. Em seguida foram adicionados 50 pL de uma solucao
de PBS a 10% de dodecil sulfato de sodio (DSS) e deixado overnight para completa
dissolucdo do formazan. Por altimo, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro
(Biotek modelo ELx800) a 570 nm. O controle negativo foi realizado com meio

Schneider a 0,5% de DMSO e considerado como 100% de viabilidade dos parasitas.

4.3.2 Atividade anti-Leishmania por microscopia éptica

Promastigotas de L. amazonensis na fase logaritmica de crescimento foram
mantidas em placas de 24 pocos na concentracdo de 1 x 10° parasitas/poco . Em
seqguida, o flavonoide Quercetina (Sigma-Aldrich) foi adicionado em diluicGes de
2000uM, 1000uM, 500 puM, 250 uM e 100 UM previamente testadas, aos pocos. Em
seguida, foi adicionado em cada poco, concentracdes da quercetina, de modo que 0
volume final fosse de 1000 pL.O controle negativo foi realizado com meio Schneider a
0,5% de DMSO e considerado como 100% de viabilidade dos parasitas. O controle
positivo utilizado para comparar a atividade leishmanicida foi o Glucantime®. A placa
foi incubada numa incubadora B.O.D. a 26°C. Apoés 24, 48 e 72 h, aliquotas das culturas
de cada poco foram retiradas, diluidas em solucédo de isoton (10,5 g de acido citrico, 7 g
de NaCl, 15 mL de formol em 1 L de agua destilada), depois foram submetidos sob
vigorosa agitacdo em vortex. Ao fim deste processo, os parasitas foram quantificados
sob microscopia Optica comum diretamente em camara de Neubauer, a fim de monitorar

seu crescimento e determinar a atividade anti-Leishmania.

4.4  Obtencéo de leucdcitos para ensaios biologicos

Células sanguineas de 3 individuos saudaveis foram processadas e
aproximadamente 10 mL de sangue heparinizado de cada um dos individuos foram
utilizados. Leucocitos foram obtidos pela lise de hemacias (0,07g de bicarbonato de
amonio, 7,0g de cloreto de aménio, H,0 Milli-Q). As células foram lavadas uma vez
com tampdo PBS, sendo centrifugadas a 1200rpm, 4°C, 10 min. Os leucécitos obtidos
foram ressuspendidos em um volume de 1 mL de Solugéo Salina de Fosfato Tamponada
(PBS)1x (8g de NaCl; 0,2 de KClI; 1,449 de Na;HPOy; 0,24g de KH,PO,4. H,O destilada)
e utilizados para andlises bioldgicas. Os individuos saudaveis foram selecionados de
acordo com uma anamnese detalhada. Todos os individuos que contribuiram para a

realizacdo deste trabalho participaram voluntariamente da pesquisa, sendo esclarecidos



33

sobre a importancia do trabalho, e assinaram o termo de consentimento esclarecido
(TCLE). Esse trabalho foi submetido e aprovado ao comité de ética em pesquisa do
hospital universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba, presente na
integra no Anexo | neste trabalho. (CAE: 17813013.8.0000.5183).

45  Marcacdo de Leishmania amazonensis com CFSE

As formas promastigotas metaciclicas infectantes de Leishmania amazonensis
(1x10"parasitas/mL) foram coradas com 5(6)-Ester de carboxifluoresceina succinimidil
(CFSE). A solucao de CFSE foi adicionada aos parasitas em uma concentracdo final de
5 UM. A suspenséo foi incubada por 15 minutos em B.O.D. a 26°C e lavadas 3 vezes
em tampdo PBS 1 X para retirada do excesso de CFSE aos parasitas ndo fixados. Em
seguida, os parasitas foram ressuspendidos em meio Schneider® e as células do sangue
periférico foram infectadas com 10 parasitas/célula. O periodo de infeccdo foi de 3
horas com agitacdo dos tubos de 30 em 30 minutos para os leucdcitos ndo precipitarem.
Durante o tempo de infeccdo as células foram mantidas a 5% de CO0, a 37°C.
Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X, a 1200 rpm, 10

minutos, 4°C.

4.6  Analise da influéncia da quercetina na taxa de infeccdo em mondcitos

Foram coletadas células sanguineas de individuos saudaveis (n=3) conforme
descrito acima. O sangue coletado foi mantido em diferentes condi¢bes de cultura em
estufa de CO, a 37°C. As condicbes foram as seguintes: Células sanguineas infectadas
por Leishmania marcadas com CFSE ndo tratadas (controle negativo), células
sanguineas infectadas por Leishmania marcadas com CFSE na presenca do flavonoide
quercetina em concentracBes pré-estabelecidas,células sanguineas infectadas por
Leishmania na presenca de Anfotericina B.

A infecgdo de monacitos por L. amazonensis marcadas com CFSE foi realizada
na proporgédo de 1:10 num tempo de 3 horas. As células foram mantidas em cultura em
estufa de CO, a 37°C. Apds a infeccdo, foram adicionadas as substancias testadas. A
concentragdo da quercetina utilizada no tratamento das células do sangue total foi a sua
concentracdo inibitoria média, elucidada em experimentos realizados pelo nosso grupo

de estudo que € 740,39 uM (Tabela 1). Usamos a concentragdo do Clso uma vez, Clsg
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duas vezes e Clsp quatro vezes, nas culturas de leucécitos juntamente com as
substancias. A incubagdo de 24 horas foi realizada em estufa de CO, a 37°C. Os
controles DMSO (negativo), e Anfotericina B (positivo) foram utilizados, a anfotericina
B também foi testada de acordo com a sua concentracao inibitoria media, 0,17ug/ml.
Para a marcacdo de mondcitos foi adicionado o anticorpo antimarcador de superficie
CD14, ja& diluido, conforme titulacdo padronizada na fase de padronizacdo dos
reagentes, num volume final de 40uL. Apds adi¢do do anticorpo, a placa foi incubada a
4°C por 15 minutos ao abrigo da luz. Terminado o periodo de incubacéo, foi realizada a
lavagem das células, adicionando 150 pL de tampéao PBS gelado em cada poco. A placa
foi entdo, centrifugada durante 10 minutos a 4°C. Ao final da centrifugacgéo, a placa foi
vertida para retirar o sobrenadante e, em seguida, a placa foi agitada a fim de suspender
as células. De posse das celulas ja ressuspendidas, foram adicionados 100 pL de tampéo
PBS 1X e 100 pL de solucdo de formaldeido 4%, para entdo realizar a leitura no

citdbmetro de fluxo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7  Determinacédo da citotoxicidade

Para avaliacdo do tipo de morte celular por citometria de fluxo, utilizou-se a
dupla marcacdo por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio (IP) (FITC Annexin V/Dead
Cell Apoptosis Kit - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), seguindo as instrugcdes do
fabricante. Formas promastigotas (1 x 10°) em fase logaritmica de crescimento foram
expostas as concentracdes de 1x, 2x e 4x os valores de Clsy da quercetina e anfotericina
B, utilizada como controle positivo, por 4 h a 26 + 1°C. Apds o tempo de tratamento, as
formas promastigotas foram lavadas trés vezes em PBS gelado e ressuspendidas em 100
pL de tampdo de ligacdo a anexina (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, e 2,5 mM CacCl,,
pH 7,4). Em seguida adicionou-se 2,5 puL de anexina V-FITC e as células foram
incubadas por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as
células foram marcadas com IP (5 pg/mL) e avaliadas em citdmetro de fluxo (BD
FACSCanto® Il - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Para analise foram mensurados
30.000 células, utilizando o software FlowJo 10.0.7 (TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA).

4.8  Ensaio de lise de globulos vermelhos

A coleta de amostras de sangue periférico humano (cerca de 10 mL) foi
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realizada por puncdo de voluntarios adultos e saudaveis (n=3), utilizando material
estéril adquirido comercialmente (agulhas e seringas BD Plastipak® — BD Biosciences,
San Jose, CA, EUA) e colhidos em tubos a vacuo (Greiner bione, Vacuette, Americana,
SP, Brasil) contendo solucdo anticoagulante. Apos a coleta, os eritrécitos foram diluidos
em 80 uL de PBS, ajustando a concentracdo do sangue para 5% de hemacias. Em
seguida foram adicionados a quercetina em concentragcGes pré-estabelecidas e a
anfotericina B, farmaco de referéncia, em diferentes concentracdes, diluidos num
volume de 20 pL de PBS. Logo apos, foram incubados durante 1 h a 37°C e a reacéo foi
interrompida pela adicdo de 200 uL de PBS. Em seguida, as suspensdes foram
centrifugadas a 1000 rpm, por 10 min. a temperatura ambiente e o sobrenadante foi
coletado e transferido para placas de 96 pocos e mensurado em leitora de microplaca
(550 nm). A auséncia (controle negativo) e 100% de hemolise (controle positivo) foram
determinadas, substituindo a solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e

agua Milli-Q estéril (lise por choque hipotdnico), respectivamente.

4.9  Andlises Estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos
independentes, e foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0 (San
Diego,CA) e do programa SPSS (versdo 13.0). A concentragdo minima inibitoria
(Clsp) foi calculada usando curvas dose-resposta e intervalos de 95% de confianca
foram incluidos. O valor de Clsy (concentracdo da droga capaz de inibir o crescimento
dos parasitas em 50%) foi calculado usando Regressdo Probit e assumindo um nivel de
confianca de 95% (p< 0.05). Analise de variancia (ANOVA) seguida por um Tukey foi
realizada, tomando um valor de p <0,05 como o nivel minimo necessario para a

significancia estatisticas.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise da atividade anti-Leishmania da quercetina, na viabilidade celular e
inibigdo de crescimento nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

Apobs a cultura de L. amazonensis foram realizadas diluicbes da quercetina
obtendo concentra¢des de 2000 uM/mL, 1000 pM/mL, 500 uM/mL, 250 uM/mL, 100
UM/mL, e através do protocolo descrito anteriormente foi realizado o teste in vitro
contra a proliferacdo de promastigotas de L. amazonensis. De acordo com os dados
obtidos no teste in vitro do flavonoide quercetina contra as formas promastigotas de L.
amazonensis, a porcentagem média de crescimento celular em 24h nas concentracdes de
100 pM/mL, 250 pM/mL, 500 pM/mL, 1000 pM/mL, 2000 pM/mL, foram
respectivamente 89,34%, 86,04%, 84,82%, 74,96%, e 63,11% e o controle positivo
apresentou uma porcentagem média de 63,45%. Nota-se que apenas a concentracdo de
2000 puM/ml apresentou porcentagem média inferior de crescimento de L. amazonensis
em relacdo ao controle positivo, o Glucantime®, farmaco de referéncia utilizado no
tratamento da leishmaniose tegumentar americana. Consequentemente, a concentragdo
mais baixa, de 100 pM/ml, apresentou maior porcentagem de crescimento de L.

amazonensis (Figura 9).
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Figura 9: Porcentagem média de viabilidade celular de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis na presenca de diferentes concentracfes da quercetina. A inibicdo do crescimento dos

parasitas foi avaliada em Camara de Neubauer ap6s 24 h de tratamento. O grafico representa a média +



37

erro padrdo da média de trés experimentos independentes, considerando o controle como 100% de
viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para comparar a inibicao
observada na presenca das diferentes concentracdes ao grupo controle (DMSO 0,5% em meio Schneider

completo). O grafico representa a porcentagem média de um experimento realizado em ftriplicata.* p <

0,05, comparado ao controle positivo. Fonte: Autor, 2016.

Observando os dados obtidos apds 48 h, a porcentagem média de crescimento
celular nas concentracdes de 2000 uM/mL, 1000 pM/mL, 500 pM/mL, 250 pM/mL,
100 puM/mL foram respectivamente, 51,48%, 51,22%, 68,21%, 71,07% e 84,68%. O
controle positivo Glucantime® apresentou uma porcentagem média de 52,25%.
Observou-se que o crescimento de L. amazonensis nas maiores concentracfes que
foram analisadas (1000 uM/ml e 2000 uM/ml) e o controle positivo (Glucantime®)

apresentaram porcentagens médias similares de crescimento (Figura 10).
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Figura 10: Porcentagem média de viabilidade celular de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis na presenca de diferentes concentracdes da quercetina. A inibicdo do crescimento dos
parasitas foi avaliada em Camara de Neubauer ap6s 48 h de tratamento. O grafico representa a média +
erro padrao da média de trés experimentos independentes, considerando o controle como 100% de
viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para comparar a inibicao
observada na presenca das diferentes concentracdes ao grupo controle (DMSO 0,5% em meio Schneider
completo). O gréfico representa a porcentagem média de um experimento realizado em triplicata.* p <

0,05, comparado ao controle positivo. Fonte: Autor, 2016.
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Apols 72 h do teste in vitro a porcentagem média de crescimento celular nas
concentragdes de 2000 puM/mL, 1000 puM/mL, 500 pM/mL, 250 puM/mL, 100 pM/mL
foram respectivamente, 27,69%, 44,44%, 54,33%, 49,92% e 83,07%. O controle
positivo Glucantime® apresentou uma porcentagem média bem acentuada de 8,89%. A
quercetina apresentou um maior efeito tdxico sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis nas concentracdes de 2000 puM/ml, 1000 pM/ml, 500 pM/ml, e 250
uM/ml e o controle positivo (Glucantime®) apresentou a porcentagem média mais baixa
na analise de 72h, assim como em comparacdo com 0S tempos anteriores, no
crescimento de L. amazonensis (Figura 11).

Os resultados obtidos a partir da analise dos dados relacionados a viabilidade
celular das formas promastigotas de L. amazonensis, sobre o efeito da quercetina e do
Glucantime® mostraram que houve uma reducdo no nimero de parasitas com o aumento
do tempo de incubacdo. Na analise realizada apds 72 h do inicio do teste in vitro o
efeito da quercetina sobre o parasita foi mais relevante (Figura 12).
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Figura 11: Porcentagem média de viabilidade celular de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis na presenca de diferentes concentracdes da quercetina. A inibicdo do crescimento dos
parasitas foi avaliada em Camara de Neubauer ap6s 72 h de tratamento. O grafico representa a média +
erro padrdao da média de trés experimentos independentes, considerando o controle como 100% de
viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para comparar a inibicao
observada na presenca das diferentes concentrages ao grupo controle (DMSO 0,5% em meio Schneider
completo). O gréafico representa a porcentagem média de um experimento realizado em triplicata.*p <
0,05, comparado ao controle positivo. Fonte: Autor, 2016.
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Figura 12: Porcentagem média de crescimento de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis na presenca de diferentes concentracdes da quercetina apés 24, 48 e 72h. O gréfico
representa a média * erro padrdo da média de trés experimentos independentes, considerando o controle
como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para
comparar a inibicdo observada na presenca das diferentes concentragdes ao grupo controle (DMSO 0,5%
em meio Schneider completo). O gréfico representa a porcentagem média de um experimento realizado

em triplicata. *p<0,05, comparado ao controle positivo. Fonte:Autor, 2016.

Tabela 1: Resultado do ICs, da atividade anti-Leishmania da quercetina. Fonte: Autor, 2016.

Promastigotas
Tempo
Substancia (horas)
Clsg HM/ mL
24 740,39
Quercetina 48 624,33
72 15,9

Além do ensaio de contagem de Leishmania em camara de Neubauer também
foi realizado o ensaio de MTT, como descrito na metodologia. De acordo com os dados

obtidos no teste in vitro de MTT do flavonoide quercetina contra as formas
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promastigotas de L. amazonensis, os resultados demonstraram que nas concentracdes de
125 pyM/mL, 250 puM/mL, 500 pM/mL, 1000 pM/mL, 2000uM/mL, as porcentagens
médias de crescimento celular foram respectivamente 71,23%, 65,63%,61,04%,59,13%,
54,11% e o controle positivo que foi a Anfotericina B, apresentou uma porcentagem
média de 12,93% (Figura 13). Nota-se que mesmo na maior concentracéo do flavonoide
que foi a de 2000 uM/mL ele apresentou uma maior porcentagem média de crescimento
em relacdo a Anfotericina B farmaco de referéncia utilizado no tratamento da

Leishmaniose Tegumentar Americana. Fonte: Autor,2016.
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Figura 13: Porcentagem média de crescimento de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis na presenca de diferentes concentracfes da quercetina. A citotoxicidade dos parasitas
foi avaliada pelo método de redugdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT)
apos 72 h de tratamento. O grafico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes, considerando o controle como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo poOs-teste de Tukey para comparar a inibicdo observada na presenca das diferentes
concentragdes ao grupo controle (DMSO 0,5% em meio Schneider completo), sendo *p<0,05, ** p<0,001

e *** p<0,0001, comparado ao controle positivo. Fonte: Autor, 2016.
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5.2 Andlise da influéncia do flavonoide quercetina na taxa de infeccdo de
monacitos por L. amazonensis.

Apos a cultura de L. amazonensis, foi coletado o sangue total de individuos ndo
infectados, e através dos protocolos descritos anteriormente foi realizada a infecgéo in
vitro de mondcitos pela L. amazonensis. A Figura 14 representa a marcacdo de
monacitos infectados por L. amazonensis, onde € observado em A o perfil de tamanho x
granulosidade, em B a marcacdo de CD14 em mondcitos, em C mondcitos infectados
por Leishmania marcada com CFSE e em D em vermelho n6s temos mondcitos nao
infectados com L. amazonensis e, em azul, mondcitos infectados com o parasita
marcados com o CFSE. Ao visualizar o resultado, foi notado que a as células tratadas
com quercetina apresentaram uma relevante queda na frequéncia de infeccdo quando
comparada com as células ndo tratadas. Outro resultado encontrado evidencia o descrito
anteriormente, quando foi feita a comparacéo da taxa de infeccdo causada pelo parasita
na presenca do flavonoide com a taxa de infeccdo na presenca da anfotericina B (Figura
15) , observou-se entdo que a quercetina diminui significadamente a entrada dos
parasitas nos mondcitos comparada ao farmaco que é atualmente administrado no

tratamento de pacientes com leishmaniose.
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Figura 14: Perfil da distribuicdo de células do sangue total infectadas com L. amazonensis no
gréafico de tamanho x granulosidade. (A) Perfil da distribuicdo de células do sangue total no grafico
de tamanho x granulosidade, aonde foi feito um ‘’gate’” nos monocitos (B). Grafico mostrando a
caracterizacdo dos mongcitos com o CD14(marcador de mondcitos) CD14 x granulosidade (C), CD14
marcador de mondcitos. Taxa de infeccdo da Leishmania amazonensis em monaocitos (D). Em vermelho
podemos ver a células ndo infectadas por L. amazonensis e, em azul vizualizamos 0s mondcitos

infectados por L. amazonensis marcada com CFSE. Fonte: Autor, 2016.
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Figura 15: Taxa de infec¢do da L. amazonensis nos mondcitos, nas células do sangue total sem o
tratamento, com a anfotericina B ou com a quercetina. Foi realizado o contraste da frequéncia de
infecgdo nos mondcitos infectados pelo parasita, com o tratamento com o flavonoide e com a anfotericina
B®. Em verde, temos os mondcitos infectados com L. amazonensis tratados com uma concentracio de
4xClsy da quercetina, em laranja os mondcitos parasitados tratados com uma concentracdo de 1xCls, do
flavonoide. Por fim, em azul estdo os mondcitos tratados com a concentracdo de 1xCls, da anfotericina
B®, que foi utilizada como controle positivo nesse estudo e, em vermelho os mondcitos infectados sem o

tratamento de ambas as drogas. Fonte: Autor, 2016.

53 Determinacdo do perfil apoptético e necrético em formas promastigotas de
L. amazonensis causado pelo tratamento com a quercetina

Para indicar a frequéncia de morte celular dos parasitas expostos a quercetina e a
Anfotericina B foi realizada a citometria de fluxo convencional, utilizando os
marcadores celulares Anexina V-FITC e IP. Dot-plots de AnexinaV-FITC/IP estdo
representados na Figura 16. Nas células que ndo foram submetidas ao tratamento nem
com a Anfotericina B nem com a quercetina (Anexina V-FITC’/ PI), as proporc¢des de
Leishmania que ndo apresentaram apoptose inicial, tardia e necrose foi de 81,5% e, a
frequéncia média dos parasitas que entraram em apoptose inicial, tardia e necrose, foi de
4,06% , 9,23% e 5,21% , respectivamente. Os resultados dos tratamentos com
quercetina em formas promastigotas de Leishmania amazonensis sé@o apresentados a
seguir. O flavonoide apresentou efeito citotoxico sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis, com percentagens de 3,36%, 16,3% e 12,5% apoptose inicial, apoptose
tardia e necrose respectivamente, na concentracdo de 1xClsy (Tabela 2). Quando a
concentracdo do flavonoide usada foi de 2xClsy (Tabela 2), foi observado um perfil
citotoxico diferente do anterior,aonde as percentagens foram de 6,12% ,15,7% e 9,37% ,

apoptose inicial , apoptose tardia e necrose , na devida ordem. A maior concentragdo
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administrada para realizacdo desse experimento foi o de 4xClsy da substancia (Tabela
2), e essa foi a concentracdo que mostrou maior porcentagem de necrose das células
com um total de 15,9%, os valores de apoptose inicial e tardia mantiveram-se padrdes
comparado a concentracdo utilizada anteriormente, 6,54% e 15,6% , respectivamente. O
controle positivo utilizado nesse experimento foi a anfotericina B, cujo mecanismo de
acdo ja foi elucidado e sua concentracdo inibitoria de crescimento € 0,17ug/ml. Ao
comparar a porcentagem de morte celular causada pela acdo da Anfotericina B e do
flavonoide quercetina, observamos que a quercetina atividade diferente se comparada a
esse medicamento de referéncia, os valores da porcentagem da Anfotericina B na
concentracéo de 1xClsg, foi de 5,70% , 24,1% e 2,9% , para apoptose inicial , apoptose
tardia e necrose , na devida ordem. Ja nas concentracdes maiores de 2xClsg € 4xClsg, a
Anfotericina B se mostrou relativamente mais citotoxica comparada ao flavonoide. As
porcentagens verificadas da concentracdo de 2xClso foram de: 8,32%, 40,3% e 6,08%,
para apoptose inicial , tardia e necrose , respectivamente. Finalmente, na concentragao
de 4xClsp, notou-se 0 evidente aumento nas porcentagens de apoptose inicial, tardia e
necrose, aonde as percentagens foram de 7,34%, 47,0% e 11,0% de modo respectivo
(Tabela 2).



PerCP-Cy5-5-A : PI PerCP-Cy5-5-A

PerCP-Cy5-5-A Pl PerCP-Cy5-5-A

4 3
10 3o Q2
<« 152 8,23
L
&0’ 3
o 3
o .
> ]
£ ]
By
<
o
W
)
74
&0
[:i)
o Q3
0 4,06
10 e ey
1 2 3 4
10 10 10 10 10
FITC-A Anex FITC-A
ANFOTECINAB?®

FITC-A: Anex FITC-A

Tty

10 10°
FITC-A Anex FITC-A

3
10

PerCP-Cy5-5-A .: PI PerCP-Cy5-5-A

PerCP-Cy5-5-A . Pl PerCP-Cy5-5-A

FITC-A - Anex FITC-A

Q2

FITC-A: Anex FITC-A

45

1xClsq

2XClsq



PerCP-Cy5-5-A 1 Pl PerCP-Cy5-5-A

Q2
15,6

PerCP-Cy5-5-A Pl PerCP-Cy5-5-A

FITC-A Anex FITC-A

1.()2
FITC-A Anex FITC-A

46

4xCls

Figura 16: L. amazonensis tratadas ou ndo com a quercetina, ou com a anfotericina B. Perfil
apoptotico observado em L. amazonensis, durante exposi¢do de 24 horas ao flavonoide e ao controle
positivo (anfotericina B). Foi avaliada a citotoxidade do flavonoide e da anfotericina B, observando as
freqUiéncias de apoptose inicial, tardia e necrose.. A anfotericina B foi utilizada com controle positivo, e
foi usada nas mesmas concentragdes que o flavonoide (1 x Clsg, 2 X Clsg € 4 X 0 Clgg), para assim ser

feita uma comparacéo da citotoxidade de ambas as substancias. Fonte: Autor, 2016.

Tabela 2: Andlise de morte celular de formas promastigotas de L. amazonensis

tratados e nao

tratados com quercetina e a, Anfotericina B por citometria de fluxo. Mostrando a porcentagem de
Anexina V, Anexina V/IP e, IP. Fonte: Autor, 2016.

Frequéncia de morte celular de L. amazonensis (% células)

Controle
Quercetina
1XC|50
Quercetina
2XC|50
Quercetina
4XC|50

Anf B 1xClsgg
Anf B 2XClsp
Anf B 4xClsg

Anexina V
4,06
3,36

6,12
6,54
5,70

8,32
7,34

Anexina/IP
9,23
16,3

15,7
15,6
24,1

40,3
47,0

IP
521
12,5

9,37
15,9
2,9

6,08
11,0

5.4  Avaliacdo do ensaio de globulos vermelhos

Outros modelos de citotoxicidade foram investigados para determinar a

seguranca e confiabilidade de novos compostos com possivel atividade leishmanicida.

Avaliacdes de citotoxicidade usando globulos vermelhos representam um modelo in
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vitro que é correlacionado com danos celulares in vivo baseados em lesdo ou formacéo
de poros na membrana plasmatica. Desse modo, foi avaliado a citotoxicidade da
quercetina contra os globulos vermelhos de humanos. Os resultados mostraram que 0
nivel de seguranca desse flavonoide é muito elevado visto que ele mostrou uma menor
porcentagem de hemolise >2000uM (Tabela 3).

Tabela 3: Efeito citotdxico da quercetina e da Anfotericina B em células vermelhas de humanos.
Fonte: Autor, 2016.

Citotoxicidade
Glébulos
Substancia Vermelhos

HCx HM/ mL

Quercetina >2000




48
6 DISCUSSAO

Uma grande parte da populacéo que vive em areas rurais ndo tem acesso fécil a
tratamentos convencionais devido a disponibilidade limitada de servicos de salde.
Portanto, as plantas podem fornecer uma fonte importante e necessaria de
medicamentos e compostos terapéuticos. Os efeitos adversos provenientes do uso das
drogas atualmente disponiveis para o tratamento das leishmanioses tém motivado a
busca por novos agentes terapéuticos, que possam ser mais eficazes sozinhos ou
concomitante com as terapias atuais contra a doenca. Devido a esse apelo, compostos
sintéticos ou aqueles que sdo oriundos de plantas medicinais vem sendo extensivamente
avaliados com a pretenséo de se observar neles uma atividade leishmanicida, devido a
necessidade urgente de se descobrir novos agentes terapéuticos mais eficazes e menos
toxicos do que os medicamentos convencionais para o tratamento da leishmaniose (L.A.
DUTRA, L. DE ALMEIDA, PASSALACQUA T.G. etal., 2014).

Flavonas e seus derivados, os flavonoides, estdo entre os derivados de plantas
mais atraentes que podem enriquecer as opcdes terapéuticas atuais, devido a extrema
gama de propriedades bioldgicas (RAMIREZ-MACIAS et al., 2012). Os flavonoides
possuem diversas atividades bioldgicas, incluindo atividade antioxidantes, anti-
hipertensiva, atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antiprotozoario. A quercetina
é um flavonoide que se encontra abundante na natureza e que recentemente tornou-se
um composto de importante interesse farmacéutico por apresentar uma vasta gama de
atividades terapéuticas. Uma dessas atividades é a acdo da quercetina no parasita
Trypanosoma brucei e nas formas amastigotas de Leishmania donovani (TASDEMIR
D.; KAISER M.; BRUN R.; YARDLEY V.; SCHMIDT T.J.; et al.,2006). E a sua acao
anti-Leishmania ja foi relatada em estudos anteriores, para algumas espécies do género
Leishmania, em formas promatigotas e amastigotas intracelulares desse parasita
(MITTRA et al, 2000; TASDEMIR et al, 2006; SEN et al., 2008;
GUNDAMPATI et al., 2014).

A partir dos dados obtidos nesse trabalho, pode-se observar que a quercetina,
apresentou atividade anti-Leishmania contra formas promastigotas do parasita em
testes in vitro. Ao observar os dados relativos a porcentagem média da viabilidade
celular em 24 h, notou-se que somente a concentracdo de 2000 puM/ml apresentava
porcentagem média inferior de crescimento de L. amazonensis em relagdo ao controle
positivo, o Glucantime®, farmaco de referéncia no tratamento das leishmanioses. Ap6s

48 h observou-se que o crescimento de L. amazonensis nas maiores concentracfes que
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foram analisadas (1000 uM/ml e 2000 uM/ml) e o controle positivo (Glucantime®)
apresentaram porcentagens médias similares de crescimento neste periodo e o
Glucantime e as concentracdes de 1000 e 2000 pM/ml possuem efeito citotdxicos
semelhantes. Na Ultima contagem, ap0s 72 h a quercetina apresentou um efeito
citotoxico sobre as formas promastigotas de L. amazonensis nas concentracfes de 2000
MM/ml, 1000 uM/ml, 500 uM/ml, e 250 pM/ml, e o controle positivo apresentou a
porcentagem média ainda mais baixa, assim como em compara¢do com 0s tempos
anteriores, no crescimento de L. amazonensis. Ao observar os dados obtidos em 24, 48 e
72 h, pode-se concluir que taxa de sobrevivéncia das promastigotas diminuiu com o
aumento do tempo de exposicdo ao flavonoide e ao Glucantime®. Apesar do efeito do
flavanoide contra a proliferacdo de promastigostas, o farmaco de primeira escolha no
tratamento da leishmaniose tegumentar americana apresentou maior eficécia.

Os resultados demonstram que o Glucantime® obteve maior efic4cia na inibicdo
do crescimento parasitario. Acredita-se que 0 mecanismo de agdo dos antimoniais é
baseado na interferéncia do processo bioenergético das formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania. Os produtos desta interferéncia blogueiam e inibem
diferentes proteinas do parasita, particularmente enzimas envolvidas na glicolise e
oxidacdo de acidos graxos, resultando numa reducdo na producdo de ATP e GTP, que
sdo primordiais para o funcionamento celular (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ,
2001).

Em relacdo a citotoxicidade da quercetina as formas promastigotas de L.
amazonensis, foi analisada a L. amazonensis sem o tratamento com a quercetina , e com
a anfotericina B , para que fosse feita a comparacdo da citotoxicidade de ambas as
substancias. Assim, observou-se que houve uma maior porcentagem de morte celular
quando foi utilizada uma maior concentracdo do flavonoide 4x ICsy da substancia.
Como controle positivo nesse experimento utilizou-se a anfotericina B, cujo mecanismo
de acéo ja foi elucidado. A anfotericina B, € um antibiotico poliénico e que também tem
atividade leishmanicida, atua tanto sobre formas promastigotas e amastigotas do
parasita Leishmania e tem como alvo o ergosterol na membrana de superficie do
parasita, levando a um aumento da permeabilidade e o influxo de ions (ELLIS M.;
BERNSEN R.; ALI-ZADEH H, et al.,2009). Ao comparar a porcentagem de morte
celular causada pela acdo da anfotericina B e do flavonoide quercetina, observou-se que
a quercetina se mostrou menos toxica se comparada a anfotericina B. Em relacdo a

influéncia do tratamento com a quercetina sob a taxa de infeccdo dos monadcitos pelos
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parasitas, observou-se que as celulas tratadas com quercetina apresentaram uma
relevante queda na frequéncia de infeccdo quando comparada com as células nédo
tratadas. Outro resultado encontrado evidencia o descrito anteriormente, quando
comparamos a taxa de infeccdo causada pelo parasita na presenca do flavonoide com a
taxa de infeccdo na presenca da Anfotericina B, observou-se que a quercetina diminui a
entrada dos parasitas nos mondcitos comparada ao farmaco que é atualmente
administrado no tratamento de pacientes com leishmaniose. Os compostos naturais, tais
como os flavonoides em estudos posteriores mostraram atividade relacionadas a
infeccdo de leishmanias em macréfagos (MUZITANO et al., 2006; TASDEMIR et al.,
2006). Quando testada contra L. (L.) donovani, a quercetina reduziu a carga amastigota
intracelular em 70% usada em uma concentragdo de 45 uM (MITTRA et al., 2000). A
planta Kalanchoe pinata, que contém quercetina, quercitrina e outros flavonoides,
mostrou atividade contra as formas clinicas cutanea e a visceral (MUZITANO et al.,
2009).

Outros modelos de citotoxicidade também foram avaliados nesse trabalho para
determinar a garantia de seguranca do uso da quercetina com uma potencial atividade
leishmanicida (VALADARES D.G.; DUARTE M.C. et al., 2011). Avaliacdes de
citotoxicidade usando globulos vermelhos representam um modelo in vitro que €
correlacionado com base em lesdo ou formagdo de poros na membrana
plasmatica.(RODRIGUES K.A. ; LV. AMORIM et al.,, 2014). Dessa forma, a
citotoxicidade da quercetina também foi avaliada em glébulos vermelhos humanos,
viu-se que a quercetina ndao apresentou citotoxicidade para glébulos vermelhos mesmo
na maior concentracdo utilizada nesse trabalho que foi a de 2000uM/ml. Em oposicao,
estudos realizados anteriormente mostraram que a anfotericina B e o Glucantime®,
ambos farmacos de referéncia utilizados atualmente no tratamento da leishmaniose,
apresentam citoxicidade em concentraces muito menores (RODRIGUES K.A.; DIAS
C.N.; NERIS P.L. et al., 2015).

Sabe-se que a quercetina por ser um flavonoide, pode inibir o processo de
formacédo de radicais livres em trés etapas diferentes, na iniciacdo (pela interacdo com
ions superdxido), na formacdo de radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na
peroxidacao lipidica (por reagir com radicais peroxi de lipideos). Embora os flavonoides
apresentem propriedades antioxidantes importantes na prevencdo de doengas, alguns
estudos tém demonstrado uma atividade pro-oxidante in vitro. Relatos de

mutagenicidade baseada no dano oxidativo causado pelos flavonoides tornou-se de
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grande interesse (BEHLING et al., 2004). Os resultados mostrados nesse trabalho
demostram que a quercetina por ser um flavonoide e consequentemente um composto
antioxidante, tem um importante mecanismo de agdo a ser melhor elucidado, que
influencia na taxa de infeccdo dos parasitas. Conclui-se assim, que esse farmaco pode
ser utilizado como uma droga concomitante ao tratamento com o0s antimonais
pentavalentes e com a anfotericina B, isto &, farmacos mais admistrados nos pacientes
atualmente, propondo que essa substancia pode auxiliar na diminuicdo da infeccdo pela

L. amazonensis.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados desse estudo pode-se concluir que a quercetina € um
composto parcialmente ativo na espécie L. amazonensis, apresentando baixa atividade
em comparagdo com a anfotericina B e Glucantime®, que sdo os farmacos de referéncia
amplamente utilizados no tratamento da doenca. Este estudo também demonstrou que a
quercetina diminuiu a taxa de infeccdo causada pelos parasitos, comparada a um dos
farmacos de referéncia. E necessario que mais trabalhos sem realizados na area visando
0S mecanismos de acdo da quercetina e investigacOes in vivo. Portanto, a quercetina se
mostrou um potencial agente no tratamento das leishmanioses, visto que ela ndo
apresentou toxicidadade aos glébulos vermelhos humanos. Estudos de mecanismos de
infeccdo deverdo ser conduzidos para maiores esclarecimentos sobre a acdo da

quercetina como possivel facilitador do tratamento da doenca.
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9 ANEXOS

ANEXO A - Parecer de aprovacao do presente projeto pelo comité de ética do
Hospital Universitario Lauro Wanderley.
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