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RESUMO

EMERICK, Sabrina de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2023.
Avaliacdo in vitro de atividades citotoxica, antioxidante e antileishmanial do extrato de
Bixa orellana (Bixaceae) contra Leishmania braziliensis. Orientador: Eduardo de Almeida
Marques da Silva. Coorientadora: Reggiani Vilela Gongalves.

As propriedades farmacoldgicas de Bixa orellana, comumente conhecida como urucum, sao
investigadas e descritas na literatura e seu potencial terapéutico como cicatrizante, anti-
inflamatério, antioxidante, antibacteriano, antifingico, antiparasitario, dentre outros, ¢
explorado. O presente trabalho avaliou, in vitro, as atividades citotdxica, antioxidante e
antileishmanial do extrato de B. orellana, como perspectiva de potencial uso terapéutico
contra lesdes de Leishmaniose Cutanea (LC), uma enfermidade dermatologica de grande
ocorréncia no mundo e associada a estigma social. O extrato de B. orellana foi avaliado em
ensaios de citotoxicidade de macrofagos RAW 264.7, ensaio de atividade sequestradora do
radical livre DPPH- e atividade antileishmanial contra formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de Leishmania braziliensis. Foi avaliada, ainda, a producdo de NO, TNF-a e IL-
10 em sobrenadante de cultura de macréfagos infectados e tratados com o extrato. O extrato
na concentracdo de 0,25% e usado em tratamento por 24 horas apresentou baixa
citotoxicidade em macrofagos e foi capaz de reduzir em aproximadamente 60% a carga
parasitaria nessas células, no entanto ndo apresentou atividade antileishmanial contra formas
promastigotas do parasito. Na concentrac¢do de 0,25%, o extrato também apresentou atividade
antioxidante capaz de inibir em torno de 60% o radical livie DPPH:. Os resultados sugerem
que a reducdo da infeccdo in vitro por L. braziliensis possa estar relacionada a um efeito
citotoxico do extrato sobre macréfagos e, ou acdo direta sobre as formas amastigotas
intracelulares e ndo pela ativagdo de vias microbicidas dos macréfagos. Essa hipotese ¢é
suportada uma vez que nao foi detectada producdo de NO no sobrenadante de cultura de
macrofagos infectados e de ter ocorrido producdo nao significante da citocina TNF-a por
estas células. O extrato de B. orellana avaliado demonstrou potencial terapéutico in vitro que
nos leva propor avaliar em modelo de infec¢do in vivo por L. braziliensis como terapia Unica

ou associada com o tratamento padrdo contra LC.

Palavras-chave: Bixa orellana, Leishmaniose Cutanea, DPPH, Antileishmanial



ABSTRACT

EMERICK, Sabrina de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023. In
vitro evaluation of the cytotoxic, antioxidant and antileishmanial activity of Bixa
orellana extract (Bixaceae) against Leishmania braziliensis. Adviser: Eduardo de Almeida
Marques da Silva. Co-adviser: Reggiani Vilela Gongalves.

The pharmacological properties of Bixa orellana, commonly known as annatto, have been
investigated and its therapeutic potential as wound healing, anti-inflammatory, antioxidant,
antibacterial, antifungal, and antiparasitic, among others, has been explored. The present work
evaluated, in vitro, the cytotoxic, antioxidant, and antileishmanial activity of the extract of B.
orellana as a perspective of potential therapeutic use against lesions of Cutaneous
Leishmaniasis (CL), a dermatological disease of great occurrence in the world and associated
with a social stigma. B. orellana extract was evaluated in RAW 264.7 macrophage
cytotoxicity assay, DPPH- free radical scavenging activity assay, and antileishmanial activity
against promastigotes and amastigotes intracellular strains of Leishmania braziliensis. In
addition, the production of NO, TNF-a, and IL-10 in the culture supernatant of infected
macrophages treated with the extract was also evaluated. The extract at a concentration of
0.25% used in treatment for 24 hours showed low cytotoxicity in macrophages and was able
to reduce the parasite load in these cells by approximately 60%. However, it did not show
antileishmanial activity against promastigote forms of the parasite. At a concentration of
0.25%, the extract also showed antioxidant activity capable of inhibiting around 60% of the
DPPH- free radical. The results suggest that the reduction in vitro infection by L. braziliensis
may be related to a cytotoxic effect of the extract on macrophages and, or direct action on
intracellular amastigotes. This hypothesis is supported since NO production was not detected
in the culture supernatant of infected macrophages and there was a non-significant production
of the cytokine TNF-a by these cells. Thus, the evaluated extract of B. orellana demonstrated
in vitro therapeutic potential, which leads us to propose evaluating it in a model of in vivo
infection by L. braziliensis as therapy alone or associated with the standard treatment against

CL.

Keywords: Bixa orellana, Cutaneous Leishmaniasis, DPPH, Antileishmanial
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para fins terapéuticos ¢ uma pratica milenar empregada desde
os primérdios pela humanidade. Especialmente apos a Segunda Guerra Mundial, avangos nos
estudos de biossintese de produtos naturais t€ém possibilitado a busca e a utilizagao de plantas
e seus derivados como agentes terapéuticos no tratamento de diversas enfermidades (Msomi e
Simelane, 2018). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), cerca de 20.000
plantas sdo utilizadas para fins terapéuticos e aproximadamente 80% da populagdo mundial
fazem uso de plantas medicinais. Além disso, diversos medicamentos prescritos apresentam
bioativos de origem vegetal. Entretanto, a busca por novos alvos farmacoldgicos a base de
plantas medicinais continua sendo uma area importante e pouco explorada (Sen e Samanta,
2015; Ozaslan e Oguzkan, 2018).

Bixa orellana ¢ um arbusto da familia Bixaceae nativo das Américas do Sul e
Central, conhecido popularmente como urucum. Por ser um corante natural, ¢ amplamente
utilizado na industria de cosméticos e alimenticia (Garcia et al., 2011; Capella et al., 2016).
Entretanto, estudos mostram que o 6leo extraido de diferentes formas e partes de B. orellana
exibem atividade cicatrizante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifiungica, além de efeito
protetor contra colite ulcerativa induzida por 4cido acético (Shilpi et al., 2006; Capella et al.,
2016; Castillo et al., 2019; Tagne et al., 2022). Ha, também, estudos que mostram potencial
leishmanicida do 6leo essencial de B. orellana contra Leishmania amazonensis em testes in
vitro € em ensaio de infecgdo in vivo (Garcia et al., 2011; Monzote et al., 2014; Machin et al.,
2019).

A leishmaniose cutanea (LC) ¢ uma afec¢do dermatoldgica causada por diferentes
espécies do protozoario Leishmania transmitido pela picada de fémeas hematdéfagas de insetos
flebotomineos. No Brasil, as trés principais espécies que ocorrem sdo Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis. A doenca se
caracteriza pelo desenvolvimento de uma ou mais lesdes no local de inoculagdo do parasito
pelo inseto vetor. As lesdes iniciam como pequenas papulas e, na medida que evoluem,
adquirem aspecto de cratera ou ulcera. Estas podem evoluir para cura espontanea ou
permanecer ativas caso ndo sejam tratadas (Brasil, 2010; WHO, 2010). No entanto, a
resolucdo das lesdes cutaneas resulta em cicatrizes que podem ser desfigurantes e acarretar
impactos psicossociais na vida dos individuos afetados (Turan et al., 2015; Pacheco et al.,

2017; Pires et al., 2019).
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A LC possui elevada incidéncia mundial com cerca de 1 milhdo de casos reportados
anualmente. Neste cenario, o Brasil se destaca como um dos 10 paises com maior
concentragdo do nimero de casos reportados e como o pais com maior incidéncia da doenga
nas Américas (OPAS, 2019; WHO, 2020). Apesar dos esforcos, o tratamento padrao indicado
para LC ainda ¢ limitado a quimioterapicos com consideravel efeito colateral cardiotoxico,
nefrotoxico e hematotdxico. Além disso, ja se observa aumento de resisténcia dos parasitos ao
tratamento (Tuon et al., 2008; Brasil, 2010). Somado a estas limitagdes e a magnitude da
doenga, ¢ importante destacar que o tratamento padrio atual se restringe a resolucdo do
processo infeccioso e, portanto, ndo exibe efeitos capazes de contribuir com o0s aspectos
estéticos das cicatrizes. Nesse contexto, a busca por novos tratamentos que sejam mais
eficazes, menos agressivos e capazes de contribuir esteticamente ¢ de extrema relevancia para
proporcionar melhor qualidade de vida aos individuos afetados pela LC.

O presente trabalho teve como proposta avaliar, in vitro, a atividade citotoxica,
antioxidante e antileishmanial do extrato de B. orellana, utilizado em formula¢ao comercial,

contra Leishmania braziliensis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bixa orellana

Bixa orellana, comumente conhecida como urucum, ¢ uma planta da familia Bixaceae
nativa da América do Sul, especialmente da regido amazonica, além de ser encontrada na
América Central e em outros paises tropicais como Indonésia, India, Quénia e Africa Oriental.
E uma planta arbustiva de 3 a 5 metros de altura (Figura 1). As sementes sdo ricas em
pigmentos, sendo que o principal deles, cerca de 80%, ¢ o carotenoide conhecido como
bixina, amplamente explorado pela industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e téxtil.
Viérias partes do urucum sao utilizadas na medicina tradicional para prevenir e tratar diversas
enfermidades. A diversidade de usos tradicionais encoraja pesquisadores a isolar e identificar
fitoquimicos da planta, bem como explorar suas propriedades farmacologicas (Vilar De et al.,

2014; Shahid Ul et al., 2016).

FIGURA 1. Bixa orellana. Planta arbustiva de 3 a 5 metros da familia Bixaceae, comumente conhecida como
urucum. Fonte: Arquivo pessoal.

Os principais compostos encontrados em todas as partes da planta sdo os carotenoides,
apocarotenoides, terpenos, terpenoides, esterois e compostos alifaticos. Das sementes, além da
bixina, ja foram isolados norbixina, isobixina, beta-caroteno, criptoxantina, luteina,
zeaxantina, orelina, bixeina, bixol, crocetina, acido elagico, acido salicilico, treonina, acido

tomentosico, triptofano e fenilalanina. Mais de 100 compostos volateis também ja foram
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extraidos em extratos organicos e aquosos ¢ muitos deles ja foram identificados (Vilar De et
al., 2014; Shahid Ul et al., 2016).

Diversas atividades biologicas de B. orellana sdo descritas na literatura, como:
atividade anti-inflamatoria, antioxidante, cicatrizante, antibacteriana, antifingica,
anticarcinogénica, anticonvulsivante, atividades neufarmacologicas, aumento da motilidade
gastrointestinal e efeito protetor contra colite ulcerativa induzida por acido acético (Vilar De
et al., 2014; Capella et al., 2016; Shahid Ul et al., 2016; Tagne et al., 2022). Atividade
antimaldrica também ja foi descrita contra diferentes espécies de plasmodios, a saber:
Plasmodium gallinaceum, Plasmodium lophurae, Plasmodium berghei e Plasmodium
falciparum (Vilar De et al., 2014).

O o6leo essencial e o extrato hidroalcoolico de B. orellana apresentou atividade
antileishmanial contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis, in
vitro. Em ensaios in vivo, o tratamento com 6leo essencial ou extrato hidroalcoodlico foi capaz
de controlar a infecgdo em camundongos BALB/c por L. amazonensis (Garcia et al., 2011,

Monzote et al., 2014; Machin et al., 2019; Da Silva, 2020).

2.2 Leishmania: morfologia, ciclo biologico e diversidade

As leishmanias sdo organismos pertencentes ao Reino Protista, classe Kinetoplastida,
ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Incluem diversas
espécies que atuam como agente infeccioso das Leishmanioses, um grupo de doengas com
amplo espectro de manifestagdes clinicas, que variam de formas benignas e cutaneas, a forma

visceral e grave (Ul Bari, 2008; Akhoundi et al., 2016).

As espécies pertencentes a esse género apresentam um ciclo de vida digenético na qual
se alteram em duas formas evolutivas principais, a forma promastigota ou flagelar e a forma
amastigota ou esférica. A forma promastigota mede aproximadamente 10-15 pm de
comprimento e possui um longo e tnico flagelo anterior que fornece motilidade e permite a
adesdo do parasito no intestino do inseto vetor. Esta forma é encontrada no tubo digestivo de
insetos flebotomineos e em culturas formando aglomerados ou rosetas. Uma variante dessa
forma, a promastigota metaciclica, ¢ transmitida pelo vetor ao hospedeiro mamifero durante o
repasto sanguineo, sendo, portanto, a forma infectante do parasito para o homem, o cdo e

r

demais mamiferos suscetiveis. A forma amastigota ¢ oval ou esférica, ndo apresenta
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motilidade, uma vez que possui um pequeno flagelo internalizado sem motilidade aparente.
Essa forma mede cerca de 2-5 pum e s3o encontradas parasitando células do Sistema
Fagocitirio Mononuclear de hospedeiros mamiferos. E, portanto, a forma do parasito
responsavel pela manutencdo e propagacdo da infeccdo nesses hospedeiros (Ul Bari, 2008;

WHO, 2010; Freitas, 2012).

A transmissao do parasito ao homem e a outros mamiferos se da pela picada de fémeas
hematofagas de insetos flebotomineos infectados (Ordem: Diptera; Familia: Psychodidae;
Subfamilia: Phlebotominae) do género Phebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo
Mundo. Estes sdo insetos pequenos (1,5 a 3 mm de comprimento), apresentam o corpo
revestido por pequenas cerdas ou pélos e coloracdo em tons de castanho. Por conta dessa
ultima caracteristica, no Brasil sdo conhecidos em diversas regides pelo nome popular

mosquito-palha ou birigui (Akhoundi et al., 2016; Brasil, 2017).

Leishmanias sdo protozoarios heteroxénicos uma vez que seu ciclo acorre em dois
hospedeiros, os insetos flebotomineos, que se comportam como vetores, € os hospedeiros
mamiferos que incluem o homem, o cdo, e animais silvestres como gambads, roedores e
raposas. Nas areas urbanas os caes sdo considerados o principal reservatorio do parasito, uma
vez que, quando infectados, apresentam elevada carga parasitaria na pele, se tornando uma
fonte de infeccdo para os flebotomineos vetores e consequente transmissao para novos
hospedeiros (Lainson, Rangel, 2005; Brasil, 2017).

Nos hospedeiros mamiferos, apds o vetor introduzir formas promastigotas metaciclicas
na pele, juntamente com a saliva, essas formas sdo fagocitadas por células do Sistema
Fagocitario Mononuclear, especialmente macrofagos. Dentro do vactiolo parasitoforo de
macrofagos, o baixo pH desse microambiente somado a temperatura corporal elevada
caracteristica dos mamiferos, induz o parasito a se diferenciar na forma amastigota. Essa
forma se replica continuamente até que ocorra a lise da célula hospedeira. Apesar dos
macréfagos serem células fagocitarias profissionais, ndo conseguem conter a replicacao do
parasito. As formas amastigotas, uma vez livres, podem infectar novas células em um
continuo processo infeccioso (Nieto et al., 2011; Freitas et al., 2012).

A diversidade de espécies de Leishmania ¢ um dos principais fatores responsaveis pela
diversidade clinica das leishmanioses. Isso porque algumas espécies sdo adaptadas a
temperaturas maiores caracteristica dos 6rgdos internos, €, no entanto, sdo classificadas como

espécies vicetropicas responsaveis pela leishmaniose visceral, a forma clinica mais grave e
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que pode evoluir para casos fatais. S3o responsaveis por essa forma clinica as espécies L.
donovani, L. infantum e L. infantum chagasi. Outras espécies ja sao adaptadas a temperaturas
menores da pele e mucosas, e, portanto sdo espécies dermotropicas responsaveis pela formas
tegumentares da doenga que inclui a leishmaniose cutanea (LC) e mucocutanea (LMC).
Diversas espécies de Leishmania sdo responsaveis por causar lesdes cutdneas no homem. No
Velho Mundo, a LC ¢ causada pelas espécies: L. infantum, L. major, L. tropica, L. aethiopica
e L. donovani. Nas Américas, ela ¢ causada por multiplas espécies. As principais sdo. L.
mexicana, L. braziliensis, L. amazonensis, L. panamensis, L. peruviana € L. guyanensis
(WHO 2010; Nylen e Eidsmo 2012; Mcgwire e Satoskar, 2014). No Brasil as trés principais
espécies dermotrdpicas de Leishmania sao: L. (Viannia) braziliensis, L. (Leishmania)
amazonensis € L. (Viannia) guyanensis (Brasil, 2010). As espécies L. (Viannia) braziliensis e
L. panamensis também sdo responsaveis por infecgdes de mucosas que caracterizam a LCM

(WHO, 2010; Brasil, 2010).

2.3 Leishmaniose cutinea: forma clinica, epidemiologia e tratamento

A leishmaniose cutanea (LC) corresponde a manifestagao clinica menos grave, porém
mais frequente dentre as leishmanioses (WHO, 2020). As formas cutaneas das leishmanioses
sdo causadas por espécies dermotropicas de protozoarios do género Leishmania (WHO,

2010).

As infecgdes tegumentares na LC se manifestam sob aspectos clinicos diferentes que
variam segundo a espécie do agente infeccioso em associagdo com caracteristicas do
hospedeiro, como: estado imunolédgico e nutricional, idade e suscetibilidade genética. A LC ¢
subdividida em trés fenotipos clinicos principais: Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD),
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) e Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (Nylen e

Eidsmo, 2012; Mcgwire e Satoskar, 2014; Kevric ef al., 2015; WHO, 2020) (Figura 2).

A LCD ¢ associada as espécies L. amazonensis e L. mexicana. Ela é caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes nodulares de tamanhos variados na regido da face, orelhas,
cotovelos e joelhos e, em alguns casos, as lesdes podem alastrar pela superficie corporal.
Geralmente a patologia ndo evolui para cura espontanea (WHO, 2010; Mcgwire e Satoskar,

2014; Kevric et al., 2015).
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A LCL ¢ caracterizada pelo desenvolvimento de uma ou mais lesdes no local de
inoculagdo do parasito pelo inseto vetor, especialmente em areas mais expostas do corpo. A
ulcera tipica possui formato arredondado ou ovalado; base de consisténcia firme, eritematosa
e infiltrada; bordas elevadas e bem-delimitadas; fundo avermelhado com a presenca de
granulagdes grosseiras. Inicialmente, as lesdes se apresentam como pequenas papulas
caracteristicas de picada de inseto. Na medida em que as papulas evoluem, elas aumentam em
tamanho e profundidade e ulceram na regido do vértice adquirindo aspecto de cratera. As
lesdes podem se desenvolver semanas ou meses apds a infec¢do e, em alguns casos, também
podem evoluir para cura espontinea dentro de semanas ou meses. No Brasil, a forma
localizada da LC estd associada as espécies L. braziliensis e L. guyanensis (Brasil, 2010;

WHO, 2010; Mcgwire e Satoskar, 2014).

FIGURA 2. Fenétipos clinicos das formas tegumentares das leishmanioses. (A) LCL caracterizada por lesdo
ulcerativa no local de inoculagido do parasito pelo inseto vetor. (B) LCD caracterizada por lesdes de tamanhos
variados com aparéncia verrucosa ¢ xantomatosa na superficie corporal. (C) LMC decorrente da metéstase de L.
braziliensis para os tecidos das mucosas nasal e oral. Adaptado de: BIFELD, E.; CLOS, J. The genetics of
Leishmania virulence. Medical Microbiology and Immunology, v. 204, n. 6, p. 619-634, 2015.

A espécie L. braziliensis também estd associada ao desenvolvimento de LMC, assim
como a espécie L. panamensis. A LMC decorre da metastase do parasito via sistema linfatico
ou hematogénico para os tecidos das mucosas oral e do trato respiratdrio superior. Lesdes
nasais sdo mais frequentes, podendo ter desfechos obstrutivos e mutilantes. Geralmente a
doenca se manifesta meses ou anos apds a resolugdo de lesdes cutaneas primarias (WHO,

2010; Mcgwire e Satoskar, 2014).

A LC, apesar de ser a forma menos grave das leishmanioses, ¢ uma afeccdo

dermatologica de grande importancia na satde publica devido a sua magnitude e por acarretar
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impactos psicossociais significativos na vida dos individuos afetados. Tanto as lesdes como as
cicatrizes geram efeitos discriminatorios e estigmatizagdo social que, consequentemente,
comprometem o bem-estar psicologico dos individuos. Estudos realizados em dareas
endémicas de LC comprovam o impacto psicossocial ocasionado pela doenga e revelam,
ainda, que existe um grande apelo por parte dos individuos afetados por medidas de
prevencdo e cuidado, especialmente no reparo das cicatrizes. A doenga também tem reflexos
no campo econdémico, uma vez que, em muitos casos, pode ser considerada uma doenca
ocupacional (Brasil, 2010; Nylen e Eidsmo, 2012; Bennis et al., 2017; Pacheco et al., 2017,
Bennis et al., 2018; Pires et al., 2019).

Os altos indices da doenga configuram, além de um problema de satde publica, uma
preocupagao social especialmente nas regides endémicas (Pacheco ef al., 2017; Bennis et al.,
2018). Segundo dados da OMS, 1 milhdo de casos de LC sdo reportados anualmente em todo
mundo. Em 2018, 85% dos casos ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Bolivia, Colombia, Ird (Republica Islamica), Iraque, Paquistdo, Republica Arabe da Siria e
Tunisia (WHO, 2020). Nas Américas, segundo a Organizagdo Pan Americana de Salde
(OPAS), foram reportados, no periodo de 2001 a 2018, 989.096 novos casos das formas
cutdnea e mucocutanea de leishmaniose, com média anual de aproximadamente 55 mil casos.
O Brasil € o pais latino-americano com maior indice da doenca, seguido por Colombia, Peru,

Nicaragua, Bolivia e Venezuela (OPAS, 2019).

No Brasil, o tratamento padrio indicado para a LC, segundo recomendagdes da OMS
e do Ministério da Saude, tem como drogas de primeira escolha o Antimoniato de Meglumina
e a Anfotericina B Lipossomal. Esta tltima ¢ indicada somente em casos de pacientes com
comordidade renal, hepatica ou cardiaca, gestantes e pessoas acima de 50 anos. Como droga
de segunda escolha sdo utilizados o Desoxicolato de Anfotericina B e Isitionato de
Pentamidina, este ultimo para pacientes gestantes (Brasil, 2017, 2010; WHO, 2010). Os
antimoniais  pentavalentes provocam efeitos colaterais como cardiotoxicidade,
nefrotoxicidade, inducdo de pancreatite e j4 ocorre resisténcia do parasito a seus efeitos
(Brasil, 2010; Kato et al., 2014; No, 2016). O uso de Anfotericina B também possui
limitagdes devido aos efeitos nefrotdxico e hematotdxico. Outra consideravel limitagdo € o
custo elevado da formulacdo lipossomal do medicamento, formulagdo atualmente
recomendada, o que restringe o uso em pacientes, especialmente, dos paises em

desenvolvimento (Brasil, 2010; WHO, 2010; No, 2016).
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O protocolo terapéutico da LC no Brasil é orientado pelo Ministério da Satde e pode
ser consultado no Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar. Segundo o ultimo
manual de 2017, o tratamento ¢ indicado de acordo com a forma clinica e a espécie do agente
infeccioso. No caso de lesoes localizadas provocadas por L. braziliensis deve ser levado em
conta ainda a presenca de lesdes multiplas ou unica e caracteristicas do hospedeiro como
idade, presenca de comorbidade renal, hepatica ou cardiaca, e se o paciente ¢ gestante e
lactante. No caso de lesdo tinica com até 3 cm de diametro, ¢ recomendada a administragao
intralesional da droga de primeira escolha, o Antimoniato de Meglumina — Tabela 1 (Brasil,

2017).

Tabela 1. Opcdes de tratamento da Leishmaniose Cutinea Localizada em pacientes infectados por
Leishmania braziliensis e outras espécies, exceto L. guyanensis.

Forma clinica Terapéutica

Primeira escolha:
= Antimoniato de meglumina EV* ou IM**: para pacientes de

todas as regides brasileiras, exceto aqueles com comorbidade
renal, hepatica ou cardiaca, gestantes e com idade maior ou igual
a 50 anos.

= Anfotericina B lipossomal: para pacientes com idade a partir de
50 anos; com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica de
qualquer idade; transplantados renais, cardiacos ou hepaticos;

Lesao tinica ou miiltipla de
qualquer tamanho e localizag¢ao

gestantes de qualquer idade.

Segunda escolha:
=  Desoxicolato de anfotericina B.

= Jsetionato de pentamidina, exceto em gestantes e lactantes.

Primeira escolha:
= Todas as indicagdes de primeira escolha recomendadas para lesdo
Lesao unica com até 3 cm no seu unica ou multipla de qualquer tamanho e localizag3o.

maior diametro, em qualquer .

4101 T Outra opc¢do: antimoniato de meglumina intralesional.
localizacdo, exceto cabeca e regides

perlar.tlculares., incluindo recidiva Segunda escolha:
cutis € sem 1MunoSsupressao. = Todas as indica¢des de segunda escolha recomendadas para lesdo

unica ou multipla de qualquer tamanho e localizagao.

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Satide. Ministério da Saude. Manual de Vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar. Brasilia —-DF, 2017. *EV: Endovenoso. **IM: Intramuscular.

Apesar de existir tratamento para LC, que no Brasil ¢ disponibilizado pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), este ndo é capaz de impedir a formagio de cicatrizes que, dependendo
do tamanho e local, podem ser desfigurantes. Nesse contexto, a busca por novos tratamentos

que sejam mais eficazes, menos agressivos e capazes de contribuir no aspecto estético das
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cicatrizes ¢ de extrema relevancia para proporcionar melhor qualidade de vida aos individuos

afetados por LC.

2.4 Resposta imune na LC

As respostas imunes do hospedeiro frente a um agente infeccioso sdo responsaveis
tanto pela eliminacdo quanto persisténcia do mesmo. Leishmanias sdo parasitos intracelulares
obrigatorios, portanto, uma resposta protetora contra a LC depende da inducdo de uma
resposta imune Thl e de suas citocinas pré-inflamatorias, especialmente IL-12, IFN-y, IL-1a
e TNF. Tais citocinas levam a ativagdo das vias microbicidas dos macrofagos que resulta na
produgdo de 6xido nitrico (NO), um componente toxico capaz de eliminar os parasitos
intracelulares (Nylen e Eidsmo, 2012; Carneiro, Vaz et al., 2021).

Por outro lado, a progressdao da LC esta associada a ativacdo de linfocitos T CD4+
com perfil Th2. Essas células uma vez ativadas produzem citocinas anti-inflamatorias, tais
como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Tais citocinas impedem a ativagdo das vias microbicidas dos
macréfagos contribuindo para a replicacao e persisténcia do parasito. Essas citocinas também
estimulam respostas imunes humorais e a diferenciacdo de eosindfilos (Faleiro, 2014;
Carneiro, Vaz et al., 2021).

Apesar de estar bem esclarecido que respostas celulares do tipo Thl sdo responsaveis
pelo controle da LC, respostas com tal perfil quando exageradas e persistentes podem
intensificar os danos teciduais. Nessas situagdes um controle da resposta imune ¢ fundamental
na preservacdo da integridade do tecido. A resposta imune Thl intensificada pode ser
controlada pela citocina IL-10, importante citocina reguladora capaz de suprimir a atividade
de diferentes células e componentes da imunidade protetora, incluindo as citocinas pro-
inflamatorias (Faleiro, 2014; Abdoli, Maspi et al., 2017; Carneiro, Vaz et al., 2021).

Estudos tem demostrado que o sucesso no controle da LC além de envolver um
refinado equilibrio da resposta Thl e producdo de IL-10, também depende do envolvimento
ou nao da resposta Th17. Esse perfil de resposta induz a producao das citocinas IL-17, IL-22 e
IL-21, que por sua vez, atuam no recrutamento de neutrdfilos para o local da infecgdo. O

papel dos netrofilos na LC € controverso e parece depender da espécie do agente infeccioso.
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Em infeccdo por L. amazonensis, os neutrofilos secretam armadilhas extracelulares, as NETSs,
que contribui na eliminagdo dos parasitos. Em outras situagdes, os neutrofilos podem secretar
niveis elevados de IL-17 que induz intensa inflamagao e consequente dano tecidual (Abdoli,
Maspi et al., 2017; Carneiro, Vaz et al., 2021).

Os macrofagos sdo células da imunidade inata com intensa participagdo nas
leishmanioses. Ao mesmo tempo que serve de abrigo para a Leishmania e replicacdo da
mesma, ¢ também uma célula importante na eliminacdo desses parasitas intracelulares. Além
disso, essas células sdo cruciais no estabelecimento da integridade do tecido lesionado. As
diferentes fungdes exercidas pelos macrofagos dependem do microambiente de citocinas, que
por sua vez, leva a diferenciacdo de fenotipos distintos, a saber: M1 e M2. Os macrofagos
com fenotipo M1 sdo ativados por uma via classica induzida pelas citocinas INF-y e TNF-q.
Essas células apresentam um perfil inflamatdrio e, portanto, sdo importantes na eliminagdo
dos parasitas intracelulares e controle da infec¢do (Shapouri-Moghaddam, 2018; Carneiro,
Vaz et al., 2021). O microambiente de citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-13 leva a
ativacdo alternativa de macrofagos caracterizados pelo fendtipo M2. Uma vez ativadas, essas
células controlam a infec¢do pela secrecdo de altos niveis de IL-10 e TGF-B. Além disso, os
macrofagos M2 sdo essenciais na recuperagdo da homeostase do tecido por induzir o reparo e
remodelamento do tecido lesionado (Shapouri-Moghaddam, 2018; Kloc, 2019). Num modelo
ideal de infecgdo, podemos pensar que os macrofagos M1 sdo essenciais na fase inicial do
processo infeccioso onde se faz necessario o controle e eliminagdo do parasito, enquanto que
os macrofagos M2 sdo desejados nas etapas finais, quando a infec¢do estd controlada e ha
uma necessidade de controlar também a resposta imune e reparar a arquitetura do tecido

lesionado.

2.5 Estresse oxidativo na LC

O termo “estresse oxidativo” ¢ utilizado para se referir ao desequilibrio entre a
producdo de agentes oxidantes e as defesas antioxidantes do organismo. O estresse oxidativo
pode gerar danos aos sistemas bioldgicos e esta associado a diversas patologias. Um dos
mecanismos pelos quais o estresse oxidativo contribui com a patogénese ¢ a producgdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogé€nio, respectivamente ROS e RNS. Estas oxidam

macromoléculas, incluindo lipideos de membrana, enzimas, proteinas estruturais e acidos
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nucléicos, resultando em danos celulares que podem ser irreversiveis (Forman, 2021; Reverte,
2022).

Na LC, o estresse oxidativo apresenta duplo papel. ROS e RNS produzidas por
macrofagos durante a resposta inflamatéria constituem importante estratégia de defesa do
hospedeiro para eliminar os parasitas intracelulares e controlar a infec¢do, mas também
resulta em dano tecidual, uma vez que seus efeitos podem impactar células ndo infectadas
(Kocyigit, 2005; Ozbilge, 2005; Reverte, 2022). Em pacientes com LC, os niveis de
peroxidacdo lipidica, marcador de estresse oxidativo, se apresentam elevados em comparagao
com individuos saudaveis (Ozbilge, 2005). Nesses pacientes também s3o observados maiores
niveis de danos no DNA e de outros marcadores oxidativos como carbonilagao de proteina
plasmatica, malondialdeido e peroxido total. Em contrapartida, eles apresentam resposta
antioxidante menor em comparagdo com individuos saudaveis. Esses achados reforcam a
ideia de que ROS e RNS produzidos pelo organismo do hospedeiro como estratégia de defesa
contra o parasito Leishmania também induzem dano oxidativo em células ndo infectadas
(Kocyigit, 2005). No entanto, Leishmania dispde de estratégias para antagonizar o sistema
imunologico do hospedeiro e favorecer sua persisténcia e proliferagdo na célula hospedeira.
Em infec¢des parasitarias, o estresse oxidativo induzido desencadeia a ativagdo de resposta
antioxidante do hospedeiro para neutralizar a explosdo oxidativa que resulta na diminuigao

dos radicais livres e, portanto, favorece a persisténcia do parasito (Reverte, 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar, in vitro, a atividade citotoxica, antioxidante e antileishmanial do extrato de
Bixa orellana, utilizado em formulacdo comercial, contra Leishmania braziliensis como

perspectiva de potencial uso terapéutico contra lesdes de Leishmaniose Cutanea.

3.2 Objetivos especificos

= Avaliar a toxicidade de diferentes concentragdes do extrato de B. orellana em modelo
de célula que participa tanto do processo de infec¢do do parasito Leishmania quanto

do processo de reparo tecidual (macrofago RAW 264.7);

= Verificar o perfil antioxidante do extrato de B. orellana por meio da avaliacao da

atividade sequestradora do radical livre estavel DPPH:;

= Avaliar a atividade antileishmanial do extrato de B. orellana sobre formas
promastigotas e em formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis em modelo de

infec¢do de macrofagos RAW 264.7 in vitro;

= Verificar a presenca de marcadores imunologicos (6xido nitrico, TNF-a e IL-10) em
sobrenadante de cultura de macréfagos infectados com L. braziliensis e tratados com

extrato de B. orellana.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo de macrofagos

Macrofagos de linhagem RAW 264.7 foram descongelados em temperatura ambiente
e expandidos em frascos de cultivo celular de 75 ¢m?, em meio de cultivo de macrofagos,
composto por Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM — Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB - LGC
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) a 37°C/30 min, penicilina G (USB Corporation, Cleveland,
OH, USA) 100 U/mL, 0,37% de bicarbonato de sédio, e 0,8% de hepes, pH 7,2 ¢ mantidos a
37°C em estufa contendo 5% de CO,. Os repiques de manutengdo foram realizados a cada

dois dias por raspagem de células utilizando espalhador de células descartavel.

4.2 Cultivo de parasitos

Formas promastigotas de L. braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2904, foram mantidas
em frascos de cultivo celular de 12,5 cm® ou 25 c¢cm? em meio DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de SFB inativado (LGC Biotecnologia) a 37°C/30 min, L-glutamina
(Synth, Diadema, SP, Brasil) 2 mM, penicilina G (USB Corporation) 100 U/mL, 0,37% de

bicarbonato de sodio, e 0,8% de hepes; pH 6,5 e mantidas em incubadora a 25°C.

4.3 Extrato de B. orellana

O extrato de B. orellana foi obtido pelo método patenteado PCT/BR2017/050342.
Para os ensaios in vitro, o extrato bruto de B. orellana foi inicialmente diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) na propor¢do de 1:1. Essa prepara¢do foi diluida a 1%, na
propor¢ao de 10 pL para 1 mL de meio DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de
SFB inativado (LGC Biotecnologia) e 1% de penicilina G (USB Corporation) 100 U/mL, pH
7,2 e filtradas em membrana de 0,22 puM. A partir dessa preparacdo do extrato, foram

preparadas as demais dilui¢des avaliadas nos ensaios in vitro: 0,5%, 0,25%, 0,125%,

0,0625%, 0,0312%, 0,0156% ¢ 0,0078%.
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4.4 Ensaio de Citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7

A citotoxicidade do extrato de B. orellana foi avaliada em cultura de macréfagos
RAW 264.7 e a viabilidade celular foi determinada por ensaio de redu¢do de MTT com 24 ou
48 horas de tratamento, utilizando diferentes concentragdes do extrato. Inicialmente,
macrdofagos foram cultivados em placas de 96 pogos na concentragido de 5 % 10* células/poco e
volume final de 100 pL. A placa foi incubada overnight a 37°C em estufa contendo 5% de CO»
para adesdo dos macrofagos. Os pocos foram lavados com salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,2 para retirada das células ndo aderentes e as células aderidas foram tratadas com
100 uL do extrato em diferentes concentragdes, em quadruplicata, e incubadas por 24 ou 48
horas a 37°C e 5% de CO, Como controles foram utilizados macrofagos nao tratados e
macrofagos tratados com Anfotericina B (2,5 pg/mL). Como o extrato apresenta cor, que varia
de acordo com a diluicdo, foi adicionado a placa o branco, em quadruplicata, correspondente a
cada diluicdo do extrato no meio de cultivo de macrofagos. Para verificar a citotoxicidade do
DMSO presente na preparagao do extrato, macrofagos também foram tratados com DMSO nas
mesmas concentragdes das diferentes concentracdes avaliadas do extrato. Posteriormente, em
24 ou 48 horas de tratamento, foram adicionados 50 pL/poco de solugdo estéril de 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-i1)-2,5-Difeniltetrazélio Brometo (MTT - Sigma-Aldrich) a 0,5 mg/mL em
PBS. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C e 5% de CO- A reacdo foi interrompida
com adi¢ao de 100 pL/poco de SDS a 10% em HCL 0,01 M. As placas foram mantidas em
agitacdo a 60 rpm por 1 hora ou até a completa solubilizacdo dos cristais de formazan. Na
sequéncia, foi realizada a leitura de absorbancia sob luz com comprimento de onda de 570 nm
em leitor Thermo Scientific- Multiskan™ GO. Os dados foram expressos como porcentagem
de células viaveis em relagdo ao grupo ndo tratado, considerado com 100% de viabilidade

celular.

4.5 Atividade sequestradora do radical 2-2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH")

Com o objetivo de avaliar se o extrato de B. orellana apresenta perfil antioxidante,
foi realizado o ensaio da atividade sequestradora do radical livre estdvel DPPH-. Inicialmente, o
extrato puro de B. orellana foi diluido em metanol nas concentrag¢des de 0,5%, 0,25%, 0,125%,
0,0625%, 0,0312% e 0,0156%. Paralelamente, foi preparada uma solugdo estoque de cada
controle positivo, a saber: rutina, BHT e acido ascorbico, na concentracdo de 1 mg/mL em

metanol. A partir das solu¢des estoques foram preparadas 8 diluigdes em metanol para
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montagem de curva padrdo de cada controle (variagdo de 25 a 200 pg/mL). Em placa de 96
pocos, foram adicionados, em triplicata, 50 puL/pogo das diluigdes do extrato a ser testado,
dilui¢des dos controles rutina, BHT e acido ascérbico e de metanol, para servir como branco,
nos pogos previamente identificados. Na sequéncia, foram adicionados 250 pL/pogo de solugcao
DPPH (Sigma-Aldrich) a 0,004% m/v em metanol. Apds incubacdo por 30 minutos em
temperatura ambiente e auséncia de luz, foi procedida a leitura de absorbancia sob luz com

comprimento de onda de 517 nm em leitor Thermo Scientific- Multiskan™ GO.

4.6 Atividade antileishmanial do extrato de B. orellana contra formas promastigotas de

L. braziliensis

Em placa de 96 pogos, foram adicionados, em quadruplicata, 50 uL/pogo de solugdo
contendo 4 x 10° formas promastigotas de L. braziliensis, em fase logaritmica de crescimento,
em meio de cultivo de Leishmania, preparado conforme descrito acima. Na sequéncia, foram
adicionados 50 pL/pogo de extrato de B. orellana em diferentes concentragdes. Como controle
foram avaliadas formas promastigotas do parasito ndo tratadas e tratadas com Anfotericina B
(2,5 pg/mL). Como o extrato apresenta cor, que varia de acordo com a dilui¢ao, foi preparado o
branco, em quadruplicata, correspondente a cada diluicdo do extrato. As placas foram
incubadas por 24 ou 48 horas a 25°C. A viabilidade celular foi avaliada por ensaio de reducao
de MTT, conforme descrito em experimentos anteriores. Na sequéncia, foi realizada leitura de
absorbancia sob luz com comprimento de onda de 570 nm em leitor Thermo Scientific-
Multiskan™ GO. Os dados foram expressos como a porcentagem de células viaveis em relagao

ao grupo ndo tratado, considerado com 100% de viabilidade celular.

4.7 Avaliacao in vitro da carga parasitaria de macrofagos infectados com L. braziliensis

Para cada pogo de placa de 24 pogos foram preparados 500 pL de suspensdo contendo
5 x 10° macrofagos em meio de cultivo de macrofagos. A suspensio foi distribuida sobre
laminulas de vidro de 13 mm previamente esterilizadas e posicionadas no fundo de cada pogo.
A placa foi incubada overnight a 37°C e 5% de CO, para adesdo dos macrofagos. Apos o
periodo de incubagdo, células ndo aderentes foram lavadas com PBS, pH 7,2 e as células
aderentes foram infectadas com formas promastigotas de L. braziliensis, em fase estacionaria
de crescimento, na propor¢do de 1:10 parasito/macroéfago. A placa foi novamente incubada

por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Ao final deste periodo, cada poco foi lavado trés vezes com
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DMEM (Sigma-Aldrich), pH 7,2, para remocdo dos parasitos ndo fagocitados e células ndo
aderidas. A placa foi novamente incubada a 37° C e 5% de CO, por 24 h. Na sequéncia, foram
adicionados aos pogos 250 puL de meio de cultivo de macrofagos e 250 pL do extrato de B.
orellana em diferentes concentracdes ou controle anfotericina B (2,5 pg/mL) nos pocos
previamente identificados. Macrofagos infectados e ndo tratados também foram avaliados
como controles. A placa foi mantida a 37°C e 5% de CO; por 24 ou 48 horas. Ao final, as
laminulas foram lavadas com PBS, pH 7,2, removidas e coradas com Kit Panotico (Renylab,
Barbacena, MG, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante. Apo6s a coloragdo, as laminulas
foram montadas em laminas de vidro aderidas com Entellan (Merck, Darmstadt, HE,
Germany). A porcentagem de macrofagos infectados e o niimero de amastigotas em 100
macrofagos foram determinados pela contagem de 200 células, em duplicatas, utilizando

microscopio optico (Nikon eclipse E200).

4.8 Dosagem de o6xido nitrico

Os sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados com L. braziliensis e
tratados por 24 ou 48 horas foram analisados quanto a produgdo de nitrito pela reacdo de
Griess, como medida da producdo de 6xido nitrico (GREEN et al., 1982). Em placa de fundo
chato de 96 pocos, curva padrdo foi preparada pela adi¢do de 50 uL de padrdo de nitrito de
sodio 250 uM, em duplicata, a 50 pL de meio de cultivo de macréfagos, realizando-se, a partir
dai, 12 dilui¢des sucessivas 1:2 em pogos contendo 50 pL do mesmo meio. Em seguida, foram
adicionados, em duplicata, 100 pL de mistura 1:1 de solugdes de sulfanilamida (1% em H;PO,
2,5%) e dicloreto N-naftil etilenodiamina (0,1% em H3;PO, 2,5%) a 50 pL de sobrenadante de
cultura de cada amostra, a 50 pL. de meio de cultivo de macrofagos (branco) e aos pogos dos
padroes. Apés 10 minutos de incubagdo na auséncia de luz e em temperatura ambiente, foram
feitas as leituras das absorbancias das amostras, do branco e dos padrdoes sob luz com

comprimento de onda de 570 nm em leitor Thermo Scientific- Multiskan™ GO.
4.9 Dosagens das citocinas TNF-a e IL-10
Amostras dos sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados com L.

braziliensis e tratados por 24 horas foram preparadas conforme BD™ Cytometric Bead Array

Kit para dosagem das citocinas TNF-a e IL-10 por citometria de fluxo em equipamento BD
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FACSVerse do Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa —
UFV.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
comparagdo multipla de Tukey para calcular as diferencas entre os grupos. Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significantes. Em alguns casos, foi utilizado o teste ¢ de

Student ndo pareado para comparagdo entre as amostras.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao in vitro da citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7

A citotoxicidade do extrato de B. orellana foi avaliada em cultura de macrofagos
RAW 264.7 e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio MTT com 24 ou 48 horas de
tratamento com diferentes concentragdes do extrato. A viabilidade celular dos grupos tratados
foi calculada considerando o nimero de células viaveis do grupo S/T como 100%.

O extrato de B. orellana, nas concentragdes testadas, apresentou perfil semelhante de
citotoxicidade com 24 ou 48 horas de tratamento, exceto na concentracdo de 0,5%, que
apresentou maior viabilidade celular em 24 horas (Figura 3; Tabela 2). O extrato na
concentracdo de 1% foi altamente citotoxico em compara¢do com as demais concentracdes
nos dois tempos de tratamento avaliados. As células tratadas por 24 horas com extrato nas
concentragdes de 0,25% e 0,125% apresentaram viabilidade de aproximadamente 80%. As
demais concentracgdes testadas ndo apresentaram diferenca significativa na citotoxicidade em

relacdo as células ndo tratadas.
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FIGURA 3. Avaliacao da citotoxicidade do extrato de B. orellana em macroéfagos RAW 264.7. Macrofagos
RAW 264.7 foram tratados com extrato de B. orellana em diferentes concentragdes por 24 ou 48 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método de degradagdo do MTT. As barras representam as médias + desvio
padrao das médias dos dados combinados de trés experimentos independentes. A linha horizontal delimita faixa
de 100% de células viaveis. Diferengas entre o percentual de viabilidade celular dos grupos tratados e do grupo
ndo tratado (S/T) foram determinadas pelo teste One-Way ANOVA seguido de teste ¢ de Student ndo-pareado
(*p<0,05).
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Tabela 2. Viabilidade de Macréfagos RAW 264.7 tratados com extrato de B. orellana

24 h 48 h
Tratamento E(’f,z) 1 E(xo/[:)Z E()f,zf Média E(’i,z) 1 E(’i,z ')2 E()iz)3 Média
AmB 100,98 91 83 91,6 | 80 99 88 89
1% 0,93 0 0 - 0 2 3 1,6

£ 0,5% 69,30 61 48 593 |32 0 8 13

S 025% 79,53 76 79 78,3 85 70 58 71

< 0,125% 81,89 77 79 793 |90 84 78 84

2 0,0625% 97,1 97 78 90,6 103 83 81 89

g 0,0312% 112,71 114 104 110,3 | 116 104 99 106,3

£ 0,0156% 102,86 96 91 96,6 125 100 93 106

= 0,0078% 103,29 93 75 90,3 109 108 93 103,3

Uma vez que o extrato puro de B. orellana foi diluido na propor¢ao de 1:1 em DMSO
antes da diluicdo em meio DMEM 10%, foi verificado se o perfil de citotoxicidade do extrato,
preparado em diferentes concentragdes, ¢ influenciado pela toxicidade do DMSO. Para isso,
macréfagos RAW 264.7 foram tratados por 24 ou 48 horas com DMSO diluido em meio
DMEM nas mesmas concentragdes avaliadas anteriormente na diluicdo dos extratos. A
viabilidade celular dos grupos tratados foi calculada considerando o numero de células viaveis
do grupo S/T como 100%. Todas as concentracdes de DMSO avaliadas ndo apresentaram

efeito citotdxico as células nos dois tempos de tratamento (Figura 4).
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FIGURA 4. Avaliacio da citotoxicidade de DMSO em macréfagos RAW 264.7. Macrofagos RAW 264.7
foram tratados com DMSO em diferentes concentracdes por 24 ou 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método de degradacdo do MTT. As barras representam as médias = desvio padrio das médias dos dados
combinados de trés experimentos independentes. A linha horizontal delimita faixa de 100% de células viaveis.
Diferengas entre o percentual de viabilidade celular dos grupos tratados e do grupo ndo tratado (S/T) foram
determinadas pelo teste One-Way ANOVA (<0,05).



34

5.2 Atividade antioxidante do extrato de B. orellana

Os agentes antioxidantes protegem o organismo dos danos causados pelos radicais
livres. Com o objetivo de avaliar se o extrato de B. orellana apresenta perfil antioxidante, foi
realizado o ensaio da atividade sequestradora do radical livre estavel DPPH-. Os resultados
foram expressos como a porcentagem de inibi¢do do radical livre DPPH-. Como controle
positivo foram avaliados trés compostos com atividade antioxidante: Rutina, BHT e Acido
Ascorbico. O extrato de B. orellana, nas concentragdes 0,125%, 0,25% e 0,5%, apresentou,
respectivamente, 61,6%, 63,3% e 66,1% de inibi¢ao do radical livie DPPH- (Figura 5). Estes

resultados sugerem potencial efeito antioxidante do extrato de B. orellana.

100+
-©- Rutina

1

80+ - BHT

—-4— Ac. Asc.

60

40

20

% Inibigcdo do radical DPPHe

T
I R TN R

Concentragao (ng/ mL)

—&— Exirato B. orellana

100

80

60

40

20

% Inibigdo do radical DPPHe

Concentragao (%)

FIGURA 5. Atividade antioxidante do extrato de B. orellana. A atividade antioxidante do extrato de B.
orellana foi avaliada pela atividade sequestradora do radical livre estavel DPPH-. Os resultados foram expressos
pelo percentual de inibi¢do do radical DPPH-. A) Atividade antioxidante dos controles positivos Rutina, BHT e
Acido Ascorbico (concentragdo: pg/ mL). B) Atividade antioxidante do extrato de B. orellana (concentragio:
%). Os graficos representam o resultado de um experimento.
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5.3 Viabilidade celular de promastigotas de L. braziliensis

O efeito leishmanicida do extrato de B. orellana foi avaliado em cultura de formas
promastigotas de L. braziliensis e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio MTT com
24 ou 48 horas de tratamento. A viabilidade celular dos grupos tratados foi calculada
considerando o niimero de células vidveis do grupo S/T como 100%. O extrato de B. orellana

ndo apresentou efeito leishmanicida sobre formas promastigotas de L. braziliensis (Figura 6).
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FIGURA 6. Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de B. orellana em promastigotas de L. braziliensis.
Promastigotas (4 * 10° células/pogo) foram tratados com extrato de B. orellana em diferentes concentragdes por
24 e 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de degradacdo do MTT. As barras representam as
médias + desvio padrdo das médias dos dados combinados de trés experimentos independentes. A linha
horizontal delimita faixa de 100% de células viaveis. Diferencas entre o percentual de viabilidade celular dos
grupos tratados e do grupo ndo tratado (S/T) foram determinadas pelo teste One-Way ANOVA seguido de teste ¢
de Student ndo-pareado (*p<0,05).

5.4 Avaliacao do efeito do extrato de B. orellana na carga parasitaria de infecgao in vitro

por L. braziliensis

Macrofagos RAW 264.7 infectados com L. braziliensis foram submetidos ao
tratamento com extrato de B. orellana por 24 ou 48 horas. Os resultados foram expressos
como o nimero de formas amastigotas em 100 unidades de macrofagos contados ou como o
percentual de macrofagos infectados. Em 24 horas foi observada reducdo significativa do

numero de amastigotas em 100 macréfagos contados no grupo tratado com extrato de B.
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orellana a 0,25% em relacdo ao grupo ndo tratado. Além disso, utilizando essa mesma
concentracao do extrato, ndo houve alteragao significativa na carga parasitaria em relacdo ao

grupo tratado com anfotericina B (Figura 7A).

Em 24 horas também foi observada reducao significativa no percentual de macrofagos
infectados nos grupos tratados com extrato de B. orellana nas concentracdes de 0,25%,

0,0625% e 0,0156% (Figura 7B).
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FIGURA 7. Avaliacdo do extrato de B. orellana na infeccio in vitro por L. braziliensis. Macr6fagos RAW
264.7 foram infectados com 1 * 107 promastigotas em fase estacionaria de crescimento. Apds 24h de infecgdo foi
realizado o tratamento com extrato de B. orellana por 24 ¢ 48h. A) Numero de amastigotas em 100 macrofagos
contados. B) Percentual de macrofagos infectados. As barras representam as médias + desvio padrdo das médias
dos dados combinados de trés experimentos independentes. Diferengas entre o percentual de viabilidade celular
dos grupos tratados e do grupo ndo tratado (S/T) foram determinadas pelo teste One-Way ANOVA seguido de
teste ¢ de Student ndo-pareado (*p<0,05). (a) Diferenca entre os grupos tratados com extrato de B. orellana e o
controle S/T. (b) Diferenca entre os grupos tratados com extrato de B. orellana e o grupo tratado com
anfotericina B (AmB).
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Uma vez que a infecgdo in vitro de macréofagos RAW 264.7 com L. braziliensis
apresentou significativa redugdo na carga parasitaria sob tratamento por 24 horas com extrato
de B. orellana, a produg¢do de oxido nitrico (NO) e das citocinas IL-10 e TNF-o em
sobrenadante de cultura dos macrofagos infectados foi avaliada. Nao foi detectada a producao
da citocina IL-10 nem de NO por macrofagos infectados in vitro (dados nao apresentados). Os
grupos tratados com o extrato de B. orellana ndo apresentaram diferenca significativa na

producdo de TNF-a em relagdo ao grupo nao tratado (Figura 8).
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FIGURA 8. Produgio de TNF-o por macrofagos RAW 264.7 infectados com L. braziliensis. A produgdo de
TNF em sobrenadante de macrofagos infectados com L. braziliensis e tratados por 24 h com extrato de B.
orellana foi avaliada por citometria de fluxo. As barras representam as médias + desvio padrdo das médias dos
dados combinados de trés experimentos independentes. Diferengas na produg¢do de TNF-o dos grupos tratados
em relagdo aos controles foram avaliadas pelo teste One-Way ANOVA seguido de teste ¢ de Student ndo-
pareado.
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6. DISCUSSAO

Apesar de ser considerada a forma clinica menos grave das leishmanioses, a LC
acarreta efeitos psicossociais negativos decorrentes das lesdes e das cicatrizes que se formam
no local da infeccdo cutanea (Bennis, Thys et al. 2017, Pacheco, Martins et al. 2017, Pires,
Wright et al. 2019). O tratamento ideal deveria considerar a resolugdo do processo infeccioso
bem como atuar no processo de reparo tecidual, de modo a contribuir positivamente na
estética da cicatriz.

No presente estudo, a citotoxicidade, o potencial antioxidante e leishmanicida do
extrato de B. orellana foram avaliados in vitro sob diferentes condi¢des. E importante
ressaltar que o extrato avaliado ¢ utilizado em formulagdo comercial em uma linha de
produtos voltados para o tratamento de feridas simples e complexas, psoriase, dermatites e
queimaduras de primeiro e segundo grau. Segundo informag¢des do fabricante, o extrato de B.
orellana atua no reequilibrio das células, estimulando formagao de colageno e angiogénese,
eventos importantes no reparo tecidual.

O extrato de B. orellana, na concentracdo de 0,25%, garantiu viabilidade de
aproximadamente 80% e 70% dos macréfagos RAW 264.7 tratados por 24 h ou 48 h,
respectivamente, em compara¢do com o grupo controle ndo tratado. Concentragdes menores
do extrato (0,125% a 0,0078%) apresentaram baixa ou nenhuma citotoxicidade e
concentracdes maiores (0,5% e 1%) foram significativamente citotoxicas. Os resultados
denotam ainda que a citotoxicidade do extrato emulsificado de B. orellana possivelmente ndo
¢ causada pelo DMSO presente na emulsdo. O mesmo diluido em meio DMEM nas mesmas
concentracdes e tempo de tratamento utilizados para o extrato ndo afetou a viabilidade dos
macrofagos. Resultados semelhantes foram observados em ensaio de citotoxicidade em
células VERO tratadas com preparagdo do extrato de B. orellana m DMSO (1:200), a qual foi
altamente citotoxica na concentracao de 1%. Na concentra¢do de 0,1%, porém, a viabilidade
das células atingiu 75% e, em concentragdes menores, a viabilidade superou 90% (Capella
2016).

Macréfagos sdo células da imunidade inata que desempenham diversas fung¢des no
organismo devido a sua plasticidade quando ativado. O microambiente de citocinas pode levar
os macrofagos a adquirirem fendtipos distintos. O reconhecimento de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) ou a presenca de citocinas tais como IFN-y e TNF-a resultam na ativagdo

classica dos macrofagos (M1). Macrofagos M1 apresentam um perfil inflamatério e estdo
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envolvidos na eliminacdo de patogenos no processo infeccioso, além de produzirem e
secretarem citocinas inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12 e IL-13
(Shapouri-Moghaddam 2018, Carneiro, Vaz et al. 2021). Na infec¢do por Leishmania, 0s
macrofagos sdo responsaveis pela eliminacdo das formas amastigotas intracelulares pela
ativagdo de vias microbicidas, mas também fornecem um local seguro para a replicagdao do
parasito (Abdoli, Maspi et al. 2017, Carneiro, Vaz et al. 2021). Por outro lado, um
microambiente com a presenga das citocinas anti-inflamatodrias IL-4 e IL-13 leva a ativagdo
alternativa dos macréfagos (M2). Macrofagos M2, uma vez ativados, secretam altos niveis de
IL-10 e TGF-p para controlar a inflamagdo, além de desempenhar importante papel no reparo
e remodelamento tecidual, a fim de recuperar a homeostase do organismo (Shapouri-
Moghaddam 2018, Kloc 2019). Na infec¢do por Leishmania, porém, a atividade dos
macréfagos M2 ¢ importante para a sobrevivéncia do parasito (Abdoli, Maspi et al. 2017,
Carneiro, Vaz et al. 2021). Seria, entdo, um antagonismo, o fato de que o controle de LC
envolvendo ativacdo de agdo leishmanicida dos macrofagos, que depende de M1, ocorra ao
mesmo tempo que se deseja recuperacdo e remodelamento tecidual com o minimo de
descaracterizacdo do tecido afetado, o que depende de M2. Nesse caso, ¢ interessante que o
composto faca esse efeito de recuperagao tecidual e, ao mesmo tempo, prejudique o parasito.
Para isso, talvez seja interessante que a droga nao ative M1, se comportando como agente
prejudicial a infec¢do por Leishmania de forma independente da ativacdo desse tipo de
macroéfago. E interessante destacar isso, considerando que o extrato ndo induziu produgdo de
NO ou de TNF-a nos experimentos de estimulo de macrofagos in vitro, mas levou a reducao
de numero de amastigotas/100 macréfagos e de percentual de macrofagos infectados em 24 h
de tratamento com a droga.

Considerando a importancia dos macrofagos tanto no controle da infec¢do por
Leishmania quanto no processo de reparo tecidual, um potencial tratamento deve garantir a
viabilidade pelo menos parcial dessas células. A Organizagao Internacional de Padronizagao
considera citotoxicos os compostos que desencadeiam redugdo de mais de 30% da viabilidade
celular (ISO 2009). Consoante com as informacdes apresentadas e os resultados do presente
estudo, o extrato de B. orellana na concentracdo de 0,25% garantiu niveis favoraveis de
viabilidade dos macrofagos, e essa dose pode ser promissora em situagdes que necessitam
tanto de controle da infec¢do quanto de reparo tecidual.

No ensaio de atividade sequestradora do radical livre DPPH-, o extrato, nas
concentracdes 0,5%, 0,25% e 0,125%, mostrou potencial efeito antioxidante, uma vez que foi

capaz de inibir em torno de 60% o radical livie DPPH-, resultado semelhante ao obtido pelo
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controle BHT na concentragdo aproximada de 100 pg/mL. Experimento feito com extrato
metanodlico de folhas de B. orellana L. na concentracdao de 22,36 pg/mL mostrou inibicao de
50% dos radicais no ensaio DPPH (Shilpi, Rahman et al. 2006), corroborando os resultados
acima. O DPPH ¢ um radical livre estavel e sua cor muda de violeta para amarelo quando uma
substancia antioxidante doa um 4tomo de hidrogénio ou transfere um elétron para a molécula
DPPH-. Dessa maneira, ela se torna uma molécula estavel, originando a forma DPPH-H.
Substancias capazes de realizar essa reagdo podem ser consideradas antioxidantes e
sequestradoras de radicais livres (Oliveira 2015).

O estresse oxidativo ¢ implicado na patogénese de diversos distirbios e na progressao
de muitas doengas como resultado do desequilibrio entre a geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes (Aruoma 1998, Forman 2021). As ROS podem
interagir com proteinas, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos, resultando em danos nos
sistemas biologicos (Reverte 2022). Na LC, as ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
produzidas por macrofagos M1 infectados e ativados constituem uma importante defesa do
hospedeiro na eliminagdo das formas amastigotas intracelulares, além de induzir vias de
sinalizagdo associadas a inflamagdo e as respostas imunes. Entretanto, além de provocar a
morte do parasito, esses intermediarios também induzem dano oxidativo as células ndo
infectadas e, portanto, um balango entre a geragdo de ROS e RNS e as defesas antioxidantes
do hospedeiro podem contribuir positivamente no sucesso do tratamento de LC (Kocyigit
2005, Ozbilge 2005, Reverte 2022).

As propriedades farmacolédgicas de extratos vegetais, em particular os 6leos essenciais,
tem sido explorada quanto ao potencial leishmanicida (Braga, Bouzada et al. 2007, da Silva
2020, Houél 2022). O extrato hidroalcéolico de B. orellana reduziu em 50% formas
promastigotas e formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis nas respectivas
concentragdes de 22,1 + 0,05 ¢ 9,1 £ 0,6 pg/mL (Garcia, Monzote et al. 2011). Resultado
semelhante foi observado utilizando 6leo essencial de B. orellana contra formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis (ICsp: 8,5 = 0,8 — Monzote, Garcia et al. 2014). No presente
estudo, o extrato avaliado ndo apresentou efeito citotoxico contra formas promastigotas de L.
braziliensis, entretanto reduziu significativamente a carga parasitaria in vitro na concentracao
de 0,25%. O tratamento com o extrato nessa concentragdo por 24 horas proporcionou a
redugdo de 67,5% do niimero de amastigotas em 100 unidades de macrofagos avaliados e de
53,9% do niimero de macrofagos infectados.

Na LC, uma resposta imune protetora depende da indugdo do perfil Thl e de suas

citocinas proinflamatorias, especialmente IL-12, IFN-y, IL-1a e TNF-a, que leva a ativagao
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dos macrofagos M1. Estes, uma vez ativados, catalisam L-arginase para a produgdo de NO,
componente toxico que provoca a morte do parasito dentro do macréfago (Abdoli, Maspi et
al. 2017, Scorza, Carvalho et al. 2017). No presente estudo, os resultados sinalizam que a agdo
do extrato de B. orellana pode nio estar relacionada com a ativacao das vias microbicidas do
macrofago, uma vez que nao foi observada producdo significativa da citocina TNF-a e nao
houve producao detectada de NO. No entanto, o extrato pode exercer outros mecanismos de
controle da infeccdo in vitro por L. braziliensis, talvez como agdo citotoxica no macrofago e,
ou a¢do direta nas amastigotas intracelulares. A citocina IL-10 também nao foi detectada no
sobrenadante de cultura de macrofagos infectados com L. braziliensis tratados com as
diferentes concentracdes de B. orellana. O extrato, portanto, nao interfere nos macrofagos,
tanto na produgdo de TNF-o como de NO, como foi explicado acima, nem na regulagdo de
resposta imune, que poderia ser mediada pela producdo de IL-10. Se IL-10 fosse produzida,
por um lado estaria inibindo resposta Thl, talvez prejudicando o controle da infec¢do, mas,
por outro lado, estaria auxiliando no reparo tecidual. Apesar disso, considerando
paralelamente o efeito antiparasitario do extrato sobre amastigotas intracelulares, esses
resultados sdo bom prognostico para o uso, por exemplo, de tratamento topico com o intuito
de auxiliar no controle da carga parasitaria e no auxilio do processo de cicatrizagdo de uma
preparagdo que, in vivo, ja ¢ demonstrada por ter efeito cicatrizante e comercializada para este

fim.
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7. CONCLUSAO

Nos testes in vitro realizados no presente estudo, o extrato de B. orellana avaliado
demonstrou potencial terapéutico que possa contribuir no tratamento de lesdes de LC. O
extrato na concentragdo de 0,25% e tratado por 24 horas apresentou baixa citotoxicidade em
macrofagos RAW 264.7 e foi capaz de reduzir em aproximadamente 60% a carga parasitaria
nessas células. Além disso, nessa mesma concentracdo, o extrato apresentou potencial
antioxidante capaz de inibir em torno de 60% o radical livre DPPH-.

Os resultados sinalizam que a redugdo da infec¢do in vitro por L. braziliensis possa
estar relacionada a um efeito citotéxico do extrato sob os macréfagos e, ou uma agdo direta
sob as amastigotas intracelulares e ndo pela ativacdo das vias microbicidas dos macrofagos.
Essa hipdtese ¢ suportada pelo fato de ndo ter sido detectada producdo de NO em
sobrenadante de cultura de macrofagos infectados e de ter ocorrido producdo ndo significante
da citocina TNF-a.

Esses resultados, aliados ao poder cicatrizante do composto, sugere seu uso in vivo
em lesoes causadas por L. braziliensis objetivando o controle parasitario e melhoria no
aspecto da lesdo, uma abordagem que pode ser testada posteriormente com aplicagoes
topicas da pomada no tecido infectado, em paralelo ou ndo com tratamento convencional.
Tal abordagem pode ser feita incluindo testes com uso de quantidades reduzidas de drogas
atualmente utilizadas no tratamento de LC ou verificando a possibilidade de redugdo do
tempo de tratamento com essas drogas se administradas concomitantemente com o

tratamento topico com o extrato.
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8. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

A LC ¢ a forma clinica mais frequente das leishmanioses com cerca de 1 milhdo de
casos globais reportados anualmente. E também a forma clinica que mais ocorre no Brasil e
de grande importancia para a saude publica devido a sua magnitude com relagdo ao niimero
de casos e por estar associada a estigma social. Atualmente, no Brasil, o tratamento padrao
indicado para a LC e disponibilizado pelo SUS tem como objetivo resolver o processo
infeccioso sem, porém, apresentar efeitos positivos no reparo tecidual e garantir melhora no
aspecto estético da cicatriz. Somado a isso, o tratamento padrdo apresenta elevada toxicidade
envolvida em efeitos colaterais significativos, além de estudos mostrarem certa resisténcia dos
parasitos ao tratamento.

A busca por tratamentos alternativos ¢é, portanto, urgente e necessaria. Um tratamento
ideal deve atuar de forma holistica sobre a doenca, considerando a resolu¢do do processo
infeccioso, bem com contribuir para os aspectos estéticos das cicatrizes e, consequentemente,
reduzir os impactos psicossociais negativos na vida dos individuos afetados. O extrato de B.
orellana avaliado demonstrou potencial terapéutico in vitro, que nos leva propor as seguintes

perspectivas:

= Avaliar o efeito leishmanicida do extrato de B. orellana em modelo de infecgao
in vivo por L. braziliensis, bem como o reparo tecidual e os aspectos estéticos promovidos

pelo tratamento;

= Verificar o perfil de produgdo de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-17, IL-
10 e IL-4) por esplendcitos induzido na infeccdo de camundongos por L. braziliensis apos

tratamento com extrato de B. orellana;

= Avaliar o efeito do extrato de B. orellana nas vias de sinalizacdo que levam a

diferenciagcdo dos macréfagos nos perfis M1 e M2.

= Avaliar o uso topico do extrato de B. orellana em lesdes de LC como terapia
unica ou associada a terapia padrdo com antimonial pentavalente ou anfotericina B,
considerando o tempo de resolucdo, a possivel diminui¢do de dose das drogas padrao

administradas e o aspecto do tecido pds-cicatrizagao.
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