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RESUMO

Lantana camara L. e Mitracrapus frigidus sdo espécies com um amplo espectro de
bioatividades e apresentam uma grande variedade de metabolitos secundarios. Entretanto, ainda
existem poucos estudos em relacdo as atividades antileishmanial, antioxidante, anti-
inflamatdria e citotoxica dessas espécies. Logo, o objetivo deste trabalho foi investigar afundo
a atividade antileishmanial, citotoxica, antioxidante e anti-inflamatoria de diferentes extratos
dessas espécies. Os extratos de L. camara foram produzidos por meio de maceragdo estatica
utilizando solventes com ordem crescente de polaridade. O extrato em diclorometano de folhas
de M. frigidus foi obtido por particéo liquido-liquido e o extrato aquoso por infusdo seguida de
liofilizagdo. Primeiramente o0s extratos foram testados contra formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis, macréfagos peritoneais murinos, eritrocitos humanos,
teste do DPPH e tiveram seus teores de substancias fendlicas e terpenos mensurados. Os
extratos de L. camara foram mais ativos e seletivos para a atividade antileishmanial,
apresentaram altos teores de terpenos e atividade hemolitica. J& os extratos de M. frigidus
apresentaram as melhores atividades antioxidantes, auséncia de potencial hemolitico e os
maiores teores de substancias fenolicas. Posteriormente, o extrato etandlico de folhas de L.
camara (LCE) foi selecionado para a realizacdo do fracionamento e purificacao de substancias
com potencial antileishmanial, onde foi observado que LCE apresenta maior atividade bioldgica
e/ou menor toxicidade que suas fragcbes e composto puro. Diante do resultado anterior, LCE
teve 0 seu mecanismo de acao investigado por meio de diferentes ensaios e foi caracterizado
por UFLC-QTOF-MS. LCE induziu estresse oxidativo e causou alteragdes na mitocondria,
metabolismo lipidico, nicleo e cinetoplasto de formas promastigotas de L. amazonensis,
conduzindo a morte celular principalmente por apoptose-like. Além disso, LCE aumentou os
niveis de NO em macrofagos infectados com formas amastigotas. LCE apresentou em sua
composicéo triterpenos, flavonoides, iridoides e terpenos glicosilados. Em relacéo a atividade
anti-inflamatoria, o extrato aquoso de M. frigidus (MFAQ) foi selecionado devido a sua melhor
atividade antioxidante. MFAq foi caracterizado por UFLC-QTOF-MS e teve seu potencial
antioxidante investigado mais a fundo. MFAq foi investigado por meio de testes in vitro, in
silico e in vivo. Além disso, esse extrato teve seu potencial citotdxico investigado mais a fundo
em macrofagos peritoneais murinos e da linhagem J774A.1. MFAqQ demonstrou uma
promissora atividade antioxidante em todos os testes realizados, ndo causou alteragdes
citotoxicas nas linhagens de macrofagos testados. Os testes in vitro demostraram que MFA(q foi
capaz de reduzir a producdo de NO, TGF-B, PGE2 e corpusculos lipidicos em macréfagos
estimulados com LPS e IFN-y. MFAQ apresentou a presenca de flavonoides, alcaloides,
dissacarideos, acidos fenolicos e quinonas glicosiladas. A andlise in silico revelou que rutina e
acido clorogénico presentes em MFAQ sdo inibidores promissores da ciclo-oxigenase 2 (COX-
2). Os resultados demonstram que o potencial antileishmanial dos extratos de L. camara pode
estar relacionado aos teores de terpenos encontrados, dentre eles o acido ursolico, e que essas
substancias provavelmente agem por meio de sinergia, uma vez que LCE demonstra uma
atividade bioldgica mais promissora que suas fragdes/composto puro. A atividade anti-
inflamatdria de MFAQ também esta relacionada com as substancias quimicas encontradas e
provavelmente tem correlagdo com a presenca de substancias fendlicas.

Palavras chaves: Produtos Naturais, Leishmaniose, Inflamacéo, Estresse Oxidativo



ABSTRACT

Lantana camara L. and Mitracrapus frigidus are species with a broad spectrum of bioactivities
and present a wide variety of secondary metabolites. However, there are still few studies
regarding the antilesihmanial, antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic activities of these
species. Therefore, the objective of this work was to investigate the antileishmanial, cytotoxic,
antioxidant and anti-inflammatory activities of different extracts of these species. The extracts
of L. camara L were produced by static maceration using solvents with increasing order of
polarity. The dichloromethane extract of. M frigidus leaves was obtained by static maceration
and the aqueous extract by infusion followed by lyophilization. First the extracts were tested
against promastigotes and amastigotes of L. amazonensis, murine peritoneal macrophages,
human erythrocytes, DPPH test and had their content of phenolic substances and terpenes
measured. The extracts of L. camara L. were more active and selective for antileishmanial
activity, presented high contents of terpenes and hemolytic activity. The extracts of M. frigidus
showed the best antioxidant activities, absence of hemolytic potential and the highest contents
of phenolic substances. Subsequently, the ethanolic extract of L. camara L. leaves (LCE) was
selected for fractionation and purification of substances with antileishmanial potential, where
it was observed that LCE presents higher biological activity and/or lower toxicity than its
fractions. Given the previous result, LCE had its mechanism of action investigated by different
assays and was characterized by UFLC-QTOF-MS. LCE induced oxidative stress and caused
alterations in mitochondria, lipid metabolism, nucleus and kinetoplast of L. amazonensis
promastigotes, leading to cell death mainly by apoptosis-like. In addition, LCE increased NO
levels in macrophages infected with amastigote forms. LCE presented in its composition
triterpenes, flavonoids, iridoids, and glycosylated terpenes. Regarding anti-inflammatory
activity, the aqueous extract of M. frigidus (MFAQ) was selected due to its better antioxidant
activity. MFAQ was chemically characterized by means of UFLC-QTOF-MS and had its
antioxidant potential further investigated. The anti-inflammatory pot

ential of MFAQ was investigated by in vitro, in silico and in vivo tests. In addition, this extract
had its cytotoxic potential further investigated in murine peritoneal macrophages and the
J774A.1 cells. MFAQ showed a promising antioxidant activity in all the tests performed,
causing no cytotoxic changes in the macrophages strains tested. The in vitro anti-inflammatory
tests demonstrated that MFAQ was able to reduce the production of NO, TGF-B, PGE2 and lipid
bodies in macrophages stimulated with LPS and IFN-y. Chemical characterization revealed the
presence of flavonoids, alkaloids, disaccharides, phenolic acids and glycosylated quinones. In
silico analysis revealed that rutin and chlorogenic acid present in MFAQ are promising
inhibitors of cyclooxygenase 2 (COX-2) and make hydrogen bonds with residues present in the
catalytic site of this enzyme. The results demonstrate that the antileishmanial potential of L.
camara L. extracts may be related to the terpene contents found, among them ursolic acid, and
that these substances probably act through synergy, since LCE shows a more promising
biological activity than its pure fractions/compound. The anti-inflammatory activity of MFA(Q
is also related to the chemicals found and probably correlates with the presence of phenolic
substances.

Keywords: Natural Products, Leishmaniasis, Inflammation, Oxidative Stress
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses séo classificadas como Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNSs)
pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS), uma vez que, apesar do grande nimero de pessoas
infectadas, ndo despertam a atencdo de Orgdos publicos da saude bem como de grandes
corporagdes farmacéuticas devido o baixo retorno econémico (WHO, 2018). As leishmanioses
atingem aproximadamente 98 paises e territdrios, com 12 milhdes de individuos infectados e
estima-se que 1,5 a 2 milhdes de pessoas desenvolvam a doenca anualmente (WHO, 2018). Na
américa latina, o Brasil contribui com maior nimero de casos (OPAS, 2017). Elas podem causar
desde simples lesdo cuténea, a formas desfigurantes como a cutdneo-mucosa ou a forma
visceral, considerada fatal se ndo tratada. O tratamento é reduzido a poucos medicamentos, com
efeitos adversos graves (WHO, 2018).

Uma das caracteristicas das leishmanioses é o processo inflamatério. Neste caso, a
inflamacdo é um mecanismo de defesa imunoldgico que o organismo utiliza para combater o
agente patogénico. Esse processo libera mediadores quimicos no tecido acometido, incluindo
aminoacidos excitatorios, especies reativas de oxigénio (EROS), peptideos, lipidios e citocinas
(CHEN et al., 2016). A producao de radicais livres gerada pelo processo inflamatorio, pode
ainda por sua vez, causar danos celulares e teciduais, ocasionando o surgimento de lesdes
inflamatdrias e faz com que haja a necessidade de buscar-se substancias antioxidantes que
ajudem a prevenir a inflamagédo derivada dos processos infecciosos (ARULSELVAN et al.,
2016; CONNER; GRISHAM, 1996).

Além disso, a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é algo fundamental e,
segundo o Ministério da Ciéncia e Tecnologia do Brasil, esta € uma area estratégica para a
independéncia e desenvolvimento do pais (ICQT, 2018). Mais interessante ainda seria se este
farmaco pudesse ter amplo espectro de bioatividades, uma vez que essa caracteristica poderia
auxiliar no tratamento de pacientes que possuem mais de uma patologia.

Diante do exposto acima, é relevante a busca de novas formas alternativas de tratamento
que possam curar ou controlar as enfermidades citadas. Dentro deste contexto, encontram-se 0s
produtos naturais, 0s quais podem ser considerados como uma alternativa de baixo custo e mais
acessivel para populagfes (NEWMAN, 2017). Também, visto nosso grupo de pesquisa ja ter

resultados preliminares com alguns extratos vegetais, o presente estudo visou avaliar as
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atividades citotoxica, antioxidante, anti-inflamatoria e antileishmanial de produtos naturais
oriundos das espécies Mitracarpus frigidus (Willd. Ex Roem. Schult.) K. Schum e Lantana

camara L.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radicais livres e substancias antioxidantes

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas muito instaveis contendo um ou mais
elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia (PHANIENDRA; JESTADI;
PERIYASAMY, 2015). Eles reagem rapidamente com outros compostos tentando capturar o
elétron necessario para ganhar estabilidade, reagindo com as moléculas estaveis mais proximas,
"roubando", assim, seus elétrons. Isto faz com que as moléculas anteriormente estaveis se
tornem radicais livres, 0 que inicia uma reacdo em cascata, que pode culminar na lise celular
(ELKHATEEB; ALSHAMMARY, 2017).

Tais radicais sdo derivados de processos metabolicos de organelas (mitocondrias,
peroxissomos e reticulo endoplasmatico) presentes em células do corpo humano, sendo as
células fagociticas do sistema imune um dos principais perfis celulares a produzi-las. Contudo,
a producdo desses radicais ndo esta atrelada apenas a mecanismo enddgeno do organismo, eles
também podem ser derivados de fontes externas como exposicao a raios-X, consumo de alcool
e cigarro, exposi¢do a metais pesados, metais de transigdo, solventes industriais, pesticidas,
drogas como o paracetamol, poluentes atmosféricos e produtos quimicos industriais (LOBO et
al., 2010; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015).

Em concentragdes baixas a moderadas, os radicais livres funcionam em processos
celulares fisioldgicos, mas em altas concentragGes causam danos a componentes celulares como
lipidios, proteinas e DNA (Figura 1) (BIRBEN et al., 2012). Desta forma, a grande quantidade
desses radicais leva ao chamado estresse oxidativo, favorecendo o surgimento de diversas
doengas humanas (MOO-HUCHIN et al., 2015). O corpo humano possui substancias
antioxidantes enddgenas como as enzimas superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase ou compostos ndo enzimaticos, como &cido urico, bilirrubina e
albumina (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011). Entretanto, quando as defesas do organismo
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falham, podem ocorrer efeitos deletérios ao corpo humano, uma vez que sua capacidade
antioxidante esta intimamente ligada a satde. Assim, o desequilibrio entre a produgdo de
radicais livres e 0s mecanismos antioxidantes enddgenos pode ocasionar o0 surgimento de
diversas patologias, tais como cancer, distdrbios neurolégicos, aterosclerose, hipertenséo,
isquemia, perfusdo, diabetes, fibrose pulmonar idiopética, doencga pulmonar obstrutiva croénica
e asma (BIRBEN et al., 2012; ZHANG,; LIU; LIU, 2014).

Fatores Externos/
Ambientais

Oxidagan de
proteinas /
Alteragoes de vias
de sinalizagao

Cancer
N J

Figura 1- Relacdo entre a producao de espécies reativas de oxigénio e o desenvolvimento do cancer.
Fonte: SILVA; JASIULIONIS, 2014.

Quando as defesas enddgenas ndo podem assegurar uma protecdo completa do
organismo contra os radicais livres, surge a necessidade de antioxidantes exdgenos, como
suplementos nutricionais ou produtos farmacéuticos, que contenham como principio ativo um
ou mais compostos antioxidantes (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011). Neste contexto, o uso de
substancias de origem naturais como vitamina C, vitamina E, polifendis e carotenoides tem
ganhado destaque, uma vez que alguns antioxidantes sintéticos amplamente utilizados como o
Butil hidroxianisol (BHA), Butil hidroxitolueno (BHT) e tert-butil-hidroquinona (TBHQ) ja
foram associados ao desenvolvimento de processos carcinogénicos e lesdes hepaticas em
estudos in vivo (HATAMIA et al., 2014; NIMSE; PAL, 2015).

Dentre os antioxidantes exdgenos de origem natural, podemos destacar os flavonoides,

uma importante classe de substancias polifendlicas com mais de 10.000 estruturas diferentes,
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cujo estrutura basica esta apresentada na Figura 2 (BRUNETTI et al., 2013). Estes metabolitos
estdo presentes comumente nos vegetais e apresentam uma ampla variedade de atividades
farmacologicas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2014), tais como anti-inflamatdria
(AMBRIZ-PEREZ et al., 2016), antitumoral (AL-RIMAWI et al., 2016) e infec¢des causadas
por patdgenos (ALVES et al., 2014), as quais, por sua vez, acredita-se estarem associadas as
suas propriedades antioxidantes (LIMA; BEZERRA, 2012).

Figura 2- Estrutura quimica do nucleo dos flavonoides mostrando as diversas posi¢cdes em que
podem ser inseridas as hidroxilas e outras substituigdes.

Os flavonoides possuem modos abrangentes de combater os radicais livres, capazes
de eliminar essas moléculas através da doacédo de elétrons, supressao de enzimas associadas a
sua geracdo e estimulacdo de enzimas antioxidantes internas que irdo combater a producédo
desses radicais (BANJARNAHOR; ARTANTI, 2014). A capacidade de doacdo de elétrons
pelos flavonoides esta relacionada com a presenca e o nimero de hidroxilas ligadas a seus anéis
aromaticos (LIN et al., 2014). As hidroxilas livres podem doar seus &tomos de hidrogénios para
um radical livre e estabiliza-lo, gerando, assim, o radical fenoxil flavonoide, que € relativamente
estavel. Posteriormente, esta molécula estavel pode reagir com um segundo radical, doando
mais um hidrogénio e adotando, ainda, uma estrutura estavel de quinona (BANJARNAHOR,;
ARTANTI, 2014).

Em relacdo a estrutura atividade antioxidante, a presenca das hidroxilas nas posi¢des
de C-3' e C- 4' no anel B dos flavonoides conduz ao aumento da atividade antioxidante,
enquanto que a presenca de aclcares leva a uma perda dessa atividade. Isto faz com que os

flavonoides glicosilados tenham uma menor atividade em relagdo as agliconas, refletindo que,
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a capacidade antioxidante depende principalmente do nimero de hidroxilas fenolicas e depende
pouco das hidroxilas presentes nos acucares (LIN et al., 2014).

2.2 Processo inflamatorio

A inflamagdo é um processo complexo em que varias células e moléculas
desempenham papéis diferentes de uma maneira coordenada e controlada. Geralmente é um
processo benéfico ao organismo, sendo um mecanismo de defesa vital, uma vez que representa
uma das primeiras barreiras contra agente agressores externos e distdrbios internos (CHEN et
al., 2018). No entanto, quando o processo inflamatdrio persiste no organismo, ele pode se tornar
crénico e levar ao surgimento de varias doencas degenerativas como cancer, diabetes, doencas
autoimunes e doencas cardiovasculares (BAIZABAL-AGUIRRE et al., 2014).

O processo inflamatdrio ocorre através de uma série de eventos: as aminas vasoativas,
como a histamina, levam a dilatagdo de vénulas e arteriolas conduzindo um aumento na
permeabilidade dos vasos sanguineos, 0 que ocasiona um aumento do fluxo sanguineo e a
passagem de leucocitos para os tecidos atingidos (ARULSELVAN et al., 2016;
ABDULKHALEQ et al., 2018). Poucos minutos apds uma les@o ou trauma ocorre a migracao
celular, na qual os neutrdfilos ou polimorfonucleares (PMN), que sdo os leucocitos mais
abundantes no sangue periférico, sdo recrutados para o local da inflamacéo, sendo este o perfil
celular mais frequente em processos inflamatérios agudos (SUNDD et al., 2011). A principal
funcdo dos neutrofilos € destruir antigenos, bactérias, células injuriadas e componentes
danificados da matriz que possam estar presentes na ferida. Outro perfil celular que migra dos
vasos sanguineos e direciona-se ao local da inflamagdo sdo 0s mondcitos, que ao entrarem no
tecido acometido diferenciam-se em macrofagos (GETHIN, 2012).

Um importante fator que contribui para a migracéo celular é a producéo de citocinas,
as quais sdo pequenas proteinas ndo estruturais de baixo peso molecular que tem influéncia na
regulacdo da inflamacdo e imunidade (GULATI et al., 2016). Os macrofagos residuais
presentes no tecido atingido produzem citocinas, como TNF-a e IL-1, que estimulam a
producdo de E-selectinas e P-selectinas (moléculas de adesdo) nas paredes dos capilares. Em
seguida, os leucocitos se ligam a essas moléculas de adesdo e migram pelos capilares seguindo
o0 gradiente das quimiocinas. A migracdo e cessada quando uma proteina presente na parede

dos capilares se liga as integrinas, um outro grupo de moléculas de adesdo presente na superficie
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dos leucocitos. Além disso, a presenca de quimiocinas torna essa interagdo ainda mais forte.
Desta forma, os leucocitos param de migrar pelas paredes do vaso e realizam o processo de
diapedese, que é a passagem das células presentes no vaso sanguineo para o tecido alvo (Figura
3) (HUANG; GHAI; HO, 2004).

Sl Ativacéo de mtegrirF ‘Adesdo Wigracéo através
Rolamento pelas quimiocinas estavel do endotélio
Leucocito | Integrina (estado
[ Yr* | de baixa afinidade) ST — =y
Fluxo ineo >
(\Lngame selectina e 1/’/
EE Integrina (estado
Rocep!or \ de alta afinidade)
de quimiocina # ‘o
Quimiocina v
Selectina X > /
. Mo (ONue¥
Proteo- 4 e b e i
glicanos ! integrina 8 8 B Quimiocinas
d g « ®
. ® 9% e
® .. @ Quimiocinas D sl
Citocinas  MRESEN .- - ‘3’00 = Q ®
(T %)) 2~ ~Macréfago estimulado Fibrina e fibronectina —
pelos microrganismos (matriz extracelular)

Figura 3- Fases de migracdo leucocitdria destacando a presenca das citocinas, quimiocinas,
integrinas e moléculas de adesdo. Fonte: Adaptado de ABBAS e LICHTMAN, 2009.

As citocinas apresentam outras funcdes. Essas proteinas sdo consideradas mensageiros
intercelulares no sistema imunolégico e integram a funcéo de varios tipos de células em varios
compartimentos do corpo, para que assim haja uma resposta imune coerente (GULATI et al.,
2016). Estas moléculas possuem tanto atividade pré-inflamatérias (IL-1, TNF-a, IL-6), quanto
anti-inflamatorias (IL-10, IL-4, 1L-13). Entre as principais citocinas inflamatérias estdo a
interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), que podem ser estimuladas por
eventos que levam a lesdo tecidual, onde ha a liberacdo de alguns mediadores quimicos como
histamina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos e EROs (ZHANG; AN, 2007). A
producéo excessiva dessas citocinas inflamatdrias medeia a secre¢do de proteinas de fase aguda
como a proteina C-reativa e fatores de coagulacdo pelas celulas do figado. Além disso, as

citocinas inflmatorias, induzem o endotélio a produzir prostaglandinas, mediadores que s&o
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responsaveis pelo aparecimento da dor e da febre presentes no processo inflamatério (AHMED,
2011).

Outra molécula importante do processo inflamatoério € o oxido nitrico (NO), radical
capaz de ativar as enzimas ciclo-oxigenase 1 e ciclo-oxigenase 2 (COX-1 e COX-2), as quais
aumentam os niveis de prostaglandinas, agravando ainda mais o processo inflamatério (FANG
et al., 2015). Além disso, a vasodilatacdo, que é um dos sinais cardinais da resposta
inflamatdria, é desencadeada em grande parte por meio de um processo dependente de NO.
Varios mediadores inflamatorios, como a bradicinina e a histamina, produzem vasodilatacdo
por meio da estimulacdo da liberacdo endotelial de NO, o qual pode difundir para o0 musculo
liso e ativar a enzima guanilato ciclase, aumentando por sua vez os niveis intracelulares de
GMPc, os quais levam ao relaxamento do musculo liso de veias e artérias (WALLACE, 2005).

Ambas citocinas TNF-a, IL-1 e o radical NO sdo produzidos mediante a ativacdo de
um importante fator de transcricdo, o fator nuclear de transcricdo Kapa B (NFkB). Esta
molécula exerce uma funcéo essencial na regulacdo de genes associados a inflamagéo e esta
envolvida na sua progressdo. A ativagdo do NFkB ¢ mediada por ligantes que estimulam os
receptores Toll Like Receptor (TLR) presentes nas células do sistema imune. A ligacdo nos
receptores TLR ativa o fator NFkB, deslocando-0 do citoplasma para o nucleo e acelera a
transcricdo de genes associados a inflamacdo, como 0s genes responsaveis pela producéo das
citocinas TNF-a, IL-1 e da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) (AHMED, 2011).

Em relacdo as opcdes terapéuticas para tratamento de inflamacdes, existem os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), uma das classes de farmacos mais comumente prescritas
para dor e inflamacéo. Essa classe estéa entre os medicamentos mais vendidos, alcangando cerca
de 5 a 10% de todos os medicamentos prescritos por ano no mundo (WONGRAKPANICH et
al., 2018). Além do seu efeito anti-inflamatdrio, os AINEs tém propriedades antipiréticas e
analgeésicas. Esses medicamentos inibem as enzimas ciclo-oxigenases (COXs), que como dito
anteriormente, sdo determinantes para a sintese de prostaglandinas e cujo bloqueio na sua
producdo leva a efeitos analgésico, antipirético e anti-inflamatorio (MEEK; LAAR;
VONKEMAN, 2010; WONGRAKPANICH et al., 2018).

Entretanto, devido aos efeitos adversos ocasionados ao uso cronico dos AINEs (Ulceras
pépticas, insuficiéncia renal aguda, acidente vascular cerebral e infarto do miocardio), ha um
interesse maior em substancias naturais usadas como suplementos alimentares e de medicagdes

a base de plantas medicinais para reduzir a dor e a inflamagdo (MAROON; BOST; MAROON,
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2010; MARCUM; HANLON, 2010). Muitos desses fitocompostos, principalmente os
fendlicos, funcionam inibindo as vias inflamatérias de maneira similar aos AINEs (inibi¢do da
COX), mas podem atuar também inibindo vias inflamatorias relacionadas a ativacao do fator
NF-kB (MAROON; BOST; MAROON, 2010).

2.3 Leishmaniose Cutanea

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas causadas por mais de 20
espécies de parasitos do género Leishmania spp, as quais sdo transmitidas por insetos vetores
dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (WHO, 2021). Elas estdo distribuidas em
aproximadamente 90 paises das regides tropicais, subtropicais e em toda a Asia, Africa, Oriente
Médio e América Central e do Sul (CDC, 2022; MANN et al., 2021) e afetam mais de 1 bilhdo
de pessoas expostas em areas de risco (WHO, 2018). Além disso, fatores como deslocamento
populacional, pobreza, mé nutrigdo, falta de recursos, mudangas climaticas e ambientais estdo
associadas a expansao dessas doencas (WHO, 2021)

As leishmanioses estdo entre as sete doencas tropicais mais importantes e representam
um grave problema de satde mundial (TORRES-GUERRERO et al., 2017). As manifestacoes
clinicas sdo varidas e causadas por mdultiplas espécies de Leishmania spp e, a partir de
complexas interacbes com o hospedeiro mamifero, sdo responsaveis por causar as formas
cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e a forma visceral (LV), a qual possui um desfecho
potencialmente fatal se ndo tratada (MANN et al., 2021).

O processo infeccioso comecga com a picada de flebotomineos fémeas infectadas, as
quais regurgitam formas promastigotas metaciclicas de sua probdscide durante a refeicdo
sanguinea (Figura 4). As promastigotas que atingem a ferida da puncéo sdo fagocitadas por
macrofagos e outros tipos de células fagociticas mononucleares. Apds essa etapa, as
promastigotas se transformam em formas amastigotas intracelulares que se multiplicam por
divisdo binaria simples e passam a infectar outras células fagociticas mononucleares quando
ocorre a ruptura das células infectadas. Os flebotomineos se infectam ingerindo células
infectadas durante uma nova refeicdo sanguinea. Nos flebotomineos, as amastigotas se
transformam em promastigotas, desenvolvem-se no intestino e migram para a proboscide do
inseto vetor (CDC, 2022). A resposta imune do hospedeiro a picada do inseto vetor também

contribui para o sucesso da transmissdo, uma vez que estas células sao recrutadas logo apés a
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inoculacdo e sdo de grande importéncia para a sobrevivéncia do parasito (SERAFIM et al.,
2021).
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Vetor se alimenta de sangue
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(Injeta formas promastigotas na pele) o fomestigotas

sao fagocitados

Divisdo no intestino e migragio - por macrofagos e
o para o probécito / g — outros tipos de
x ( células do SFM \

Promastigotas se
transformam em amastigotas
— N ETE
Amastigotas se transformam em
0 formas promastigotas no intestine

p

Amastigotas se multiplicam dentro das células

® S
®. B de dift tes tecid infectand 3l
o o I\ 3 ferentes tecicos e Infectanae novas celuias
0 Ingestdo de células 1;"'
parasitadas s

Vetor se alimenta de sangue
(Ingere de macréfagos infectados

ot I ) com amastigotas)
= Estagio infeccioso

]

Estagio de diagnostico

Figura 4- Ciclo biol6gico dos parasitos do género Leishmania sp.
Adaptado de CDC — Center of Disease Control and Prevention, 2022.

Nas Américas, a LC tem como responsavel varias espécies do parasito, sendo elas a L.
(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis. Porém, outras
espécies como L. (V.) peruviana, L. (L.) lainsoni e L. (L.) shawi podem também estar
envolvidas de maneira mais frequente em infeccGes na América Central e Regido Amazonica
(CARVALHO etal., 2019; LOISEAU et al., 2019). Embora seja provavelmente subnotificada,
as estimativas mundiais atuais de incidéncia da LC variam de 700.000 a 1,2 milh&o de casos
por ano (CDC, 2022; MANN et al., 2021). Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas
Américas, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Em 2020, mais de 85% dos
novos casos de LC ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Iraque,
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Libia, Paquistdo, Peru, Republica Arabe da Siria e Tunisia. Nas Américas, o Brasil é o pais de
maior incidéncia, com casos da doenga em todas as unidades federativas, e alta prevaléncia na
regido norte (WHO, 2022).

A Leishmania (L) amazonensis € uma das principais espécies que esta associada a LC
no Brasil. A LC tem como caracteristica a formacdo de lesbes na pele, principalmente
ulceradas, em partes expostas do corpo e no local de pidada do inseto vetor, deixando ao longo
da vida do paciente uma cicatriz que pode refletir em estigma social (WHO, 2022). A leséo
primaria é geralmente Unica, embora eventualmente multiplas picadas do flebotomineo ou a
disseminacéo do parasito pela via hematogénica ou linfatica possam gerar um nimero elevado
de lesGes. Entretanto as lesGes podem evoluir para cura expontanea e respondem bem ao
tratamento habitual (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

Além disso, L. amazonensis também pode levar a leishmaniose cutanea difusa (LCD),
uma patologia que esté associada com a inducdo de anergia em linfocitos T, conduzindo a uma
reducdo de resposta do tipo TH1, causando assim, uma ineficacia de resposta celular
(ALMEIDA et al., 2021). A LCD ocorre frequentemente em individuos onde a resposta
imunoldgica ao parasito é deficiente (MARIZ et al., 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
Inicia-se de maneira silenciosa, com uma lesdo Unica que responde precariamente ao
tratamento e evolui de forma lenta, com o aparecimento de mdltiplas papulas e nodulos
subcutaneos, formando placas principalmente na regido dos ombros, face e 16bulos das orelhas
(MARIZ et al., 2019; MOKNI, 2019).

O tratamento das leishmanioses e consequentemente da LC, apresenta muitas limitagdes
relacionadas a terapia prolongada, administracdo parenteral, efeitos adversos intensos e o alto
custo de algumas formulacbes (DE MENEZES et al., 2015). Os antimoniais pentavalentes sdo
os farrmacos de primeira escolha para tratamento das leishmanioses, enquanto que a
anfotericina B, anfotericina B liposomal e paromomicina, sdo opc¢Bes secundarias para casos
resistentes. A miltefosina, por sua vez, é o primeiro tratamento oral aprovado para LV na india.
No entanto, todos esses compostos possuem limitagbes em seu uso por causa de efeitos
colaterais, alto custo e inducgéo de resisténcia dos parasitos, o que justifica, a pesquisa de novos
compostos eficientes e seguros (ALBUQUERQUE et al., 2020).
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2.4 Mitracarpus frigidus (Willd. Ex Roem. Schult.) K. Schum

A espécie Mitracarpus frigidus (Willd. ex Roem. & Schult.) K. Schum. (Figura 5)
esta distribuida por toda América Tropical e Antilhas e apresenta-se como uma erva perene
e ereta. No Brasil, é encontrada desde a regido do estado do Amazonas até o Rio Grande
do Sul. (SOUZA, 2015). Embora outras espécies do género Mitracarpus sejam
reconhecidas pelo seu uso popular, M. frigidus ndo apresenta relatos sobre seu uso
tradicional (FABRI et al., 2013).

A)

»)

Figura 5- Figura ilustrativa da espécie Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum.
Representacdo das partes aéreas (A), fruto (B) e semente (C). Fonte: PEREIRA, CARVALHO-
OKANO e GARCIA, 2006.

Estudos realizados por Fabri et al. (2009) revelaram uma grande diversidade de
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substancias quimicas para o extrato metandlico das partes aéreas de M. frigidus, bem como
suas fracGes, onde foram encontrados metabolitos especiais como alcaloides, terpenoides,
esteroides, saponinas, antraquinonas, substancias fenolicas, taninos e flavononas. A
literatura ainda revela que o extrato metandlico apresenta uma série de atividades
bioldgicas, sendo estas, desde de atividades laxativa, antitumoral (FABRI et al., 2011),
antioxidante, anti-inflamatdria (FABRI et al., 2013), esquistossomicida (FABRI et al.,
2014b) e antifungica contra Candida albicans (CAMPOS et. al, 2018; CAMPOS et. al,
2020) e Cryptococcus neoformans (FABRI et al., 2009). Além disso, devido ao seu
potencial farmacolégico promissor, o extrato metanolico de M. frigidus vem sendo
utilizado em estudos de novas formulagdes. Campos et al. (2020) demostra uma atividade
promissora do extrato incorporado em gel de quitosana contra C. albicans em um modelo
de Candidiase vulvovaginal, onde os resultados dos ensaios in vivo mostraram significativa
reducdo da carga fangica, além da reducdo da inflamacdo da mucosa apds o tratamento
com o gel de quitosana contendo o extrato.

M. frigidus também destaca-se devido ao seu potencial antimicrobiano, uma vez
gue o extrato metandlico foi capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas
como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Streptococcus
pyogenes, e Gram-negativas como Escherichia coli, Shigella sonnei, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium (FABRI et al., 2009) e
Salmonella enteritidis in vitro (CAMPOS et al., 2019). Fabri et al. (2021) ainda demonstra
uma atividade in vivo significativa para extrato metandlico, onde este foi analisado as suas
atividades antibacteriana e anti-inflamatoria in vivo utilizando ratos infectados por S.
typhimurium. Os resultados revelaram que o0 extrato foi capaz de reduzir
significativamente a mortalidade dos animais infectados por Salmonella sp sem causar
alteracOes na funcdo hepatica.

O oleo essencial das partes aéreas de M. frigidus também & descrito por ter uma
variedade de substancias de interesse farmacoldgico. Dentre elas destacam-se as
substancias linalol e o acetato de eugenol como constituintes majoritarios que foram
caracterizadas por CG/EM apds obtengdo do 6leo obtido por hidrodestilacdo. Esse 6leo
também apresentou outras substancias identificadas como 5-hidroxi-isobornil isobutirato,

5-metil-1-undeceno e metil salicilato. M. frigidus ainda destaca-se pelas suas atividades
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antioxidante, leishmanicida para as formas promastigotas de Leishmania major e L.
amazonensis, antifingica para Candida albicans e C. neoformans, e antibacteriana para
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae
(FABRI et al., 2012a). Além disso, outras substancias também ja foram identificadas do
extrato etanolico de partes aéreas de M. frigidus por meio da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), dentre elas destacam-se caempferol, caempferol-30-
rutenosideo, rutina, acido ursolico, psicorrubrina (FABRI et al., 2013; FABRI et al.,
2014b), ursolato de metila (FABRI et al., 2014a) e escopoletina (Figura 6) (LEMOS et al.,
2020).

Ussolato de metils

e
o

Psicorrubrina

Rutma

Figura 6 - Estruturas quimicas das substancias identificadas e/ou isoladas na espécie
Mitracarpus frigidus.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A naftoquinona psicorrubrina foi isolada a partir da fracdo em diclorometano

oriunda do extrato metandlico de partes aéreas de M. frigidus e apresenta atividade
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antitumoral, antileishmanial, antifungica (FABRI et al., 2012b) e antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes resistentes a meticilina (LEMOS et al.,
2018). Outra substancia que tmabém foi isolada da fracdo em diclorometano ¢é a
escopoletina, uma cumarina com relevante atividade antifungica contra uma linhagem
multirresistente de C. tropicalis, com a capacidade de atuar tanto contra as formas
planctonicas quanto no biofilme formado por essa espécie de fungo (LEMOS et al., 2020).
Ja os triterpenos acido ursolico e ursolato de metila foram isolados a partir da fracdo em
hexano. Os estudos demonstraram que esses triterpenos apresentam promissora atividade
anti-inflamatoria e leishmanicida para formas amastigotas de L. major. O &cido ursolico
ainda apresentou promissora atividade antitumoral (FABRI et al., 2014a). A fragdo em
hexano de M. frigidus também vem sendo descrita pela presenca de importantes
metabolitos secundarios tais como alcaloides, triterpenos e esteroides (FABRI et al.,
2009). Diante do exposto, embora a literatura aponte varios estudos sobre o 6leo, bem
como do extrato metandlico e suas fragdes, o extrato aquoso de M. frigidus ndo foi ainda
caracterizado, nem avaliado quanto as atividades antioxidante, antileishmanial e anti-
inflamatdria. Além do mais, a fracdo em diclorometano ainda ndo teve o seu potencial
antileishmanial completamente avaliado, visto que, até 0 momento nenhum estudo relata
sua atividade em formas amastigotas. Dessa forma, o estudo das bioatividades a serem

desenvolvidas nesse trabalho, torna-se inédito e importante.

2.5 Lantana camara L.

O género Lantana L. é composto por 150 espécies pantropicais distribuidas em todo o
mundo que sdo usadas na medicina tradicional ou sdo de carater ornamental. Lantana camara
L. (Verbenaceae) é comumente conhecida como camard, camara chumbinho, camara-de-cheiro,
camara-de-espinho,  camara-miudo-de-espinho,  camara-verdadeiro, camara-vermelho,
cambard, cambara-de- duas cores, cambara-de-folha grande, chumbinho e chumbinho-roxo
(SILVA et al., 2015). Essa espécie atinge cerca de 2-3 m de altura e apresenta galhos com
espinhos curvos. As folhas séo ovais, arredondadas na base, rugosas e crenadas na porgédo
superior, sdo asperas na maturidade e possuem um odor ofensivo (Figura 7). Os frutos séo

esverdeados nos estagios iniciais e tornam-se azuis escuros apds amadurecidos. Os frutos
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imaturos sao venenosos, enquanto os frutos maduros séo saborosos, muitas vezes consumidos

por passaros e seres humanos (KUMAR et al., 2016).

Figura 7- Imagem de Lantana camara L.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

As diferentes partes (folhas, raizes e flores) de L. camara tém sido utilizadas na terapia
popular para tratar malaria, tuberculose, linfadenite, caxumba, dor de estbmago, reumatismo,
dor 6ssea, etc (WU et al., 2020). Alguns metabolitos secundarios sdo descritos como toxicos
para a espécie, com por exemplo o os triterpenos lantadene A e B, que sdo descritos por
apresentarem hepatotoxicidade. Além disso, essa espécie produz outros triterpenos do tipo
lantadene, como acido lantandlico, &cido lantico, acido 22-b-dimetilacriloiloxilantandlico,
acido 22-b-dimetilacriloiloxilantanélico, acido 22-b-angeloiloxilantanélico e acido latandlico.
A presenca de flavondides, iridoides, oligossacarideos, glicosideos, fenilpropandides e
naftoquinonas também tem sido relatada (SILVA et al., 2015).

Outras atividades bioldgicas ja foram descritas para essa planta, como antisséptica,
antiespasmadica, carminativa, anti-inflamatdria, antipirética e analgésica. O verbascosideo
isolado das folhas dessa espécie também & descrito por possuir atividade antitumoral devido
sua acao na proteina quinase C (KUMAR et al., 2014). Ainda em relacdo a atividade anti-
inflamatoria, o extrato etanolico das folhas demonstrou efeito anti-inflamatorio e inibitorio

contra a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (IFORA et al., 2020). Alguns estudos também demonstram
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a sintese de anti-inflamatérios néo esteroidais (AINE), utilizando os lantadenes como moléculas
base e mostram que eles apresentaram atividade promissora contra a COX-2 (SUTHAR et al.,
2014). Também se acredita que a atividade anti-inflamatdria de L. camara esteja relacionada a
presenca de flavonoides, substancias fenolicas conhecidas por modular varios estagios da
inflamacéo (ASHAL et al., 2020).

O oOleo essencial de L. camara também ¢é decrito por apresentar atividade
antibacteriana. Em um trabalho desenvolvio por Saikia et al (2011), a extracdo do 6leo essencial
foi feita através de folhas frescas de L. camara por meio de hidro destilacdo. Posteriormente foi
determinada a atividade antimicrobiana para os microrganismos Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae,
onde foi observada atividade promissora para B. cereus, B. subtilis e S. aureus (SAIKIA et al.,
2011). A atividade antitumoral do 6leo essencial de L. camara é bem reconhecida, mostrando
que € eficaz para vérias linhagens de tumores, como U-266 (mieloma multiplo), A+594
(carcinoma de pulmé&o), HCT-116 (cancer de célon), MiaPaCa-2 (cancer pancreatico) e KBM-
5 (leucemia mieloide), por provavelmente suprimir a via do fator de transcricdo NF-xB (SAJID
etal., 2021).

A atividade antioxidante de extratos metanolicos de diferentes partes de L. camara,
incluindo raiz, folha, flor e fruto, também vem sendo estudada. Estudos realizados por Mahdi-
Pour et al. (2012) utilizando o ensaio de DPPH mostraram que as folhas dessa espécie
apresentaram a melhor propriedade antioxidante, seguida das flores, raizes e frutos. Embora
ndo existam relatos etnofarmacoldgicos sobre o uso nas leishmanioses, extratos organicos
preparados de L. camara demonstraram apresentar atividade leishmanicida em L. amazonensis
e L. mexicana (DELGADO-ALTAMIRANO et al., 2019). Anteriormente, Begum et al. (2014)
relataram que o extrato metanolico obtido das partes aéreas de uma cultivar vermelha de L.
camara exibiu atividade nas formas promastigotas de L. major. Embora a atividade
antileishmanial de L. camara venha sendo estudada, nenhum trabalho menciona sobre o seu
mecanismo de acdo antileishmanial. Logo, este estudo torna-se inédito ao estudar os possiveis
mecanismos de acdo antileishmanial de L. camara associados a morte celular de L.

amazonensis.
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4. DIVISAO DOS CAPITULOS

Para melhor compreensdo esse trabalho sera dividido em capitulos (1, 2 e 3). O
primeiro capitulo serd relacionado ao processo de triagem para a selecdo das atividades
biologicas dos extratos; o segundo tera como foco a atividade antileishmanial das fracGes
provindas do extrato com melhor atividade biolégica em L. amazonensis, assim como o
mecanismo de acgdo e, por ultimo, o terceiro capitulo ird abordar de forma mais aprofundada a
capacidade de combater o estresse oxidativo do extrato com o melhor potencial antioxidante,

assim como a atividade anti-inflamatoria.

5. CAPITULO 1- AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, HEMOLITICA,
CITOTOXICAE ANTILEISHMANIAL DE DIFERENTES EXTRATOS DE LANTANA
CAMARA L. E MITRACARPUS FRIGIDUS

5.1 OBJETIVOS

5.1.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antioxidante, hemolitica, citotoxica e antileishmanial de
diferentes extratos de Lantana camara L. e Mitracarpus frigidus e correlacionar as

propriedades encontradas com os teores de terpenos e fenolicos encontrados.
5.1.2 Objetivos especificos
e Determinar o teor de terpenos e compostos fenolicos nos diferentes extratos;

e Auvaliar o efeito antioxidante in vitro para verificar a eficacia na eliminacdo de radicais
livres;

e Avaliar a atividade hemolitica in vitro em eritrocitos humanos;
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Avaliar o efeito dos extratos em formas promastigotas e amastigotas intracelulares de
L. amazonensis, bem como em macrdfagos; determinar a seletividade dos extratos.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Material vegetal

As folhas de Lantana camara L. foram coletadas em Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil, em 17 de janeiro de 2020, enquanto que as partes aéreas de Mitracarpus frigidus foram
coletadas em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, em maio de 2009. Um exemplar de ambas
espécies (CESJ 30671 e CESJ 46076 respectivamente) foi depositado no Herbario Leopoldo
Krieger da Universidade Federal de Juiz de Fora, de acordo com as licencas nimero A18AB08
e A032F41-23 SISGEN/BRASIL respectivamente.

5.2.2 Preparacao dos diferentes extratos das folhas de Lantana camara L.

Os diferentes extratos de Lantana camara L. foram obtidos ap6s maceragédo estatica
de 90g de folhas secas e previamente pulverizadas. Os extratos foram preparados utilizando
uma ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol).
Apos a extracdo (3 x 500 mL), o liquido resultante foi concentrado a pressdo reduzida utilizando
o0 evaporador rotatorio (Heidolph — Laborota 4000). Os extratos foram pesados e tiveram seus
rendimentos calculados (2,80 ; 5,72; 6,71; 8,39 e 8,52% respectivamente). Os extratos foram

mantidos sobre refrigeracdo até o0 momento da realizacdo dos testes quimicos e bioldgicos.

5.2.3 Preparacdo do extrato aquoso e do extrato em diclorometano de partes aéreas de

Mitracarpus frigidus L.

O extrato aquoso das partes aéreas de M. frigidus foi preparado por meio de infusdo de

1kg de partes aéreas secas e pulverizadas em agua destilada a 80 °C por 2 horas. Apos a
extragdo, a solucdo foi filtrada e liofilizada para remocdo do solvente e mantida em frascos
hermeticamente tampados sob refrigeracdo (-4 °C) para posteriores testes biologicos e
caracterizagcdo quimica. O material foi denominado MFA(q e apresentou rendimento de 12,6%
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(1269g) em relagéo ao material vegetal seco. Com o intuito de facilitar a compreenséao a fracao
em diclorometano de M. frigidus sera tratada como um extrato. A preparacdo do extrato em
diclorometano seguiu a metodologia descrita por Fabri et al. (2020). Em resumo, 0 extrato
metanolico de M. frigidus (MFM) foi fracionado por extracdo liquido-liquido, onde 100g de
MFM foram dissolvidos em MeOH-H,O (8:2) e particionados com hexano (CeHu4),
diclorometano (CH2Cl>), acetato de etila (EtOAC) e n-butanol (n-BuOH) sucessivamente. Os
solventes foram evaporados a fim de obter as diferentes fracbes. O extrato em CH2Cl foi

denominada de MFD e apresentou 4,8 % de rendimento.

5.2.4 Cultivo dos parasitos

Neste estudo foi utilizada a cepa selvagem de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) e a cepa de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) transfectadas com o
gene da proteina fluorescente vermelha (Red fluorescent protein-RFP). A cultura das formas
promastigotas das L. amazonensis RFP foram mantidas em meio 199 (Himedia AT014)
suplementado com Hemina bovina, SFB, solucédo vitaminica MEM (Thermo Fisher 11120052)
e solucdo de penicilina/estreptomicina enquanto os promastigotas da cepa selvagem L.
amazonensis foram mantidos em meio Warren suplementado com Hemina bovina, SFB e
solucdo de penicilina/estreptomicina. As células foram cultivadas em garrafas para cultivo
celular (Corning 430168), mantidas em incubadora denominada BOD (do inglés Biochemical

Oxygen Demand” ou Demanda Bioquimica de oxigénio) a 25 °C.

5.2.5 Manutencéo da infectividade das linhagens de L. amazonensis

Para garantir a infectividade das linhagens de L. amazonensis utilizadas neste estudo,
foram utilizadas fémeas de camundongos da linhagem BALB/c com 4 a 6 semanas de idade.
Entdo, as formas promastigotas de L. amazonensis, em fase estacionaria da curva de
crescimento, foram contadas em cdmara de Newbauer, ajustadas em PBS (“Phosphate Buffer
Solution™) para 2 x 10° parasitos e foram inoculados 10 pL no coxim plantar da pata direita
traseira dos animais. Apos aproximadamente 40 dias de infec¢do os parasitos foram isolados

através de puncéo da lesdo, onde as formas amastigotas foram isoladas e semeadas em meios
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de cultivos descritos acima, suplementado com 20% de SFB e 1% de solugédo de
penicilina/estreptomicina e mantidas em BOD para conversdo das formas amastigotas em
promastigotas. Este protocolo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFJF
(CEUA n° 009/2018, Anexo I).

5.2.6 Avaliacdo da toxicidade dos extratos em promastigotas de L. amazonensis

A atividade citotoxica dos extratos em formas promastigotas de L. amazonensis PH8
foi determinada através do método colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5
difeniltetrazdlico (MTT) (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA) (MOSMANN, 1983). Este
método consiste na conversdo do tetrazélio sddico de cor amarela em cristais de formazam de
coloracdo lilds, por enzimas como oxidorredutases, desidrogenases, oxidases e peroxidases
usando NADH, NADPH, succinato ou piruvato, presentes tanto no citoplasma, quanto em
mitocondrias das células (PRABST et al., 2017). Desta maneira, formas promastigotas de L.
amazonensis, em fase logaritmica da curva de crescimento, foram contadas em camara de
Neubauer, ajustadas na concentracdo de 2 x 10% em seu respectivo meio de cultura em placas
de 96 pocos (Sarstedt 83.3924.500). Os extratos foram diluidos e adicionados nos pogos em
concentragOes variadas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 pg/mL), obtidas através de diluicdo
seriada. Miltefosina foi utilizada como farmaco de referéncia. Os tratamentos foram realizados
em duplicatas, e os resultados foram obtidos através de trés experimentos independentes, nos
quais foram reservados pogos sem adicdo dos extratos (controle negativo). Apds 72h de
incubacdo em BOD a 25 °C, foram adicionados 10 pL de de MTT na concentracdo de 5 mg/mL
em cada poco e as placas foram novamente incubadas por 4h a 25 °C. Apds este periodo, a
reacao foi interrompida adicionando 100 pL de uma solucédo de isopropanol acidificado (0,7%
de HCI a 10N). As placas foram lidas em espectrofotémetro a 570nm (Multiskan EX- Thermo
Electron Corporation, Vanta, Finlandia). Os valores das leituras foram convertidos em
porcentagem de inibigdo de crescimento dos promastigotas em relagdo ao controle, e a partir
destes, para cada extrato, foi calculado o Clso que € a concentragdo capaz de inibir 50% do
crescimento celular. O Clso foi obtido utilizando o software GraFit 5 (Erithacus Sftware Ltda.,

Horley, U.K.). A miltefosina foi utilizada como farmacos de referéncia.
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5.2.7 Avaliacao da toxicidade dos extratos em macrofagos peritoneais de camundongos
BALBI/c

O potencial citotoxico dos extratos em células de mamiferos foi avaliado utilizando
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. Para a obtencéo dos macréfagos, os animais
foram previamente estimulados com 2 mL de caldo tioglicolato a 3%, 72h antes do lavado
peritoneal. O lavado peritoneal foi realizado apds os animais terem sido eutanasiados. Entdo, 6
mL de solucdo de Hank estéril foram injetadas no periténio dos animais, sendo que cada animal
foi submetido ao processo por duas vezes, para garantir uma maior obtencdo de células. A
solucdo de células obtida foi transferida para tubos conicos e centrifugadas a 1000 RPM
(centrifuga Thermo Fisher Scientific D37520) durante 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, as células ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co- St. Louis,
MO, USA) para determinagdo da concentragdo através da contagem em camara de Neubauer.
Desta maneira, as células foram ajustadas para a concentracdo de 2 x 10° células/mL em meio
RPMI suplementado com 10% de SFB, 0,5% de solucdo penicilina/estreptomicina. A solucéao
foi transferida para placas de 96 pogos (KASVI® K12-096) e incubadas por um periodo de 16h
em estufa com atmosfera de 5% de diéxido de carbono (CO2) em uma temperatura de 37 °C,
para adesdo dos macréfagos. Apos este periodo, as placas foram lavadas com PBS para eliminar
células ndo aderidas, e foi novamente adicionado meio RPMI-1640. Os pocos foram tratados
com os os diferentes extratos em concentrac@es variadas (300,0; 150,0; 75,0; 37,5; 18,75 e
9,37ug/mL) através da técnica de dilui¢do seriada e as placas foram novamente incubadas por
72 h. Em seguida, foram adicionados 10 pL de solugcdo de MTT em uma concentracdo de 5
mg/mL, e as placas foram incubadas por um periodo de 2 horas (MOSMANN, 1983). Ap0s este
periodo, a reacdo foi interrompida utilizando uma solucédo de isopropanol acidificado (7% de
HCL a 10N), e as placas foram lidas em espectrofotdmetro a 570 nm. A viabilidade celular foi
determinada através da porcentagem de inibicdo de macréfagos tratados em relagédo ao controle
negativo. A partir dos valores obtidos, foi calculado o CCso (concentragdo citotoxica capaz de
matar 50% dos macréfagos) com ajuda do software GraFit 5. Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata, pocos sem tratamento foram utilizados como
controle negativo. Miltefosina foi utilizada como farmacos de referéncia. Este protocolo foi

aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFJF (CEUA n° 007/2018, Anexo I1).
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5.2.8 Avaliacdo da toxicidade dos extratos em amastigotas intracelulares de L.

amazonensis

A atividade antileishmanial dos extratos foram testadas em amastigotas intracelulares
de L. amazonensis de RFP (GRANATO et al., 2018). Para isto, os macr6fagos obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, foram ajustados a uma concentragio de 2 x 10°
células/mL em meio RPMI-1640 e plaqueados em placas de 24 pocos (KASVI® K12-024). As
placas foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 33 °C por 16 horas. Apds
este periodo, os pocgos foram lavados com PBS para eliminar as células ndo aderentes.
Promastigotas de L. amazonensis foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas a uma
concentragdo de 20 x 10° células/mL, em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e
0,5% de penicilina/estreptomicina, alcancando a propor¢cdo de 10 promastigotas para cada
macrofago. Em seguida, a solu¢do de meio contendo as promastigotas foi transferida para os
pogos para interacdo com os macrofagos por um periodo de 4 horas. Posteriormente, 0s pogos
foram lavados trés vezes com PBS, para remoc¢do de promastigotas ndo fagocitadas, e 0 meio
RPMI-1640 suplementado, foi novamente adicionado aos pocos. Os tratamentos com oS
extratos foram realizados em duplicata e em concentragdes variadas (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,12 pg/mL), obtidas através da técnica de diluicdo seriada. Entdo, as placas foram novamente
incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO: por 72 horas. Em seguida, o0 sobrenadante
dos pocos foi descartado, e foi adicionado 200 pL de agua deionizada, os pocos foram raspados
com intuito de lisar as células, e o seu conteudo foi transferido para placas negras de 96 pocos
de fundo transparente. Este processo foi realizado por duas vezes, e em seguida, as placas foram
lidas em fluorimetro (FLx800™ Fluorescence Reader, BioTek) em um comprimento de onda
de 540 nm de excitacdo e 600 nm de emissdo. Os resultados foram obtidos a partir de trés
experimentos independentes, realizados em duplicatas. Pogos sem adi¢do dos extratos foram
utilizados como controle negativo. Também foram utilizados pocos de macrofagos néo
infectados como branco. Miltefosina foi utilizada como farmaco de referéncia. Este protocolo
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFJF (CEUA n° 008/2018, Anexo
).
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O extrato mais promissor também foi avaliado quanto a sua atividade anti-
amastigota utilizando a linhagem selvagem L. amazonenis PH8. O inicio do processo
ocorre de maneira semelhante ao que ja foi descrito anteriormente neste item. Apos 72h.
de tratamento, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com etanol
absoluto e em seguida coradas com GIEMSA. As células entdo, foram desidratadas em
bateria de acetona/xilol (Neon e Merck, respectivamente) em diferentes proporgoes:
Acetona 100%, acetona 90%/xilol 10%; acetona 50%/Xilol 50%; acetona 10%/xilol
90%; e por fim, xilol 100%. Apos isto, as laminulas foram entdo fixadas sobre ldaminas
de vidro previamente identificadas, e entdo analisadas por microscopia de luz
(Olympus BX41). A atividade antileishmanial do extrato mais promissor foi avaliada
a partir da contagem do nimero de amastigotas dentro de macréfagos infectados em
relacdo ao controle ndo tratado. Foram contados um total de 200 macréfagos
infectados e ndo infectados, bem como o ndmero de amastigotas no interior dos
macrofagos parasitados. Os resultados foram dados a partir da porcentagem de inibicédo da
carga global de amastigotas em relacdo ao controle ndo tratado, e desta maneira,
foi possivel calcular o Clsy do extrato mais promissor utilizando o software Probit. Os
resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes, realizados em

duplicatas. Pocos sem adicdo do extrato foram utilizados como controle negativo.

5.2.9 Determinacao do indice de seletividade (IS) dos extratos

O IS demonstra 0 quanto um composto/extrato pode ser ativo em uma forma
parasitaria sem causar danos a célula hospedeira. E dado pela razio entre o CCso obtido no teste
de citotoxicidade em macrofagos e o Clso obtido para as formas amastigotas, que neste caso &
a forma parasitaria de interesse, ja que € a responsavel pelas manifestacGes clinicas das
leishmanioses (TEMPONE; OLIVEIRA; BERLINCK, 2011).

5.2.10 Avaliacéo da toxicidade dos extratos em eritrocitos humanos

A atividade hemolitica dos extratos foi realizada de acordo com Machado (2017), com

pequenas modificagdes. Inicialmente, foi coletado cerca de 6 mL de sangue total (grupo O, Rh-
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negativo) de um doador saudavel, em tubo contendo EDTA. O sangue foi transferido para um
tubo de centrifugacéo estéril e centrifugado a 3000 rpm (centrifuga Thermo Fisher Scientific
D37520, ano 2011) por 5 minutos. O plasma foi descartado, assim como a camada branca,
correspondente aos leucocitos. Os eritrocitos foram lavados 4 vezes com PBS e foi realizada a
diluicdo dessas células, originando uma solugdo de 50% de eritrocitos, que foi estocada em
geladeira. A partir desta, foi preparada uma solucao de 1% de células e esta foi distribuida em
microplacas de 96 pocos, onde os diferentes extratos foram adicionados em concentracdes
variadas (100 a 0,195 pg/mL). Os extratos foram previamente diluidos em DMSO, sendo que
a maxima concentracdo utilizada desta substancia foi de 0,05%, que ndo apresentou toxicidade
para os eritrocitos. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C, as placas foram centrifugadas
a 3000 rpm (centrifugaThermo Fisher Scientific D37520, ano 2011) por 5 minuto e 100 pl do
sobrenadante foi coletado e transferido para placa de 96 pocos. A lise de hemaécias foi
determinada pela concentragdo de hemoglobina presente no sobrenadante das células. A
absorbancia do sobrenadante foi mensurada em espectrofotometro (Multiskan EX) a 540 nm.
Foram adicionados controles negativo e positivo, representados por PBS puro e SDS 0,1% em
agua deionizada, respectivamente. A anfotericina foi utilizada como farmaco de referéncia A
porcentagem de hemolise foi calculada pela formula: % hemolise = (Média da absorbancia dos
tratados — Média da absorbancia controle negativo/ Média da absorbancia controle positivo) x
100. O experimento foi realizado em triplicata. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa CEP/UFJF (CAAE no. 23779719.1.0000.5147, anexo 1V).

5.2.11. Determinacdo da atividade antioxidante por meio do método de sequestro de
radicais livres (DPPHe)

A atividade sequestrante de radicais DPPH- foi determinada pelo método descrito por
Brand-Williams et al. (1995). Foram transferidos para um poco de uma placa de 96 pocos, 100
pL de uma solugdo a Img/mL dos extratos. Em seguida, foram realizadas diluigdes sucessivas
1:2 em metanol e adicionados 150 pL de solu¢ao de DPPH a 20 pg/mL em metanol, obtendo-
se as concentragdes de 250 a 0,49 pg/mL. A placa foi incubada ao abrigo da luz e apds 30 min
a absorbancia foi mensurada a 517nm. O branco foi preparado da mesma maneira que as

amostras, utilizando-se metanol no lugar da solu¢do de DPPH. Procedeu-se também & medida
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da absorbancia do DPPH sem as amostras (controle negativo). Os testes foram realizados em
triplicata e a porcentagem (%) de inibicdo de oxidacdo de MFAq foi calculada da seguinte
maneira: % Inibi¢do = [ (AbSpppH — AbSamostra) + AbSpppr] X 100. Sendo: AbspepH: absorbancia
mensurada para o radical DPPH em metanol; AbSamostra: absorbancia mensurada para as
amostras. Foi determinada a concentracdo inibitoria de 50% (Clso) em pg/mL utilizando o
software GraFit 5, que é a quantidade necessaria da amostra para reduzir em 50% a agéo
oxidante do DPPH. O controle positivo utilizado foi a rutina (um flavonoide ja conhecido pelo

seu poder antioxidante) cuja concentragao variou de 250 a 0,0005 pg/mL.

5.2.12 Determinacéo do contetdo de compostos fenolicos

A determinacdo do teor de fendis foi feita por meio de espectroscopia na regido do
visivel utilizando o método de Folin—-Ciocalteu com pequenas modificacdes (DOWD,1959;
FOLIN,1927). O &cido tanico foi utilizado como padréo. A curva de calibracao foi preparada,
com concentracdes que variaram de 7,5 a 350 pg/mL de uma solugdo metandlica de &cido tanico
(500 pg /mL). Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 120 pL do reagente Folin
Ciocalteau 20%, 30 pL dos extratos e 100 pL de carbonato de sddio 4%. Decorridos 30 min de
incubacéo ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 770 nm. Para o
doseamento dos extratos foi preparada uma solucédo estoque a 500 pg/mL em metanol ou agua.
Pocos somente com amostra e metanol foram utilizados como branco do teste. Em microplacas
de 96 pocos foram adicionados 120 uL do reagente Folin Ciocalteau 20%, 30 pL da amostra e
100 pL de carbonato de sédio 4%. Decorridos 30 min de incubagdo ao abrigo da luz, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro a 770 nm. Todas as determinagdes foram
realizadas em triplicata e a média + desvio padrao foi utilizada para o calculo do teor de fendis.
O conteudo total de fenois foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de acido

tanico (EAT). O experimento foi realizado em triplicata.

5.2.13 Determinacdo do conteudo de terpenos

A dosagem de terpenos seguiu a metodologia de Pedrosa et al. (2020). A dosagem de
triterpenos foi realizada utilizando uma curva padréo do triterpeno lupeol. Primeiramente foi

preparada uma solu¢do estoque de 100 pg/mL em etanol, da qual foram pipetados 50, 100, 200,
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400, 600, 800 e 1000 uL para a preparagdo da curva analitica usando lupeol. Os tubos foram
mantidos em banho-maria (85°C) até a evaporacdo completa do solvente e em seguida foram
adicionados 250 pL de solu¢do de vanilina a 50 mg/mL e 500 pL de &cido sulfurico (99,5%).
Os tubos foram aquecidos em banho-maria (60 £ 1°C) por 30 min e em seguida, transferidos
para banho de gelo. Apos esse processo, foi adicionado 2500 pL de acido acético (99,7%). As
solugdes resultantes foram mantidas sob resfriamento por 20 min e por mais 20 min a
temperatura ambiente. As concentracdes de lupeol em cada tubo variaram de 1,5 a 31 pg/mL
O mesmo procedimento foi conduzido apos a adicdo de 1000 puL dos extratos vegetais
preparados em etanol na concentragdo de 100 pg/mL. Uma solu¢do em branco foi preparada de
forma semelhante e as absorbancias foram determinadas a 548 nm. O conteudo de terpenos

totais foi expresso como mg/g de extrato equivalentes em lupeol.
5.2.14 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada para ensaios in vitro, utilizando o teste de ANOVA
seguido pelo pos hoc teste de Bonferrori. As anélises foram feitas no software GraphPrism 5.0

(Erithacus Software Ltda). Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os resultados

foram expressos na forma de média * desvio padrao.

53



5.3 RESULTADOS

5.3.1 Avaliacdo da atividade antileishmanial e citotoxicidade em macrofagos peritoneais de

camundongos.

Ap0s a confeccdo dos diferentes extratos de L. camara e M. frigidus L. estes foram
avaliados em formas promastigotas e amastigotas de L amazonensis. Além disso, foi avaliada
a toxicidade dos extratos em macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c. As anélises
demostraram que os extratos de L. camara foram mais ativos que os extratos de M. frigidus
com destaque para o extrato etanolico de folhas de Lantana camara L (LCE) e para o extrato
metanolico de folhas de Lantana camara L. (LCM) que apresentaram Clso de 12,20 £ 0,12 e
10,90 + 0,26 pg/mL, respectivamente para promastigotas e Clso de 7,29 (6,26-8,49) e 7,84
(6,37-9,63) pg/mL, respectivamente para amastigotas intracelulares. Além disto, LCE e LCM
mostraram-se muito mais toxicas para o parasito intracelular do que para a célula hospedeira,

com indice de seletividade de 30,64 e 33,25 respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1- Avaliacdo da atividade antileishmanial e da citoxicidade celular dos diferentes

extratos de Lantana camara L. e Mitracarpus frigidus L.

Extratos brutos

Extrato Promastigota CCso Amastigota Clso Indice de
Clso (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) seletividade
para formas
amastigotas
(15)
LCH 19,61 £ 0,98 >300 17,47 (14,37-21,25) >17,47
LCD 9,56 £0,33 245,82 £29,94 10,68 (8,90-12,80) 22,94
LCA 3,72+0,33% 146,99 + 22,36 8,25 (7,01-9,72) 17,81
LCE 12,20 £ 0,12 223,40 £ 47,02 7,29 (6,26-8,49)2 30,64
LCM 10,90 + 0,26 260,68 £ 32,39 7,84 (6,37-9,63)2 33,25
MFD 14,48 + 1,33 42,30 £ 3,76 36,22 (30,62-42,84) 1,16
MFAqQ >100 >300 >100 ND
Miltefosina 8,96 £ 0,5 67,93 £ 4,29 510+1,79 13,31

Legenda_ ND_ Nao determinado; LCH_Extrato hexanico de folhas de Lantana camara L.; LCD_
Extrato diclorometanico de folhas de Lantana camara L.; LCA_ Extrato de acetato de etila de folhas
de Lantana camara L.; LCE_ Extrato etanélico de folhas de Lantana camara L.; LCM_ Extrato
metanolico de folhas de Lantana camara L.; MFD_ Extrato em diclorometano de partes aéreas de
Mitracarpus frigidus; MFAq _ Extrato aquoso de Mitracarpus frigidus.; Clso_ Concentragdo
inibitéria de 50%.; CCso_ Citotoxicidade de celular de 50%; IS_ indice de seletividade. - significa

diferenca estatistica em relagdo ao demais extratos.

5.3.2 Avaliagdo da atividade hemolitica em eritrocitos humanos

Apos a avaliagdo da atividade antileishmanial e da citotoxicidade celular em macrofagos
murinos foi avaliada a atividade hemolitica em eritrocitos humanos. Como controle positivo foi
utilizado a anfotericina B, uma vez que esse farmaco € conhecido pelo seu potencial hemolitico.
Os resultados demonstraram que os extratos em diclorometano e aquoso de partes aéreas de M.

frigidus induziram baixas taxas de hemolise (abaixo de 5%), seguidos dos extratos etanolico e
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metandlico de folhas de Lantana camara L.; sendo, em todas as concentra¢des testadas, menos
hemoliticos que a anfotericina B (Figura 8).
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Figura 8- Avaliagdo da atividade hemolitica em eritrécitos humanos dos diferentes extratos de
Lantana camara L. e Mitracarpus frigidus L. ANF B_ Anfotericina B; LCH_Extrato hexanico de
folhas de Lantana camara L.; LCD_ Extrato diclorometanico de folhas de Lantana camara L.; LCA _
Extrato de acetato de etila de folhas de Lantana camara L.; LCE_ Extrato etandlico de folhas de Lantana
camara L., LCM_ Extrato metandlico de folhas de Lantana camara L., MFD_ Extrato em
diclorometano de partes aéreas de Mitracarpus frigidus; MFAq _ Extrato aquoso de Mitracarpus

frigidus. & significa diferenca estatistica em relagdo ao demais extratos.

5.3.3 Avaliacdo da atividade antioxidante e determinacao dos teores de terpenos e fendlicos

totais

A atividade antioxidante e os teores de terpenos e fenolicos totais dos diferentes extratos
também foram avaliados. As dosagens revelaram que os extratos de L. camara L. sdo ricos em
terpenos e possuem baixos teores de compostos fendlicos. Além disso, estes extratos

apresentaram baixo potencial antioxidante, visto que, apresentaram altos valores de Clso para o
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radical livre DPPH. Os extratos de M. frigidus, por sua vez, revelaram uma promissora atividade
antioxidante, com teores de compostos fenolicos maiores (de 63,47 a 84,19 pg/mL) e teores de
terpenos menores (de 52,33 a 220,22 pg/mL) quando comparados aos diferentes extratos de L.

camara L. (Tabela 2)

Tabela 2- Avaliacdo da atividade antioxidante e dosagem dos teores de terpenos e fenélicos totais

dos diferentes extratos de Lantana camara L. e Mitracarpus frigidus.

Extrato Teor de terpenos Teor de substancias DPPH
equivalentes em lupeol fendlicas equivalentes em Clso (ug/mL)
(mg/g de extrato) acido tanico

(mg/g de extrato)

LCH 453,26 + 33,28 24,82 + 0,15 >250
LCD 878,99 + 28,932 17,73 £ 0,56 >250
LCA 396,50 + 29,83 24,93 + 1,46 170,30 £ 57,11
LCE 477,51 + 26,41 34,80+2,71 83,04 £ 14,98
LCM 458, 44 £ 17,94 43,73 £ 2,78 64,24 + 4,64
MFD 220,22 £1,79 63,47 + 1,80 10,00 £ 1,00
MFAqQ 52,33 £ 4,40 84,19 +2,102 6,19 + 0,982
Rutina - - 2,27 + 0,36

Legenda_ DPPH, 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazil. LCH_Extrato hexénico de folhas de
Lantana camara L.; LCD_ Extrato diclorometanico de folhas de Lantana camara L.; LCA _Extrato
de acetato de etila de folhas de Lantana camara L.; LCE_ Extrato etandlico de folhas de Lantana
camara L.; LCM_ Extrato metanélico de folhas de Lantana camara L., MFD_ Extrato em
diclorometano de partes aéreas de Mitracarpus frigidus; MFAq _ Extrato aquoso de Mitracarpus
frigidus. One Way Anova seguido do pds hoc teste de Boneferroni. & significa diferenga estatistica

em relagcdo ao demais extratos.
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5.4 DISCUSSAO

Uma série de fatores limita a utilizacdo de medicamentos para o tratamento de
infeccOes causadas por protozoarios, dentre eles podem ser citados: o alto custo, baixa adeséo,
resisténcia, baixa eficacia e baixa seguranca. Portanto, novos medicamentos que sejam seguros,
ndo toxicos e com uma boa relacdo custo-beneficio sdo necessarios (CHEMEDA et al., 2022).
A quimioterapia antileishmanial atual ainda se baseia em antimoniais pentavalentes,
anfotericina B, isetionato de pentamidina, utilizados ha mais de 50 anos e com potencial risco
toxico. Apesar da inclusdo nesta lista da primeira medicacao por via oral, a miltefosina, esta
apresenta efeito teratogénico e eficacia variada para as espécies de Leishmania do Novo Mundo.
Para lidar com as limitacdes desses medicamentos, varias combinagdes sdo testadas e
empregadas na pratica, como sistemas de “drug delivery” menos toxicos, incorporando esses
farmacos a nanoparticulas ou lipossomas (OLIAS-MOLERO et al., 2021). Desta forma, surge
a necessidade de novas estratégias terapéuticas contra as leishmanioses, o que torna as plantas
medicinais uma fonte de novas substancias com potencial terapéutico, uma vez que compostos
naturais e substancias derivadas de plantas vem sendo amplamente utilizados contra
microrganismos patogénicos (MAHMOUDVAND et al., 2022).

Diante deste contexto, esse trabalho teve como intuito, estudar a atividade
antileishmanial de L. camara e M. frigidus, espécies com um amplo espectro de bioatividades,
e correlacionar o seu potencial biol6gico com o teor de substancias quimicas encontrado. Um
dos critérios avaliados na triagem in vitro de novos farmacos é o indice de seletividade, que
reflete 0 quanto este farmaco é mais tdxico para o parasito do que em relacdo a célula de
mamifero. Segundo alguns autores, compostos com indice de seletividade maior que 1 sdo
considerados mais seletivos para os parasitos de Leishmania spp do que para a célula hospedeira
e podem ser um promissor agente para o tratamento das leishmanioses (MAKWALI et al.,
2015). Entretanto, altos indices de seletividade sugerem uma menor toxicidade do composto
para a célula, estimulando a continuidade dos estudos com a substancia e 0s posteriores testes
in vivo (DE MUYLDER et al., 2011). Por meio dos resultados encontrados, foi possivel
observar que os extratos de L. camara foram mais ativos em L. amazonensis e também mais
seletivos que os extratos de M. frigidus, sendo assim considerados mais promissores.

Além disso, foi possivel observar que os extratos de L. camara demonstraram maior
teor de terpenos quando comparados aos extratos de M. frigidus. Em geral, os terpenos exibem
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atividade antileishmanial por acdo direta sobre os parasitos ou por ac¢do indireta através da
modulacdo da resposta imune. Neste ultimo, os terpenos promovem um perfil de resposta pré-
inflamatdria e ativagdo de mecanismos microbicidas que, por sua vez, levam a producéo de
EROS com consequente reducdo da carga parasitaria. Os terpenos também podem atuar nos
parasitos danificando suas membranas plasméaticas ou inibindo a DNA topoisomerase
(RAIMUNDO et al., 2022). Assim, essas substancias presentes em altos teores nos diferentes
extratos de L. camara podem ser 0s responsaveis pela sua bioatividade.

Outro teste de toxicidade realizado neste estudo foi a atividade hemolitica. Este ensaio
avalia a toxicidade de substancias, por meio de sua a¢do nas hemécias humanas, conduzindo
assim, a liberagdo de hemoglobina. A avaliacdo do potencial hemolitico é recomendada pois a
presenca de contedo eritrocitario no plasma pode causar danos em varios 6rgdos vitais, como
figado, rins e coracdo. Além disso, compostos que induzem lise de eritrocitos ndo podem ser
administrados diretamente por via intravenosa. Assim, € necessario observar a atividade
hemolitica na triagem das atividades bioldgicas e toxicoldgicas de produtos naturais (PEREIRA
et al., 2016). Por meio desse ensaio pode-se observar que as os extratos de M. frigidus sdo
menos hemoliticos que os extratos de L. camara. Entretanto, LCE e LCM ainda foram
considerados menos hemolitcos que a anfotericina B, mostrando assim, uma promissora
atividade.

Em relagdo ao potencial antioxidante, observa-se que os extratos de M. frigidus
exibiram uma melhor atividade antioxidante pelo teste de DPPH. Esse potencial biolégico pode
estar associado a presenca das substancias fenolicas encontradas, que apresentaram um maior
teor quando em comparagdo com os extratos de L. camara. A atividade antioxidante dos
compostos fenolicos € principalmente devido as suas propriedades redox, essa propriedade faz
com que esses compostos possam desempenhar um papel importante na neutralizacdo de
radicais livres, como a eliminacdo de oxigénio singleto e decomposicéo de peroxidos (ZHENG;
WANG, 2001). A inflamagdo como dito anteriormente, possui uma estreita relagdo com o
estresse oxidativo. Na resposta inflamatdria, leucocitos e mastocitos presentes nas regides
afetadas, aumentam o seu “burst” respiratorio conduzindo a um maior consumo de oxigénio
por essas celulas e consequente aumento e liberagcdo de EROS na area danificada
(ARULSELVAN et al., 2016).

Além disso, a inflamag&o € uma caracteristica do processo infeccioso das leishmanioses.

Na LC por exemplo, os parasitos conseguem escapar do mecanismo de morte e a sua
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persisténcia induz uma resposta inflamatoria que é caracterizada por uma resposta de perfil TH-
1, onde citocinas inflamatdrias como IFN-y, IL-1 e TNF-a irfo contribuir com o surgimento
do dano tecidual e o desenvolvimento de Ulceras na pele (SALDANHA et al., 2020). Logo,
mesmo que os extratos de M. frigidus sejam considerados menos ativos que os extratos de L.
camara eles poderiam auxiliar na eliminacdo de radicais livres oriundos da inflamagéo

decorrente do processo infeccioso.
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5.5 CONCLUSAO

Por meio dos resultados encontrados é possivel concluir que os extratos de L. camara
possuem uma atividade antileishmanial mais promissora dos que os extratos de M. frigidus, a
qual pode ser observada devido a um maior indice de seletividade. Além disso, essa atividade
biolégica pode estar relacionada a presenca dos altos teores de terpenos, substancias com
potencial antileishmanial ja relatado. Em relacdo aos extratos de M. frigidus, os mesmos
apresentaram potencial antioxidante mais promissor e foram considerados menos hemoliticos
que os extratos de L. camara. Em conjunto, estes resultados sugerem que os extratos de L.
camara podem ser utilizados no tratamento curativo de LC, o qual, associado a extratos de M.
frigidus, podera favorecer reducdo do estresse oxidativo decorrente do processo inflamatorio

na infeccéo por L. amazonensis.
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6. CAPITULO 2- PURIFICACAO DE SUBSTANCIAS E AVALIACAO DO
MECANISMO DE ACAO ANTILEISHMANIAL DO EXTRATO ETANOLICO DE
LANTANA CAMARA L.

6.1 Selecdo dos extratos mais promissores para o estudo do mecanismo de agdo

antileishmanial e da atividade antioxidante e inflamatoria

Antes de iniciar o estudo dos mecanismos de agdo antileishmanial, atividade anti-
inflamatoria e continuacdo da atividade antioxidante , foi feita a selecdo dos melhores extratos
brutos seguindo o0s seguintes critérios: atividade antileishmanial promissora, atividade
antioxidante promissora (uma vez gque que sdo produzidos EROS no processo inflamatorio),
baixa toxicidade em macréfagos murinos e em eritrocitos humanos e o uso de solventes menos
toxicos, afim de se respeitar os principios da quimica verde. Diante disso, o extrato LCE foi
selecionado para o estudo do mecanismo de acdo antileishmanial devido a sua atividade
promissora , enquanto que o extrato MFAQ foi selecionado para o estudo da atividade anti-
inflamatoria e continuacéo da atividade antioxidante. Além disso, o extrato LCE foi novamente
testado no ensaio de anti-amastigota para a linhagem selvagem de L. amazonensis PH8 antes
de ser realizado o mecanismo de acdo antileishmanial. Os resultados novamente reforcaram que
LCE apresenta uma promissora atividade (Clso = 7,09 (5,95-8,43)) e seletividade para essa
espécie (S1 =31,50). As laminas de macro6fagos infectados com amastigotas de L. amazonensis
e tratados com LCE foram fotografadas para ilustrar o efeito significativo deste extrato em
amastigotas intracelulares, reduzindo consideravelmente o numero de amastigotas

intracelulares, quendo comparado ao controle ndo tratado (Figura 9).
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Figura 9- Avaliacdo da atividade antileishmanial do extrato etandlico de folhas de Lantana camara

L. A_ Macrofagos peritoneais murinos ndo infectados; B_ Macrofagos peritoneais murinos infectados
com as formas amastigotas de L. amazonensis e sem tratamento; C_ Macrofagos peritoneais murinos
infectados com as formas amastigotas de L. amazonensis e tratados com a concentragdo de 50 pg/mL
de LCE; D_ Macrdfagos peritoneais murinos infectados com as formas amastigotas de L. amazonensis
e tratados com a concentracdo de 25 pg/mL de LCE; E_ Macréfagos peritoneais murinos infectados
com as formas amastigotas de L. amazonensis e tratados com a concentracdo de 12,5 pg/mL de LCE;
F_ Macrdéfagos peritoneais murinos infectados com as formas amastigotas de L. amazonensis e tratados

com a concentracdo de 6,25 pg/mL de LCE.
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6.2. OBJETIVOS

6.2.1 Objetivo geral

Avaliar 0 mecanismo de acdo antileishmanial das fracdes, substancias puras e/ou extrato
etanolico de Lantana camara L. de forma a entender seus possiveis alvos bioldgicos em L.

amazonensis.
6.2.2 Objetivos especificos
e Fracionar o extrato etanolico de folhas de Lantana camara L. afim de obter susbtancias
puras e/ou fracGes semipuras.
e Avaliar o efeito das fracGes e/ou substancias puras em formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, bem como em células de mamiferos,

utilizando macrofagos peritoneais de camundongos BALBI/c.

e Determinar a seletividade das fracGes puras e/ou compostos puros sobre promastigotas
e amastigotas intracelulares em relacéo a célula hospedeira.

e Selecionar o extrato etandlico de folhas de Lantana camara L. ou suas
fragBes/substancias puras para os estudos de mecanismo de acdo antileishmanial.
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6.3 MATERIAIS E METODOS

6.3.1 Caracterizacao quimica por UFLC-QTOF-MS

LCE (5 mg) foi analisado por cromatografia liquida ultrarrdpida acoplada a
espectrometria de massa no modo de ions positivos usando um Shi-madzu UFLC (modelo
Nexera) e um espectrometro de massa Bruker (modelo QTOF Compact) com uma fonte de
ionizacdo por eletrospray. A fase mével empregada foi agua acidificada com &cido formico,
pH = 3 (fase A) e metanol (fase B), a vazéo de injecéo foi de 0,4 mL/min com tempo de corrida
de 12 min. A coluna utilizada foi uma Kinetex 2,6 pm, C18-100A, 100 mm x 3,0 mm. A corrida
cromatografica comecou com 40% da fase B, aumentando para 70% de B aos 12,20 min e 95%
de B aos 15,70 min. Posteriormente, a fase mével foi devolvida a 40% B aos 17,20 min, para
reequilibrar a coluna, seguindo até 18,50 min, a corrida terminou em 20 min. As condigdes de
ionizacao foram definidas da seguinte forma: voltagem de eletrospray da fonte de ions 40 V,
voltagem capilar de 4500 V e temperatura capilar de 220 °C. A aquisi¢do de massa de varredura

completa foi realizada por varredura de 100 a 1000 m/z.

6.3.2 Fracionamento

Com o intuito de obter substancias puras foi feito o fracionamento de 1,5g de LCE em
coluna aberta de gel de silica. As fragdes foram agrupadas por CCD e reveladas com valinina
sulfurica 1%, ap0s a analise em CCD as fragdes foram agrupadas em 19 fracdes finais. A fracédo
F10, devido o seu maior grau de pureza foi selecionada para o segundo fracionamento, onde
foram obtidas 10 fracdes finais, e das quais a fracdo 3 foi avaliada por CLAE-DAD e RMN

para verificar o seu perfil de pureza e tentar identificar sua possivel estrutura quimica.

6.3.3 Avaliacdo da atividade antileishmanial e citotoxicidade

A atividade antileishmanial em formas promastigotas, amastigotas e a citotoxicidade
celular em macréfagos peritoneais murinos para as fragcbes mais promissoras e/ou substancias

puras de LCE foram avaliadas como descrito no capitulo 1.
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6.3.4 Estudo do mecanismo de ac¢ao antileishmanial

Para estudo do mecanismo de acdo antileishmanial de LCE, foram utilizadas técnicas
especificas e variadas. As concentracdes escolhidas de LCE foram correspondentes ao valor de
Clso e e duas vezes o valor de Clso (12,20 e 24,40 pg/mL respectivamente), em promastigotas
de L. amazonensis em fase exponencial da curva de crescimento. No geral, o tempo de

tratamento foi de 24 horas, com algumas excecoes.

6.3.4.1 Avaliacdo da morfologia pela microscopia dptica de promastigotas de L. amazonensis

Apbs 24h de tratamento, as células foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 15
minutos e lavadas por 2 vezes com PBS. Em seguida, as células foram fixadas em laminas de
vidro e coradas com Giemsa (Doles, Goias, Brasil). As laminas foram analisadas atraves da
técnica de microscopia optica (Olympus BX53, Shinjuku, Tokyo, Japan) e fotografadas atraves
de cadmera integrada (Olympus DP73, Shinjuku, Tokyo, Japan). Promastigotas sem tratamento
submetidas aos mesmos procedimentos das células tratadas foram utilizadas como controle

negativo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

6.3.4.2 Avaliacdo morfologica utilzando microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e

microscopia eletronica de transmissdo (MET) de formas promastigotas de L. amazonensis

Para avaliar alteracdes morfoldgicas induzidas por LCE, os parasitos foram analisados

por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (MET)
(MACHADO et al., 2022). Apbs 24h de tratamento com LCE (12,20 e 24,40 pg/mL),

promastigotas foram lavadas duas vezes com PBS, dispostas sobre laminulas tratadas com poli-
L-lisina (0,01%) e fixadas com glutaraldeido (2,5%) em 0,1M de tampao cacodilato de sodio
por 60 minutos. Entdo, os parasitos foram pds fixados em tetroxido de 6smio (1%), e apds 15
minutos foram desidratados em concentragdes progressivas de etanol (7,5% - 100%), por 15

minutos em cada etapa. Entdo, as amostras foram submetidas a secagem em ponto critico de
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CO2, e revestidas por uma fina camada (15 nm) de ouro e analisadas em microscépio eletrénico
de varredura (Joel JSM 6390, Tdquio, Japao) e microscopio eletrdnico de transmissao.

6.3.4.3 Avaliacdo da alteracdo em metabolismo lipidico em promastigotas de L. amazonensis

Para avaliar a influéncia do tratamento nos lipidicos de L. amazonensis, foi utilizado o
Nile Red. Este corante é uma substancia lipofilica que € utilizada para a quantificacdo de
lipideos, ele pode interagir com lipideos polares ou neutros e entdo € capaz de emitir
fluorescéncia (SCARIQOT et al., 2017). Apds 24 h de tratamento com LCE, os promastigotas
foram lavados em PBS por trés vezes, e ajustados para 1 x 10’ em 200 pL de PBS em placa de
96 pocos. Em seguida, foram adicionados 5 pL de uma solucdo de Nile Red, chegando na
concentracdo final de 10 pg/mL nos pocos. A placa foi incubada por 20 minutos, em uma
temperatura de 25°C e ao abrigo da luz. Em seguida, a intensidade de fluorescéncia foi obtida
em espectrofotdmetro (FLx800), nos comprimentos de onda de 485 nm e 528 nm de excitagdo
e emissao, respectivamente para quantificacdo de lipideos neutros e nos comprimentos de onda
de 540 nm e 600 nm de excitacdo e emissao, respectivamente para quantificacdo de lipideos
polares. A miltefosina foi utilizada como controle positivo (1x Clso e 2x Clsp). Parasitos sem
tratamento foram utilizados como controle negativo. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

6.3.4.4 Determinacdo do contetdo de ergosterol em formas promastigotas de L. amazonensis

O contetdo de ergosterol na membrana de L. amazonensis foi mensurada pelo método
descrito por Pereira et al. (2013) com algumas modificacdes. Apos 24 h de tratamento com
LCE, os parasitos foram lavados em PBS por trés vezes, e tiveram o peso dos pellets mesurados.
Ap0s este passo, foram adicionados 1mL de Etanol PA e agitado por 1 minuto. A suspensao de
células foi incubada por 1 hora a 85°C em banho de agua, seguido de centrifugacdo a 2700
rpms. O ergosterol extraido foi mensurado pela adi¢do de 200 uL do sobrenadante em placas
de 96 pocos e realizando-se a leitura em 230 e 281 nm no espectrofotdmetro. O contéudo foi
quantificado utilizando a formula: [(A281/290) x F]/ peso do pellet - [(A230/518) x F]/ peso do
pellet x 100, onde F € o fator de diluicdo; 290 e 518 s&o valores para o ergosterol cristalino e
desidroergosterol, respectivamente. A anfotericina B foi utilizada como controle positivo no
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valor de Clso. Os resultados foram expressos na forma de porcentagem de ergosterol extraido
(%). Os experimentos foram realizados em triplicata.

6.3.4.5 Avaliacdo da alteracdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) em

promastigotas de L. amazonensis

No intuito de avaliar a atuacdo dos extratos no potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) de L. amazonensis, promastigotas (1 x 10 células/mL) em fase exponencial da curva
de crescimento foram tratadas com o valor de Clsp e duas vezes a Clsp da amostra mais
promissora e incubadas em BOD a 25 °C durante 12 e 24h. Para a avaliagdo do A¥m foi
utilizada a marcacdo com JC-1 (COIMBRA et al., 2019) que € um corante de carbocianina
cationico, que se acumula no interior da mitocondria em condigdes normais do A¥m, formando
desta maneira o J agregado, que emite fluorescéncia vermelha. Em mitocéndrias danificadas,
onde o A¥m ¢ baixo, o JC-1 em baixas concentragcdes apresentam-se como mondémeros, e
emitem fluorescéncia verde. Apds o tratamento, as células foram lavadas em PBS, marcadas
com JC-1 (5 pg/mL) e incubadas a 25 °C por 40 minutos. Em seguida, foram lavadas com
solucdo de Hank por 3 vezes, para retirar o excesso dos respectivos marcadores. As amostras
foram lidas em espectrofluorimetro a 540 nm de excitacdo e 600 nm emissdo para deteccdo da
marcagdo com J-agregado. Para deteccdo de mondmeros, a leitura foi realizada a 485 nm de
excitacdo e 528 nm de emissdo. Os resultados obtidos foram expressos através da razdo entre
fluorescéncia vermelha e verde. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo,
e células tratadas com Carbocianeto-4-(trifluorometoxi) - 60 Fenilhidrazona (FCCP) (10 uM)
por 20 minutos, foram utilizadas como controle positivo. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

6.3.4.6 Avaliacdo dos niveis da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) em

promastigotas de L. amazonensis

Além do potencial de membrana mitocondrial, também foi avaliada a atua¢do na
producdo de EROS em L. amazonensis. Para isto, promastigotas (1 x 107 células/mL) em fase

exponencial da curva de crescimento foram tratadas com o valor de Clso e duas vezes a Clso da
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amostra mais promissorae incubadas em BOD a 25 °C durante 12 e 24h. Para verificar os niveis
de EROS produzidos nos parasitos, foi utilizado o corante 2', 7'-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (H.DCFDA), uma substancia quimicamente reduzida que, no interior da célula, reage
com EROS e ¢ oxidado a uma substancia altamente fluorescente (2', 7'-diclorofluoresceina
(DCF) (GRANATO et al., 2018). Apos o tratamento, as células foram lavadas, e em placas de
96 pogos, ajustadas para 20 x 10° em 200 pL. Em cada poco foi adicionado 4pL de uma solucéo
de H.DCFDA a1 mM. As células foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo. H202 a 0,5 mM
foi utilizado como controle positivo. A intensidade de fluorescéncia foi determinada utilizando
espectrofluorimetro (FLx800) em um comprimento de onda de 485 nm de excitacdo e 528 nm

de emissdo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

6.3.4.7 Avaliagdo dos niveis de tiol em formas de L. amazonensis

Os niveis de tiol em formas promastigotas de L. amazonensis foi avaliada seguindo a
metodologia de Lazarin-Biddia et al (2016). No sistema tripanotiona, a tripanotiona (T) é
reduzida a um ditiol, T(SH)2, pela tripanotiona redutase (TR). A inibicdo de TR diminui os
niveis totais de tiol. Desta forma, foi avaliada a acdo em TR por meio da dosagem de grupos
tiols utilizando DTNB. Os parasitos foram tratados com a amostra mais promissora nos valores
de Clso e duas vezes o Clso. Transcorrido o tempo de 12h, as células (1x107 células/mL) foram
centrifugadas, ressuspensas em tampédo glicina-HCL na concentracdo de 0,1M (pH 2,5),
sonicadas em banho de gelo durante 15 minutos e congeladas em nitrogénio liquido durante 1
min (esse ciclo foi repetido 3X). Os detritos celulares foram removidos por centrifugacéo e 100
uL do sobrenadante e 100 pL de Tris-HCL 0,1M (pH 8,5) foram adicionados em placas de 96
poco, seguido da adicdo de 20 uL de DTNB a 1 mM. O controle positivo utilizado foi 0 H20-
a 0,5 mM. Os niveis de tiol foram medidos utilizando uma curva padrdo de L- Cisteina (0,015
a 15uM). A absorbancia foi medida a 412 nm e os experimentos realizados em triplicata.
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6.3.4.8 Avaliacdo da integridade da membrana em promastigotas de L. amazonensis

Além das analises anteriores, foi avaliada também a acéo na integridade de membrana
de L. amazonensis. Desta forma, promastigotas (1 x 107 células/mL) em fase exponencial da
curva de crescimento foram tratadas com o valor de Clso e duas vezes a Clso da amostra mais
promissora e incubadas em BOD a 25°C durante 12 e 24h. A integridade de membrana foi
determinada utilizando-se a marcacdo com iodeto de propideo (PI), uma sonda fluorescente
capaz de permear somente membranas danificadas e intercalar ao DNA, emitindo assim,
fluorescéncia (GRANATO et al., 2018). Apo6s o tratamento, as células foram lavadas por trés
vezes em PBS, e ajustadas para 1 x 107 (promastigotas) em 200 pL. Uma solucéo de Pl a 40
pg/mL foi adicionada aos pocos e a placa foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Pogos contendo parasitos ndo tratados, foram utilizados como controle
negativo. Parasitos aquecidos a 60 °C por 10 minutos foram utilizados como controle positivo
(Promastigotas  lisados). A intensidade de fluorescéncia foi determinada por
espectrofluorimetro (FLx800) nos comprimentos de onda de 540 nm de excitacdo e 600 nm de

emissao.

6.3.4.9 Avaliagéo da exposicdo da fosfatidilserina em promastigotas de L. amazonensis PH8

Para verificar se LCE induz aumento da exposicdo de fosfatidilserina em
promastigotas, utilizou-se dupla marcacdo com anexina V/FITC e Pl (TAVARES et al., 2018).
A fosfatidilserina é um fosfolipideo do folheto interno da membrana plasmaética dos eucariotos.
No entanto, a partir de estimulos como estresse gerado pela acdo de substancias quimicas, este
fosfolipideo é translocado para a regido externa da membrana plasmatica e entdo € capaz de ser
detectado pela anexina V. Esta sonda ndo é capaz de ultrapassar a bicamada fosfolipidica, no
entanto, quando a integridade da membrana plasmatica é perdida, a fosfatidilserina presente no
interior das células se encontram disponiveis para a ligacéo a anexina V. Desta maneira, utiliza-
se 0 PI para discriminar células que perderam a integridade de membrana plasmatica. Assim,

ap6s o tratamento com LCE (12,20 e 24,40 pug/mL), 5 x 108 promastigotas foram lavadas com
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PBS, ressuspendidas em 100 pL tampé&o de ligacdo (10 mM HEPES, 140 mM NacCl, and 2.5
mM CaClz, pH 7.4) e incubadas com 2,5 pL de anexina V por 15 minutos. Em seguida, 0s
parasitos foram incubados com Pl a 1ug/mL por mais 15 minutos. Posteriormente, 0s parasitos
foram analisados em citdmetro de fluxo FACSCanto Il equipado com o software DIVA. Para
isto, foram avaliados 10.000 eventos utilizando os canais FITC e PE. Miltefosina (9,0 e 18

pg/mL) foi utilizada como controle positivo.

6.3.4.10 Determinacdo dos niveis de oxido nitrico (NO) em macrofagos infectados com L.

amazonensis

A dosagem de oxido nitrico (NO) foi realizada no sobrenadante de macréfagos
infectados com L. amazonensis ap0s tratamento de 72h com as concentra¢des de 50, 25, 12,5 e
6,25 pg/mL da amostra mais promissora. O método de Griess foi utilizado para determinar a
concentracdo de nitrito, que é um subproduto estavel de NO (SUN et al., 2003). Apés 72 horas
de incubacdo, aliquotas de 50 pL foram retiradas dos pogos contendo macréfagos nédo
infectados e infectados com L. amazonensis, tratados ou ndo. Como controle positivo foi
utilizado 1 pg/mL de LPS com 1 ng/mL de INF-y, obtido de sobrenadante de células L1210.
Os sobrenadantes recolhidos foram incubados com 50 pL do reagente de Griess (25 ul de
Sulfanilamida a 1% em acido fosférico a 2,5% e 25 ul de N-(1-naftil) etilenodiamina
diidrocloreto a 0,1% em éacido fosférico a 2,5%) por 10 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 540 nm (SpectraMax 190) e a producdo de nitrito foi determinada através

da curva padréo de NaNO-. Os experimentos foram realizados em triplicata.
6.4. Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada para ensaios in vitro, utilizando o teste de ANOVA
seguido pelo pos hoc teste de Bonferrori. As anélises foram feitas no software GraphPrism 5.0

(Erithacus Software Ltda). Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os resultados

foram expressos na forma de média + desvio padrao.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizagdo quimica

O perfil quimico de LCE foi caracterizado por UFLC-QTOF-MS e sugeriu a presenca
de 11 substancias, dentre elas saponinas, flavonoides, triterpenos (esqueleto ursano e oleanano)

e iridoides glicosilados (Tabela 3).

Tabela 3- Compostos identificados no extrato etandlico das folhas de Lantana camara L. (LCE)
utilizando UFLC-QTOF-MS em ESI (+).

Classes de Substance Tr Perfil de fragmentacéo Referéncias
substancias (Min)
Saponina Lamiide 34 862,3221 (2M +NH,); 440.1776 EL-BANNA etal.,
(M+NHyg) 2022
Flavonoide Chrisoeriol-O- 3.9 480,2087 (M+NH.) EL-BANNA et al.,
hexosideo ou 2022
Escoparina
Triterpeno do Cetona triterpenica 4.5 411,1998 (M+H) BEGUM et al.,
tipo oleanano 2010
Triterpeno do Acido ursélico 5.3 458,1436 (M+2H) SOUSA; COSTA,
tipo ursano 2012
Iridoide Geniposideo 5.8 799,4108 (2M + Na); 411,1996 EL-BANNA et al.,
glicosilado (M+Na) 2022
Flavonoide Lantanosideo 6,4 541,2288 (M+Na); 467,1557 SOUSA; COSTA,
(M+Na -CO-2CHj3) 2012
Flavonoide Pectolinarigenina 7.1 337,0900 (M+Na); 153,0548 SOUSA; COSTA,
(M+Na -2CO; - 2H20 - 2CH;0) 2012
Flavonoide Pectolinarina 9.1 640,2236 (M+NH4); 503,2115 SOUSA; COSTA,
(M+NH4 - CgHq0,) 2012
Triterpeno do Lantadene B 17.6 553,2994 (M+H) BEGUM et al.,
tipo oleanano 2015
Triterpeno do Lantadene A 18.1 553,4252 (M+H) BEGUM et al.,
tipo oleanano 2015
Triterpeno do Lantandene C 18.2 556,3842 (M+2H) SOUSA; COSTA,
tipo oleanano 2012

Tr_ Tempo de retencao.
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7.2 Purificagdo de substancias presentes em LCE e biomonitoramento da atividade

antileishmanial

Antes da realizagdo dos ensaios de mecanismo de agéo antileishmanial foi feita a
tentativa de purificacdo de substancias em LCE utilizando por meio de fracionamento em
coluna aberta utilizando gel de silica. As fracdes foram reunidas e apo6s analise em CCD, as
fragdes que apresentaram maior rendimento e/ou pureza foram selecionadas para o processo de
biomonitoramento nas formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. As fracoes
também tiveram a citotoxicidade avaliada em macrdéfagos peritoneais murinos para que
posteriormente pudesse avaliar o indice de seletividade (IS). O processo de purificagdo resultou
em 19 fracdes, das quais 7 fracdes foram selecionadas para o processo de biomonitoramento
(F7, F10, F11, F12, F13, F16 e F19) (Tabela 4). Mediante aos resultados obtidos, foi possivel
observar que as fragcdes F10 e F11, foram as mais ativas contra as formas amastigotas (Clso de
6,10 (4,95-7,51) e 6,46 (5,41-7,70) pg/mL respectivamente) e com os maiores indices de
seletividade (15,20 e 11,62 respectivamente). Desta forma, foi feita a selecdo da fracdo F10
para dar sequéncia novamente aos estudos de biomonitoramento, onde foi possivel obter o
composto 1 (Comp 1) com 96% de pureza (pureza determinada por CLAE-DAD). Este
composto foi novamente testado e apresentou baixa citotoxicidade para macrofagos, entretanto,
mostrou-se menos ativo em amastigotas intracelulares com Clso de 32,28 (26,90-38,74) pg/mL.
Logo, quando comparados ao extrato bruto LCE (Clsp de 7,29 pg/mL para as formas
amastigotas e 1S = 30,64), todas as fracdes e 0 composto 1 testados mostraram-se mais toxicos

e/ ou menos ativos com menores valores de IS.
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Tabela 4- Avaliagdo da atividade antileishmanial e da citotoxicidade celular das fragdes que
apresentaram maior rendimento apds fracionamento do extrato etandlico de folhas de Lantana

camara L.
Fracgdes e compostos puros de LCE
Fracgdes/ Promastigota CCso Amastigota Clso Indice de
compostos Clso (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) seletividade
puros para formas
amastigotas
(1S)
F7 19,79 £ 0,15 84,36 £ 6,97 21,022 (18,56-23,80) 4,01
F10 8,64 + 0,52 92,77 £ 0,63 6,10 (4,95-7,51) 15,20
F11 16,60 + 0,90 75,07 £1,48 6,46 (5,41-7,70) 11,62
F12 12,27 £ 0,17 67,86 + 10,54 13,89 (12,01-16,06) 4,88
F13 30,4 + 1,06 58,88 £ 4,12 34,21 (29,43-39,99) 1,72
F16 >100 125,82 £ 9,49 >100 ND
F19 >100 167,08 + 9,49 >100 ND
Comp 1 40,03 £ 6,99 258, 41 + 85,98 32,28 (26,90-38,74) 7,99
Miltefosina 8,96 +0,5 67,93 +4,29 510+1,79 13,31

Legenda_ ND_N&o determinado, LCE_ Extrato etandlico de folhas Lantana camara L.; F7_ Fracdo

numero 7 oriunda de LCE; F10_ Fracdo nimero 10 oriunda de LCE; F11_Fragdo numero 11 oriunda
de LCE; F12_ Fracdo nimero 12 oriunda de LCE; F13_ Fracdo nimero 13 oriunda de LCE; F16_ Fracdo

numero 16 oriunda de LCE; F19_ Fracdo nimero 19 oriunda de LCE. Comp 1_ Composto puro oriundo

da fracdo nimero 10 de LCE; Clso_ Concentragdo inibitdria de 50%.; CCso_ Citotoxicidade de celular

de 50%; 1S_ indice de seletividade.

Diante da menor atividade bioldgica apresentada pelas fracdes e composto puro, 0s

estudos do mecanismo de acdo em L. amazonensis foram realizados utilizando o extrato bruto

LCE.

76



7.3 Estudo do mecanismo de a¢éo de LCE em L. amazonensis

7.3.1 Alterac6es morfoldgicas em formas promastigotas de L. amazonensis

Ap0s o tratamento dos parasitos, foram confeccionadas laminas que foram coradas
com Giemsa (Figura 10). O tratamento dos parasitos com LCE induziu altera¢gdes morfoldgicas
nas formas promastigotas de L. amazonensis, sendo possivel destacar reducao do corpo celular
em ambos valores de Clsode LCE (Figura 10 B-C, setas vermelhas e verdes), além da auséncia

de nucleo e cinetoplasto no valor de duas vezes a Clso de LCE (Figura 10 C-D, setas verdes).

Figura 10- Avaliacdo das alteracbes morfolégicas nas formas promastigotas de L. amazonensis
apos tratamento com o extrato etanolico de folhas de Lantana camara L. A_ Controle; B_ Formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com o valor de Clspde LCE; C_ Formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com o valor de duas vezes o Clso de LCE. D_ Detalhe da expansdo das formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com o valor de duas vezes o Clsode LCE.
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7.3.2 Avaliagdo das alteragdes morfologicas por MEV e MET

Ap0s o tratamento de 24h com LCE, as formas promastigotas foram avaliadas quanto
a possiveis alteracfes morfoldgicas por meio de MEV e MET (Figuras 11 e 12) . As analises
de MEV mostraram uma alteracdo da morfologia classica das células, sendo que em ambos 0s
tratamentos (Clso e 2x Clso ) foi observado a presenca de células lisadas (cabeca das setas,
Figura 11 C-F). Além disso foi possivel encontrar a presenca de algumas formas promastigotas
sem flagelo apos o tratamento com 2x Clsg LCE (Figura 11D). Os dados de MET, por sua vez,
mostraram que as células do grupo controle (sem tratamento) mantiveram suas caracteristicas
morfologicas tipicas (formato alongado, mitocondria ramificada e ndcleo visivel) (Figura 12 A
e B). Entretanto, apds o tratamento, as células apresentaram a presenca de inchaco mitocondrial
na regiao do cinetoplasto (setas, Figura 12 C e E) no valor de Clspe 2x Clsode LCE , além de
um formato arredondado (reducéo do corpo celular). Outras alteracbes observadas foram a
perda de material citoplasmatico e de conteddo intracelular (células marcadas com asterisco)
(valor de Clso e 2x Clsp) (Figura 12 C e E)e a presenca de autofagossomo (Ph) e vacuolo (V)

(células tratadas no valor de Clso) (Figura 12 D).
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Figura 11- Microscopia eletronica de varredura das formas promastigotas de L. amazonensis ap0s
tratamento com o extrato etandlico de folhas de Lantana camara L. (LCE). A-B_ Controle,
promastigotas com aspecto regular na morfologia, corpos celulares alongados, flagelos compridos, e
algumas células em divisao (células mais arredondadas). C_ Promastigotas tratados com 1x Clso de LCE
apresentando alteracGes morfolégicas severas, como perda da morfologia classica e células lisadas
(cabega de seta). D-F_ Promastigotas tratados com 2x Clso de LCE, apresentando alterages severas na
morfologia, células lisadas (cabeca de seta) e encurtamento ou perda de flagelos (seta).

79



Figura 12- Microscopia eletrénica de transmissdo das formas promastigotas de L. amazonensis
apos tratamento com o extrato etandlico de folhas de Lantana camara L. (LCE). A-B_
Promastigotas sem tratamento (controle) apresentando caracteristicas regulares quando a densidade do
citoplasma, cinetoplasto (K), mitocondria (M), nucleo (N) e flagelo (F). Regido do cinetoplasto envolta
pela membrana mitocondrial bem proxima. C-D_ Promastigotas tratados com 1x Clso de LCE,
apresentando reducdo do corpo celular, citoplasma extraido e com perda das estruturas internas
(asteriscos), inchaco mitocondrial na regido do cinetoplasto (seta), presenca de autofagossoma (Ph) e
vacuolo (V). E-F_ Promastigotas tratados com 2x Clso de LCE, presenca de muitas células com reducao
do corpo celular, citoplasma extraido e com perda das estruturas internas (setas), células apresentam
citoplasma eléctron lucente (bem mais claro) e com aspecto mais relacionado a extracdo de contetdo
citoplasmatico. Inchaco mitocondrial na regido do cinetoplasto (seta).
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7.3.3 Alterac6es do metabolismo lipidico em formas promastigotas de L. amazonenis

Uma vez que foram observadas alteracdes morfoldgicas no corpo celular das formas
promastigotas de L. amazonensis, 0 préximo passo do estudo foi avaliar se a reducdo do corpo
celular seria proveniente de alteracdes do metabolismo lipidico. Diante disso, foram avaliadas
possiveis alteraces nos niveis de lipideos polares e neutros, bem como de ergosterol (Figura
13). As analises demonstraram reducdo nos niveis de lipideos polares e neutros (P < 0,05)
(Figura 13A e B), entretanto, ndo foram observadas alteracGes nos niveis de ergosterol (P >
0,05) (Figura 13C).
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Figura 13 - Avaliacdo das alteracBes no metabolismo lipidico de formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com o extrato etanolico de folhas de Lantana camara L. A_ Quantificagdo de
lipideos polares; B_ Quantificacdo de lipideos neutros; C_ Dosagem de ergosterol. Resultados expressos
na forma de média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. One Way Anova seguido do
pos hoc teste de Bnferroni. 2 significa diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle sem tratamento.
Controle_ Controle negativo. LCE_ Extrato etandlico de folhas de Lantana camara L. MILT_

miltefosina. Anf B_ Anfotericina
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7.3.4 Avaliacéo dos niveis de EROS e do potencial de membrana mitocondrial em formas

promastigotas de L. amazonenis

Dentre as organelas com grande participacdo no metabolismo lipidico, a mitocondria
apresenta destaque. Diante disso, ap6s observadas as alteracfes do metabolismo lipidico nas
formas promastigotas de L. amazonensis em 24 horas, foi avaliado se essas alteragdes poderiam
estar associadas a dano mitocondrial. Para isto, foi analisado o potencial de membrana
mitocondrial e os niveis de EROS (um evento associado com danos a mitocondria) apos 12 e
24 horas de tratamento (Figura 14). As analises revelaram que LCE induziu a formacdo de
EROS no valor de Clso nos tempos de 12 e 24h e no valor de duas vezes a Clsono tempo de 12h
(P <0,05) (Figura 14 A e B). Em relacdo ao potencial de membrana mitocondrial, ndo foram
observadas alteracfes no tempo de 12h. Entretanto, quando transcorrido 24h de tratamento
pode ser observado um aumento do potencial de membrana no valor de Clsg (hiperpolarizagéo)
e uma reducdo do potencial de membrana no valor de duas vezes a Clso (despolarizacéo) (P <
0,05) (Figura 14 C e D). Por meio dos resultados obtidos é possivel perceber um aumento EROS

que antecede as alteracdes relacionadas com o potencial de membrana mitocondrial.
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Figura 14- Avaliagédo da inducéo de EROS e da perda do potencial de membrana mitocondrial em
promastigotas de L. amazonensis nos tempos de 12 e 24 horas. A_ Avaliagdo da inducdo de EROS
em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com LCE nos valores de Clsp € duas vezes a Clso
no tempo de 12h. B_ Avaliagdo da inducdo de EROS nas formas promastigotas de L. amazonensis
tratadas com LCE nos valores de Clso e duas vezes a Clso no tempo de 24h. C_ Avaliacdo da perda de
potencial de membrana mitocondrial em formas promastigotas de L. amazonensis com LCE nos valores
de Clso e duas vezes a Clsp no tempo de 12h. D_ Avaliacdo da perda de potencial de membrana
mitocondrial em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com LCE nos valores de Clso e duas
vezes a Clsp no tempo de 24h. Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes. One Way Anova seguido do pds hoc teste de Bonferroni. 2- significa
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle sem tratamento. Controle_ Controle negativo. LCE_
Extrato etandlico de folhas de Lantana camara L.
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7.3.5 Avaliagdo da atividade na tripanotiona redutase em formas promastigotas de L.

amazonenis

A tripanotiona redutase é uma enzima antioxidante presente em tripanosomatideos,
incluindo Leishmania spp, envolvida com o equilibrio tioredox do parasito. Esta enzima é
responsavel pela manutencdo do nimero de tiols, moléculas associadas com a neutralizagdo de
EROS. Com o intuito de compreender a origem dos EROS formados em 12h, foi realizado a
dosagem do numero de grupos de tiol utilizando DTNB neste mesmo tempo de tratamento
(Figura 15), uma analise que apresenta uma correlacdo com a atividade da tripanotiona redutase.
Os resultados demonstraram que LCE tanto no valor de Clso quanto duas vezes o valor de Clso
reduziram significativamente os niveis de grupos tiol quando comparados ao controle negativo
(P< 0,05)

DTNB 12h
0.12-
e 0.114
e 0.10
T g 0.09
2 S 0.08-
=
o2 0.071 a
w5 006 —
o g 005 a
S5 0.04
3 0.03- da
0.02-
= 0.014
0.00

Controle H202 1220 24,20
L [

LCE (ng/mL)

Figura 15- Dosagem do numero de grupos tiol nas formas promastigotas de L. amazonensis
tratadas com LCE nos valores de Clsg e duas vezes a Clspno tempo de 12 horas utilizando DTNB.
Resultados expressos na forma de média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. One Way
Anova seguido do p6s hoc teste de Bonferroni. - significa diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle sem tratamento. Controle_ Controle negativo. LCE_ Extrato etanélico de folhas de Lantana

camara L.
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7.3.6 Avaliacéo da integridade de membrana em formas promastigotas de L. amazonenis

Além das andlises anteriores, também foi avaliado a integridade de membrana em
formas promastigotas tratadas em 12h e 24h, utilizando iodeto de propideo (IP) (Figura 16). Os
resultados demonstram que nao houve alteracdo na integridade da membrana plasmatica tanto
no valor de Clso quanto no valor de duas vezes o Clso de LCE em ambos tempos avaliados (P
> 0,05).
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Figura 16- Avaliagdo da integridade de membrana plasmética em formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com LCE nos valores de Clso e duas vezes a Clsp utilizando iodeto de
propideo. A_ Avaliacdo da integridade de membrana plasmatica em formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com LCE nos valores de Cls e duas vezes a Clso no tempo de 12h. B_ Avaliacdo
da integridade de membrana plasmatica em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com LCE
nos valores de Clso e duas vezes a Clso no tempo de 24h. Resultados expressos na forma de média +
desvio padrdo de trés experimentos independentes. One Way Anova seguido do p6s hoc teste de
Bonferroni. & significa diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle sem tratamento. Controle_
Controle negativo. LCE_ Extrato etanolico de folhas de Lantana camara L.; Leish Lis_ Formas

promastigotas de L. amazonensis lisadas.
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7.3.7 Avaliagéo do tipo de morte celular em promastigotas de L. amazonensis induzida pelo
tratamento com LCE

O tipo de morte celular induzida por LCE foi analisado por citometria de fluxo
utilizando iodeto de propideo e anexina V (Figuras 17 e 18). Os resultados demonstraram que
LCE (12,20 e 24,40 pg/mL) induziu morte celular nas formas promastigotas de L. amazonensis
de forma semelhante a miltefosina. Além disso, pode ser observado uma predominancia de
morte por apoptose-like (marcacdo com Anexina V*, Q3). Entretanto, quando comparado ao
controle também é possivel observar, porém em menor quantidade, um aumento de células
morta por necrose (marcacdo com IP*, Q1) e por apoptose tardia (marcacdo com Anexina V* e
IP*, Q2) ap6s tratamento com o 1x Clso e 2x Clso de LCE. Dados que corroboram com a

presenca de células lisadas observadas por MEV e MET.

A) “la1 Necrose |Apoptosetardia a2 B) “lat Necrose |Apoptosetardia Q2 C) “la1 Necrose |Apoptosetardia a2
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D) “ial  Necrose Apaoptose tardia Q2 E) “lat  Necrose Apoptose tardia Q2
0388 2,8 6,86 3,82

“Apcptose

amazonensis utilizando anexina V e iodeto de propideo. A_ Formas promastigotas de L. amazonensis
sem tratamento (Controle). B_ Formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com LCE no valor de
Clso. C_ Formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com LCE no valor de duas vezes a Clso. D_
Formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com miltefosina no valor de Cls. E_ Formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com miltefosina no valor de duas vezes o Clso. Resultados
expressos na forma de média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. One way Anova
seguido do pos hoc teste de Bonferroni. 2- significa diferenga estatistica em relacdo ao grupo controle
sem tratamento. Controle_ Controle negativo. LCE_ Extrato etanélico de folhas de Lantana camara L.
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Figura 18- Porcentagem de clulas marcadas com anexina V e iodeto de propideo . A_ Células PI
+ (Morte celular do tipo necrose). B_ Células Anexina V + (Morte celular do tipo apoptose-like).C_
Células PI +/Anexina V + (Morte do tipo apoptose tardia). Resultados expressos na forma de média £
desvio padrdo de trés experimentos independentes. One way Anova seguido do pds hoc teste de
Bonferroni. - significa diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle sem tratamento. CN_ Controle
negativo. LCE_ Extrato etandlico de folhas de Lantana camara L. MILT_ Miltefosina.

7.3.8 Avaliacdo dos niveis de 6xido nitrico (NO) em macréfagos infectados com L.

amazonensis

Além dos ensaios de mecanismo de ac¢do nas formas promastigotas, também foi avaliado
se nas diferentes concentragfes (50 a 6,25 pg/mL) utilizadas no tratamento de macréfagos
infectados com L. amazonensis poderiam induzir a producdo de oxido nitrico (NO). Desta
forma, apds o tempo de 72h de tratamento e calculado o valor de Clso para as formas
amastigotas, o sobrenadante foi recolhido e utilizado para a dosagem de NO. Os resultados

88



demonstram que as concentracfes de 50, 25 e 12,5 de LCE induziram a producdo de NO de
formas significativa (Figura 19), quando comparado ao grupo controle sem tratamento

(macrofagos sem tratamento e infectado com as formas amastigotas).
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Figura 19- Avaliacdo da indugdo de NO em macrofagos infectados com L. amazonensis tratados
com as diferentes concentracgdes do extrato etandlico de folhas de Lantana camara L. Resultados
expressos na forma de média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. One Way Anova
seguido do pos hoc teste de Bonferroni. 2- significa diferenga estatistica em relacdo ao grupo controle
sem tratamento. MO+L_ Macréfagos peritoneais murinos infectados com as formas amastigota de L.
amazonensis e sem tratamento; MO_ Macréfagos peritoneais murinos sem infeccdo; LCE_ Extrato

etandlico de folhas de Lantana camara L.
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8. DISCUSSAO

Com o intuito de avaliar o potencial bioldgico das substancias quimicas de LCE, foi
realizado o processo de biomonitoramento das fragcdes que apresentaram maior rendimento ou
foram considerados mais puras. Os resultados demonstraram que as fragcbes e composto puro
de L. camara L. foram considerados menos ativas/ou mais toxicas que o extrato bruto LCE
sugerindo que a atividade bioldgica poderia estar associada a uma atividade sinérgica. O
sinergismo € um processo no qual as substancias interagem entre si para alcancar um efeito
combinado maior que a soma de seus efeitos separados. Essa interacdo € de grande importancia,
uma vez que as melhorias trazidas por esse tipo de atividade podem ser vantajosas e utilizada
para tratar distdrbios humanos (PEZZANI et al., 2019). Na segunda tentativa de realizar a
purificacdo de substancias, a fracdo F10 foi novamente cromatografada e com isso foi possivel
obter o composto 1, este composto foi testado novamente e quando avaliado, mostrou-se menos
ativo do que a sua fragdo de origem, reforgcando novamente que existe uma interacao sinérgica
no extrato.

Diante dos resultados encontrados, os estudos de mecanismo de acdo foram realizados
utilizando o extrato bruto LCE. O primeiro teste realizado foi a andlise morfol6gica utilizando
coloracdo por Giemsa e visualizagcdo por microscopia Optica, de forma a investigar possiveis
alteracOes nas formas promastigotas de L. amazonensis apés tratamento de 24h. A arquitetura
do corpo celular das formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp € definida por
ligacGes cruzadas de microtibulos (SUNTER; GULL, 2017). Uma vez que 0s parasitos tratados
apresentaram reducdo do corpo celular, estas alteracGes sugerem que LCE pode interferir na
producdo dessas proteinas e causar alteragdes morfoldgicas nas formas promastigotas.

Outra alteracdo morfologica significativa foi a auséncia de ndcleo nos parasitos tratados,
principalemnete no valor de 2x o Clsg. O ndcleo € o principal local onde a informagé&o genética
nas células eucariotas esta contida e é nesta organela que ocorre a replicagdo de DNA,
transcrigdo e o “splicing” de RNA (BACHS; AGELL, 1995). Assim, a auséncia de nucleo
induzida por LCE é de grande relevancia, uma vez que este evento poderia levar a alteracdes
proteicas e na replicagdo do DNA. Também foi observado que algumas promastigotas tratadas
com 2x 0 Clsg de LCE apresentaram auséncia do cinetoplasto. Em Leishmania spp, semelhante
a outros tripanossomatideos, além da mitocéndria ser Unica e altamente ramificada, existe uma

porcdo densa e rica em DNA, também chamado de DNA mitocondrial (mtDNA) ou KDNA,
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denominada de cinetoplasto (CAVALCANTI et al., 2018; SUNTER; GULL, 2017). Desta
forma, as alteracBes no cinetoplasto apos tratamento com LCE podem afetar a mitocondria do
parasito, uma vez que o mtDNA codifica as proteinas mitocondriais.

A mitocdndria é uma organela que desempenha funcbes metabdlicas essenciais nas
células e seu bom funcionamento torna-se um fator essencial para a sobrevivéncia de parasitos,
como Leishmania spp. Diante disso, a mitocondria tem sido considerada um promissor alvo
para a acdo de compostos com acao antileishmanial e esta associada a varios processos de morte
celular (MENNA-BARRETO; CASTRO, 2014). Logo, de forma a corroborar com com 0s
resultados encontrados na coloracdo com Giemsa, foi realizada a analise morfoldgica das
formas promastigotas tratadas com LCE por meio de MEV e MET. Os resultados demostraram
um “inchaco” mitocondrial na regido do cinetoplasto quando as células foram analisadas por
MET, sugerindo uma possivel acdo de LCE na mitocondria de L. amazonensis.

Ap6s analisado possiveis alteraces morfoldgicas por meio de microscopia, foi
investigado se a reducdo do corpo celular (observado pela coloragdo com Giemsa e MET)
também estaria relacionada ao metabolismo lipidico, uma vez que as membranas celulares séo
formadas a partir de uma grande diversidade de lipidios com quantidades e proporcdes
diferentes (HARAYAMA,; RIEZMAN, 2018). Para avaliar possiveis alteracfes lipidicas foi
utilizado o Nile Red, um corante que emite fluorescéncia vermelha na presenca de lipideos
polares (fosfolipidios) e fluorescéncia amarelo-esverdeado na presenga de lipideos neutros
(como por exemplo, esteroides) (BASSELIN; ROBERT-GERO, 1998). Os resultados obtidos
com Nile Red demonstram que LCE pode interferir tanto no metabolismo de lipideos polares
quanto no metabolismo de lipideos neutros, de forma semelhante a miltefosina, o qual poderia
contribuir para as alteragdes da membrana plasmaética e corpo celular de L. amazonensis.

Uma vez que os esterdis da membrana plasmatica regulam a fluidez da membrana e
contribuem para a sua organizacdo, o nivel destes lipideos foi também avaliado. Ao contrario
das células de mamiferos, mas semelhantes aos fungos, as membranas celulares de parasitos do
género Leishmania spp e Trypanosoma spp contém ergosterol e esterois semelhantes ao
ergosterol (MCCALL et al.,, 2015). O ergosterol é alvo molecular de alguns agentes
antiparasitarios, como por exemplo a anfotericina B. Ao se associar com o ergosterol de
membrana, este farmaco cria canais transmembrana que irdo tornar as células mais permeaveis
a ions e pequenas moléculas de soluto levando a morte celular (CHATTOPADHYAY;

JAFURULLA, 2011). No ensaio de ergosterol, o aumento desse lipideo no sobrenadante da
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célula apds tratamento, esta relacionado com danos na membrana, visto que esta alteracdo
facilita a sua liberagdo (ARTHINGTON-SKAGGS et al. 2000). Assim, de forma a avaliar se
LCE poderia alterar os niveis de ergosterol na célula, e agir de forma semelhante a anfotericina,
foi feita a dosagem de ergosterol por meio de um método espectrofotométrico. Apesar dos
resultados com Nile Red demonstrarem que LCE interfere nos niveis de lipideos neutros, ndo
houve alteragdes significativas nos niveis de ergosterol. Isto sugere que LCE apresenta um
mecanismo de acdo diferente da anfotericina B.

Este metabolismo lipidico esta relacionado com a funcdo mitocondrial. Além disso,
também esta associado a biossintese dos fosfolipideos, fosfatidiletanolamina, cardiolipina,
fosfatidilglicerol (MAYR et al., 2015) e esteroides (DUARTE et al., 2012). Logo, perturbagdes
nesta organela podem levar a alteracBes nos constituintes de membrana. Para avaliar se essa
alteracdo lipidica poderia estar associada a uma alteracdo da funcdo mitocondrial, foi avaliado
o potencial de membrana mitocondrial utilizando a sonda JC-1. E sabido que o bombeamento
de H* pela CTE gera um gradiente de protons através da membrana interna da mitocondria que
conduz a formacdo de um potencial de membrana mitocondrial (A¥m), o qual ¢ vital para a
manutencdo celular (REERS et al., 1995). JC-1 pode ser usado para avaliar o A¥m tanto em
mitocdndrias isoladas quanto em tecidos. Este corante apresenta uma caracteristica lipofilica,
catidnica (exibindo naturalmente fluorescéncia verde), sendo desta forma, capaz de entrar na
mitocdndria onde se acumula e forma complexos reversiveis chamados de J agregados. Esses J
agregados exibem excitacdo e emissdo no espectro vermelho (maximo em ~ 590 nm) ao invés
de verde. Assim, em células saudaveis com A¥m normal, o JC-1 entra e se acumula nas
mitocondrias carregadas negativamente e forma espontaneamente J agregados que florescem
no vermelho. Em contraste, em células com potencial de membrana mitocondrial alterado, o
JC-1 também entra na mitocdndria, mas em menor quantidade, uma vez que o interior da
mitocondria ¢ menos negativo devido a perda do A¥Ym. Com base nessas premissas, a razao de
fluorescéncia vermelho/verde do corante na mitocondria, pode ser usado para avaliar o estado
da polarizagao das mitocondrias, visto que, quanto maior o A¥m, mais elevado ¢ a fluorescéncia
vermelha do corante (mais J agregados sdo formados) e caracteriza um estado de
hiperpolarizacdo. J& o contrario favorece a fluorescéncia verde do JC-1 e caracteriza uma
despolarizacdo da mitocondria (SIVANDZADE et al., 2019).

Diante do exposto anteriormente, foi possivel constatar que em 24h no valor de Clso de

LCE, as formas promastigotas tratadas e marcadas com JC-1 apresentaram uma
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hiperpolarizagdo, enquanto que o valor de 2x o Clsp de LCE induziu um processo de
despolarizacdo mitocondrial. Nenhuma alteracdo significativa foi observada em 12h. A
hiperpolarizacdo das mitocondrias pode estar associada a eventos de morte celular provocados
por estresse oxidativo, como por exemplo apoptose induzida por H.O,. Neste caso, a
hiperpolarizacdo mitocondrial € um evento que antecede a externalizagdo da fosfatidilserina
(FS) e a perda de AYm (GERGELY et al., 2002). Os resultados encontrados com JC-1 sugerem
que a hiperpolarizagéo observada no valor de Clso, € um evento inicial que antecipa a perda do
potencial de membrana mitocondrial, que sé € visto no valor de 2x Clsg de LCE provavelmente
devido a um excesso de extrato.

Uma vez que a mitocdndria dos tripanossomatideos € um dos principais locais de
producdo de EROS tanto sob acdo de estresse ou em condi¢es fisiologicas, a disfuncdo da
cadeia respiratoria nas cristas mitocondriais, muitas vezes promovida por agentes quimicos,
pode resultar numa exacerbada producdo de EROS (FIDALGO; GILLE, 2011; MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2014). Acredita-se que isto aconteca pela interrupg¢do do fluxo de
elétrons e desequilibrio no funcionamento da cadeia de transporte de elétrons (MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2014; TOMAS; CASTRO, 2013). Em virtude disso, foi
interessante avaliar se alteragcdes no funcionamento da mitocondria induzidas pelo tratamento
de promastigotas com LCE poderiam interferir na produc@o de EROS. Para avaliar esse evento
foi feita a dosagem de EROS utilizando H.DCFDA. Esta sonda € uma substancia quimicamente
reduzida e no interior da célula, quando na presenca de EROS, € oxidada a uma substancia com
fluorescéncia verde (2 ', 7'-diclorofluoresceina (DCF)) (OPARKA et al., 2016). Os resultados
observados em 24h demonstraram um aumento dos niveis de EROS no valor de Clso de LCE.
Entretanto, ap0s realizar o tratamento no periodo de 12h foi observado um aumento
significativo de EROs em ambos valores de Clso e 2x Clso. Estes resultados sugerem que a
presenga de EROS ¢ um evento que antecede a perda do A¥m. Em conjunto, os resultados
sugerem que a alteracdo do A¥Ym pode ser provocada por EROs. Estes resultados estdo de
acordo com os dados da literatura, que mostram que a presenca de EROs produzida em resposta
a estresse induzido por compostos promovem o colapso mitocondrial (SILVA-SILVA et al.,
2022).

Uma vez estabelecido que a presenca de EROs antecede as alteracdes observadas na
mitocOndria, foi realizada a dosagem de grupos tiol (grupos sufidrilas da tripanotiona reduzida)

nas formas promastigotas tratadas. O grupo tiol é produzido pela tripanotiona redutase, uma
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enzima que participa da redugédo da tripanotiona (TURCANO et al., 2018), aumentando 0s
niveis de tiol intracelular, moléculas que tem participacéo na regulacdo do equilibrio tioredox
e que sdo responsaveis pela neutralizacdo de EROs em Liehsmania spp, dentre eles H20:
(LIMA et al., 2015). A dosagem de grupo tiol realizada em 12h mostrou reducao significativa
dessas moléculas apds o tratamento dos promastigotas com LCE. Assim, sugere-se que 0
aumento dos niveis de EROs observado em 12h pode estar relacionado com a inibi¢do da
tripanotiona redutase induzida por LCE.

Em associacdo aos eventos acima, foi investigado também se o tratamento com LCE
induziria perda da integridade da membrana plasméatica em promastigotas de L. amazonensis,
sinal indicativo de morte celular por necrose (GOLSTEIN; KROEMER, 2006). Para tal
finalidade, foi utilizado o iodeto de propideo, um marcador de DNA que pode ser usado para
avaliar permeabilidade da membrana plasmatica, uma vez que este corante ndo consegue
penetrar em células com a membrana celular intacta (LIGASOVA KOBERNA, 2021). As
analises com iodeto de propideo ndo demonstraram alteracfes singificativas em 12 ou 24h,
sugerindo que o mecanismo de morte induzido por LCE ndo é por necrose.

Finalmente, ap6s analisadas vérias alteracdes oriundas do tratamento com LCE, foi
realizado a dupla marcacdo das formas promastigotas com Anexina V e IP. Os resultados
revelaram que LCE induz morte celular principalmente por apoptose-like. A morte por
apoptose-like vem sendo descritas por diversos autores, e estudos demonstram que a indugéo
de estresse celular por tratamento com farmacos e peroxido de hidrogénio pode desencadear
esse evento (ALZATE et al., 2006; DAS, MUKHERJEE; SHAHA, 2001; PARIS et al., 2004;).
Além disso, a mitocondria desempenha um papel importante na iniciagdo da apoptose
(MENNA-BARRETO; CASTRO, 2014). Algumas das principais caracteristicas fenotipicas
observadas na apoptose-like sdo exposicao de fosfatidilserina e despolarizacdo da membrana
mitocondrial (MENNA-BARRETO, 2019). Logo, as altera¢bes observadas na mitocéndria de
L. amazonensis ap6s tratamento com LCE, podem ser eventos iniciais que antecedem a
apoptose. Somado a isso, ainda temos a reducdo do ndmero de tiols, que pode por sua vez,
conduzir ao aumento de H20>, que como dito anteriormente, leva & apoptose-like acompanhada
de hipepolarizagdo mitocondrial.

Embora o processo de morte celular por apoptose-like seja o evento principal, ainda foi
possivel observar um aumento menor, entretanto significativo, de promastigotas que morreram

por necrose, corroborando com os achados de MEV e MET, onde foram encontrados
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promastigotas lisados e sem contetdo citoplasmatico. J& é descrito pela literatura, que o
estresse oxidativo pode induzir necrose devido a peroxidacao lipidica e perda da integridade
da membrana plasmatica, culminando em lise celular (MENNA-BARRETO et al., 2019). Logo,
nossos resultados sugerem que o processo de necrose, pode ser um evento oriundo do estresse
oxidativo apds tratamento e que deve ser considerado como um evento secundario, que s foi
percebido pela técnica de citometria de fluxo, onde a robustez é maior.

Além dos testes nas formas promastigotas, foi dosado os niveis de NO em macrofagos
infectados com L. amazonensis, uma vez que esta molécula é essencial para o controle da
infeccdo. O NO é produzido via NO sintase dos macrofagos infectados ap6s a ativacao por IFN-
v € TNF-a, resultando na eliminag@o dos parasitos intracelulares (CARNEIRO et al., 2016). A
dosagem de NO revelou que ap6s o tratamento com LCE no tempo de 72h, as concentracdes
de 50,0; 25,0; e 12,5 pug/mL induziram um aumento significativo de NO quando comparado 0s
macrofagos infectados e sem tratamentos. Este dado sugere que a producdo de NO induzida por
LCE, pode ser um dos mecanismos de acdo envolvidos na eliminacgdo das formas intracelulares
do parasito.

Com o intuito de investigar quais substancias quimicas estariam presentes em LCE e
que poderiam ser responsaveis pela a atividade antileishmanial, foi feita a caracterizacdo
quimica por UFLC-QTOF-MS. A analise mostrou principalmente a presenca de triterpenos,
dentre eles os lantadenes A,B e C, substancias consideradas marcadores quimicos da espécie.
Além disso, foi observado a presenca de flavonoides, logo, esses dados corroboram com as
dosagens encontradas anteriormente (BEGUM et al., 2015). Os triterpenos, substancias
majoritarias em LCE, ja vem sendo estudados devido ao seu potencial antileishmanial
(RAIMUNDO et al., 2022). Além disso, estudos mostram que o triterpeno éacido ursolico,
encontrado em LCE, possui atividade biologica contra a espécie L. amazonensis, induzindo
morte celular do tipo apoptose-like que é antecedida por um processo de hiperpolarizacao
mitocondrial (YAMAMOTO et al., 2015). Logo, essas susbtancias podem ser as responsaveis
pelas atividade bioldgicas encontradas.
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9. CONCLUSAO

Os resultados encontrados sugerem que o sinergismo presente em LCE confere
seletividade, favorecendo a atividade antileishmanial ou reducdo da toxidez da célula de
mamifero, quando comparado as fragfes e/ou composto puro. No estudo do modo de acéo, 0s
resultados indicam que LCE inibe a tripanotiona redutase de promastigotas de L. amazonensis,
elevando os niveis de EROs, os quais irdo induzir alteracdes do A¥m. Estas, por sua vez, estao
associadas com alteracfes no metabolismo lipidico, que a principio, ndo interferem na nos
niveis de ergosterol . O tratamento também induziu alteraces da morfologicas, como inchago
mitocondrial e redu¢do do corpo celular das formas promastigotas. Além disso, a marcagdo com
anexina V revelou um aumento da exposicdo por fosfatidilserina na membrana dos parasitos,
sugerindo que LCE induz, principalmente, morte celular do tipo apoptose-like e que as
alteracOes anteriores sdo etapas iniciais que antecedem a morte celular. Entretanto, também
foram encontrados auséncia de nlcleo e cinetoplasto nos promastigotas tratados, indicando que
outros mecanismos, incluindo interferéncia na sintese de DNA, podem estar associados com o
efeito antileishmanial de LCE. Em adicdo, LCE ainda tem atividade imunomoduladora em
macrofagos infectados com L. amazonensis, uma vez que 0 mesmo induziu aumento dos niveis
de NO. Ensaios posteriores poderdo auxiliar no melhor entendimento sobre 0 modo de agéo de
LCE e, consequemente, propor uma sequéncia de possiveis eventos associados a morte de L.

amazonensis.
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11. CAPITULO 3- AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-
INFLAMATORIA DE MITRACARPUS FRIGIDUS

Com o intuito de melhorar a compreensdo o capitulo 1 foi dividido em 2 artigos
cientificos. O artigo 1, contendo os resultados sobre a atividade anti-inflamatoria e a
continuacdo da atividade antioxidante de MFAQq foi publicado na revista Journal Pharmacy
and Pharmacology. Ja o artigo 2, o qual se refere a um estudo mais aprofundado da atividade

anti-inflamatoria in vitro e in silico de MFA(q, esta na fase de submissdo para a mesma revista.

11.1. OBJETIVOS

11.1.1 Objetivo geral

e Avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatéria in vitro, in vivo e in silico do

extrato aquoso de Mitracarpus frigidus (MFAQ)

11.1.2 Objetivos especificos

e Determinar a estrutura quimica e o teor das substancias presentes no extrato aquoso de
M. frigidus.

e Investigar o efeito antioxidante in vitro por diferentes ensaios para verificar a eficacia
na eliminag&o de radicais livres;

e Avaliar o efeito citotoxico em macréfagos da linhagem J774A.1 e macréfagos
intraperitoneais de camundongos BALB/c

e Avaliar o efeito anti-inflamatorio in vitro em macréfagos da linhagem J774A.1 e
macrofagos intraperitoneais de camundongos BALB/c

e Auvaliar o mecanismo de agéo das substancias quimicas presentes em MFAQ na enzima
ciclo-oxigenase 2 (COX-2) murina por meio de docking molecular.

e Auvaliar o potencial anti-inflamatério in vivo de M. frigidus utilizando modelo murino
de inflamac&o aguda topica.
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Abstract

Objectives

This study aimed to evaluate the potential of aqueous extract from Mitracarpus
frigidus aerial parts (MFAq) in the treatment of inflammation and oxidative
stress, as well as to characterize its chemical constituents.

Methods
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ABSTRACT

Objectives This study aimed to evaluate the potential of aqueous extract from Mitracarpus
frigidus aerial parts (MFAQ) in the treatment of inflammation and oxidative stress, as well as to
characterize its chemical constituents.

Methods Total phenolic and flavonoid contents were determined, and phytoconstituents were
detected by UFLC-QTOF-MS. The antioxidant activity was evaluated by DPPH, TAC, and f-
carotene/linoleic acid assays. In vitro anti-inflammatory activity, cell viability, and cell cycle
were performed in J774A.1 cell line. In vivo anti-inflammatory activity was investigated by two
ear edema assays (croton oil and phenol).

Key findings Chlorogenic acid, clarinoside, quercetin-hexosylpentoside, rutin, kaempferol-30-
rutinoside, kaempferol-rhamnosylhexoside, quercetin-pentosylrhamnosylhexoside,
harounoside, 2-azaanthraquinone, and sucrose were identified by UFLC-QTOF-MS. MFA(q
showed antioxidant activity, which was positively correlated to the content of phenolic
compounds. MFAq significantly inhibited the production of nitric oxide, did not decrease
viability in MTT assay (all concentrations) and showed no changes in membrane permeability
and cell cycle of J774A.1 cell line. Furthermore, MFAQ showed a reduction in ear edema in all
tested doses.

Conclusion MFAqQ was effective in some antioxidant and inflammatory parameters, in the
experimental conditions that were used in the study. This is the first report of chemical
composition and bioactivities from this extract.

Keywords: Phytochemistry, Mitracarpus frigidus, inflammation, oxidative stress

Introduction

Inflammation is an immune response to harmful stimuli, which acts removing
pathogens, damaged cells, or toxic compounds and initiating the healing process. ™ Signs of
inflammation are well known and include different stimuli such as heat, redness, tumor, loss of
function, and pain. [ The painful stimuli are attributed to inflammatory mediators generated
throughout the inflammatory process. Fl

Evidence indicates that oxidative stress plays a pathogenic role in chronic inflammatory
diseases, due to reactive oxygen species (ROS) production in biological systems to modulate

cellular activities such as cell survival, stressor responses, and inflammation that might generate
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oxidized proteins, glycated products, and lipid peroxidation. ™ ° This event is considered a
disturbance between the generation of pro-and antioxidant species, which leads to molecular
and cellular damage. ! Macrophages play an important role in the inflammatory process being
the major source of free radicals such as nitric oxide (NO), inducible nitric oxide synthase
(iNOS), and superoxide, by NADPH oxidase. > 8 The reaction of superoxide with NO leads to
peroxynitrite formation, another free radical that has been attributed to inflammation
complications and which might lead to stroke, myocardial infarction, chronic heart failure,
diabetes, circulatory shock, cancer, and neurodegenerative disorders in vivo. [

Additionally, NO is involved in the modulation of prostaglandin E2 (PGE2) synthesis
in macrophage cells, resulting in increased prostaglandin production, further aggravating the
inflammatory process. [! Moreover, the signaling pathways that activate the iNOS also lead to
an enhancement of cyclooxygenase 2 (COX-2) activity, a key enzyme in prostaglandin
synthesis and a frequent target of non-steroidal anti-inflammatory drugs. ! Anti-inflammatory
therapies can reduce inflammation and pain by blocking isoforms of cyclooxygenase enzyme
(COX-1and/or COX-2). However, many side effects are attributed to the administration of anti-
inflammatory drugs, which highlights the need for new therapies. Hence, the use of medicinal
plants has become a new strategic tool capable of presenting molecules with therapeutic effects
and little or no side effects. ©°!

Brazil presents the greatest biodiversity in the world, with a large number of medicinal
plants with therapeutic potential. This rich diversity of natural compounds is very important
since plant-derived compounds are still one of the most sophisticated sources of new molecular
models for medicinal chemistry. % However, despite the abundance of plants, only 15% of
species were investigated for chemical and pharmacological properties. ]

Some species of the genus Mitracarpus (Rubiaceae) have many ethnopharmacological
uses. For example, M. scaber Zucc. ex Schult.& Schult. F. is used in traditional medicine in
West Africa for headaches, toothache, amenorrhoea, dyspepsia, hepatic and venereal diseases,
and leprosy. The juice of the plant is applied topically for the traditional treatment of diseases
of the skin. [*2

There are no reports however on the traditional uses of M. frigidus (Willd. ex Roem. &
Schult.) K. Shum, an anual shrub commonly found in South America, including Brazil. ¥ This
species is a perennial herb or sub-shrub, erect or ascending. It inhabits sandy soils, usually in

wetter areas, on rocky outcrops and inselbergs. It also occurs as a ruderal plant in scrub,
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secondary vegetation and path margins. As for its conservation status, the species is considered
non-threatened. 14

This species is extensively studied by our research group and shows several biological
activities reported, [ & 17. 18 a5 \well as no toxicity in an animal model. **! The
phytoconstituents found in M. frigidus are flavonoids, coumarins, anthraquinones,
naphthoquinones, and terpenes, 202122, 23]

The study of the chemical and biological potential of M. frigidus focuses on extract
production by organic solvents. Therefore, using non-toxic solvents (“green solvents™), for
example, for aqueous extract production, is a viable strategy, since these solvents are used in
the popular knowledge of medicinal plants as "teas" or infusions. 2425261 Thys, our objective
was to evaluate, for the first time, the therapeutic potential of the aqueous extract from M.

frigidus aerial parts for the treatment of inflammation and oxidative stress.

Material and Methods

Plant material

Mitracarpus frigidus aerial parts were collected in Juiz de Fora, state of Minas Gerais,
Brazil, in May 2019, at the following coordinates 21°41' 20" S; 43° 20' 40" O. A voucher specimen
(CESJ 46076) was deposited at the Leopoldo Krieger Herbarium at the Federal University of
Juiz de Fora; according to the license number A032F41-23 SISGEN/BRAZIL.

Preparation of the aqueous extract of M. frigidus aerial parts (MFAQ)
The aqueous extract from M. frigidus aerial parts was prepared by infusing 1 kg of
powdered aerial parts in distilled water at 80 °C for 2 hours. The infusion was filtered and the

supernatant was lyophilized to yield 12.6% of aqueous extract (126 Q).

Determination of total phenolic content

The total phenolic content was determined by Folin-Ciocalteu method with some
modifications. [7:28.2°1 The calibration curve was prepared using tannic acid as a standard. All
reactions were performed in triplicate. The content of phenolic compounds was expressed as
the mean = standard deviation corresponding to mg tannic acid equivalents per g dry plant

sample (mg TAE/Q).
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Quantification of flavonoid content

The flavonoids content was determined, following a modified version of the method
described by Miliauskas et al. %, The calibration curve was prepared using rutin as standard.
All determinations were performed in triplicate. Total flavonoid content was expressed as the
mean + standard deviation corresponding to mg rutin equivalents per g dry plant sample (mg
RE/qg).

Chromatographic conditions

MFAqQ was analyzed by chromatography/mass spectrometry techniques (UFLC
Shimadzu Nexera model, QTOF-MS Bruker Compact model electrospray ionization source).
The mobile phase used consisted of acidified water, pH = 3, with formic acid (phase A) and
methanol (phase B). The injection flow was set to 0.4 ml/min and the running time, to 12 min.
The column used was the Kinetex 2.6 pm - C18 - 100A, length 100 mm X 3.0 mm. The
chromatographic run began with 40% phase B at 0.01 min, reaching up to 70% phase B at 8.20
min and 95% phase B at 9.70 min, with a subsequent return to 40% phase B at 10.20 min, the
running ended in 12 min. The ionization conditions were in positive [M + H]* mode with the
following specifications: ion source electrospray voltage of 40 V, a capillary voltage of 4500
V, and a capillary temperature of 220 °C. The full scan mass acquisition was performed by
scanning from 100 up to 1000 m/z range.

Evaluation of antioxidant activity
2,2-diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl (DPPH) radical scavenging method

The free radical scavenging activity of MFAQ was evaluated by the DPPH method
described by Brand-Williams et al. BY This assay consists in the reduction of DPPH by
antioxidant substances. Successive dilutions of MFAqQ were made in a 96-well plate (250 to
0.49 pg/mL). Rutin was used as the positive control (250 to 0.0005 pg/mL). The experiment
was performed in triplicate. The results were expressed as Clso which corresponds to the

concentration required to inhibit 50% of the DPPH radical.

Total antioxidant capacity by phosphomolybdenum assay
The total antioxidant capacity (TAC) was determined by the phosphomolybdenum assay

based on the method proposed by Prieto et al. %, Results were expressed as the percentage of
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relative antioxidant activity (RAA%) with the positive controls, according to the equation:
RAA% = [(AbS sample - ADS Blank of sample)/ ADS positive control — ADS Blank of positive control] X100 B3 341,
Where Abs sample: absorbance measured for the sample; Abs positive control: absorbance measured
for the positive controls; AbS siank of sample: @bsorbance measured for the sample blank; Abs Biank
of positive control: @bsorbance measured for the positive control blank. The experiment was

performed in triplicate.

S-carotene/linoleic acid system

We evaluated the lipid peroxidation inhibition activity by the S-carotene/linoleic acid
method described by Melo and Mancini Filho B% with some modifications. MFAq or rutin
(positive control) solutions (final concentration of 38.46 pg/ml) were added in a 96-well
microplate. Readings were taken at zero time and in 15 min intervals until completing 120 min
of reaction.

The decrease in sample absorbance (Abs sampie (0 Min to 120 min time)) was related to
the decrease in absorbance of the negative control (Abs control (0 min to 120 min time)),
obtaining the percentage of lipid peroxidation inhibition (% I) by the formula: % | = (AbS control
— ADbS sample) / AbS control X 100. The oxidation curve was evaluated to find the values of F1
(capacity of blocking hydroperoxide formation) between 15 and 45 min after the beginning of
the reaction and F2 (capacity of inhibiting other reactions during the oxidative process, which
produce radical species) between 75 and 90 min after the beginning of the reaction using the
following formulas: F1 = tg solution AbS sampie / tg AbS control; F2 = tg solution Abs sampie / tg
ADbS control. 81 Where Abs controi: absorbance measured for negative control; AbS sample:
absorbance measured for the sample; % I: percentage of lipid peroxidation inhibition; tg:

tangent. The experiment was performed in triplicate.

Cell viability and cell cycle analysis
Cell line

J774A.1 cells (murine macrophages) were grown in culture bottles with RPMI-1640
medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 pg/mL antibiotic (streptomycin and
penicillin), 5% fetal bovine serum (FBS) and kept in an incubator at 5% CO> at 37 °C until the
day of the test.
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Cell viability assessment
MTT assay

J774A.1 cells were transferred to 96-well plates at 2x10* cells/well and treated with
MFAQq at concentrations ranging from 200 to 6.25 pg/mL. For the negative control, cells were
treated only with 0.06% DMSO (vehicle). The cells were reincubated for 48 h in 5% CO> at 37
°C. The cell viability was assessed by the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) assay. "1 Absorbance was read at 570 nm and cell viability (%) of
macrophages after treatment was obtained by the following formula: % viable cells = [(Abs
sample) / AbS 0.06% bmso] % 100. Where: Abs sample: absorbance measured after treatment of cells
with the sample; Abs o0.06% pmso: absorbance measured after treatment of cells with 0.06%

dimethyl sulfoxide (DMSO). The experiment was performed in triplicate.

Plasma membrane permeability

The ability of MFAQ to induce loss of plasmatic membrane permeability in J774A.1
macrophages, causing damage in cell viability, a flow cytometry assay was performed using
propidium iodide (staining DNA of cells with compromised membrane permeability) following
the methodology of Crowley et al. 81 with some modifications. A total of 2x10* cells per well
were transferred to 96-well plates and incubated for 48 h at 37 °C in 5% CO> at concentrations
of 200 and 100 pg/mL. Negative control was treated with 0.06% DMSO (vehicle). The cells
were stained with propidium iodide (10 pg/mL) for 15 min before reading and collected into
FACS (CORNING) tubes. Sample reading was performed in a FACS canto Il flow cytometer
(Becton & Dickinson). Analyzes were performed using the FlowJo® software. The experiment

was performed in triplicate.

Cell cycle analysis

Although a cell might look viable after treatment, it is important to analyze if there has
been a change in its ability to replicate, due to possible DNA damage at a particular stage of the
cell cycle. The cell cycle analysis was performed according to the method proposed by Riccardi
and Nicoletti B° with some modifications. For this assay, a J774A.1 cell line was cultured as
described in MTT assay. Then, 2x10* cells per well were transferred to 96-well plates and
incubated for 48 h at 37°C in 5% CO at concentrations of 200 and 100 pug/mL. The cells were

placed on ice, stained with 150 pL HFS solution (0.05% propidium iodide, 1% sodium citrate,
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0.5% triton X 100) 4 hours before reading and collected into FACS (CORNING) tubes. Sample
reading was performed in a FACS canto Il flow cytometer (Becton & Dickinson. Analyzes were
performed using the FlowJo® software. Cells treated with 0.06% DMSO were used as negative

control (Control). The experiment was performed in triplicate.

In vitro anti-inflammatory activity by NO dosage

After grown, J774A.1 cells were transferred to 96-well plates (2x10* cell per well) and
treated with MFAQ at concentrations ranging from 200 to 6.25 pg/mL. Subsequently, LPS
(lipopolysaccharide) at 1 pg/mL and IFN-y at 0.9 ng/mL were added and the volume was
completed to 200 uL with RPMI medium. Negative control (Control) was stimulated with LPS
and IFN-y and treated only with 0.06% DMSO (sample vehicle). Cells without any treatment
and no stimulation were used to assess basal NO production (Basal). The cells were incubated
for 48 hin 5% CO> at 37 °C. Then, NO production was evaluated by the Griess method (indirect
NO dosing) in recovered culture supernatant as described by Sun et al. % The experiment was

performed in triplicate.

In vivo anti-inflammatory activity
Animals

Male Swiss mice of 30 days old, weighing 20 - 25 g, were obtained from the
Reproduction Biology Center of the Federal University of Juiz de Fora. This study was carried
out in strict accordance with the recommendations in the Ethical Guidelines for the Care and
Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health. The protocol was approved by
the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the Federal University of Juiz de Fora
on May 10, 2019 (Protocol Number: 07/2019).

Experimental procedure

After acclimatization, mice were randomly divided into seven groups, as follows: Group
A (n = 6): Basal group - no induction of inflammatory process and nontreatment; Group B (n =
6): Negative control - induction of inflammatory process and nontreatment; Group C (n = 6):
Positive control drug - induction of inflammatory process and treatment with dexamethasone
0.1 mg/ear; Group D (n = 6): induction of inflammatory process and treatment with MFAqQ 0.1

mg/ear; Group E (n = 6): induction of inflammatory process and treatment with MFAq 0.5
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mg/ear; Group F (n = 6): induction of inflammatory process and treatment with MFAq 1.0
mg/ear. Group G (n = 6): Vehicle - no induction of inflammatory process and treatment with
acetone P.A.

The vehicle group was studied to verify possible inflammatory changes caused by the
solvent used. The average weight of the vehicle group was used to calculate the exact weight
of the other groups (A ears weight = ears weight of different groups - ears weight of vehicle
group). Possible alterations in the ears due to the use of this solvent were also observed in the

histological analysis.

Croton oil single application-induced ear edema test

The croton oil assay was carried out by the method described by Schiantarelli et al. [
The animals received topical treatment with MFAq (0.1, 0.5, and 1.0 mg/ear) or the positive
control, dexamethasone (0.1 mg/ear). The negative control received only the phlogistic agent
(croton oil 2.5% (v/v) solution) and in the vehicle group was only administrated acetone. The
basal group did not receive any treatment. Four hours after the topical applications, the animals
were euthanized and 10 mm diameter ear punch biopsies were collected and subjected to ear

edema measurement.

Phenol-induced ear edema test

The phenol-induced ear edema assay was used to irritate the mice’s ears and to simulate
contact. 2 Each mouse was immobilized by hands and, then, 20 uL of phenol 10% (v/v)
solution in acetone, prepared before use, were topically applied, similarly to croton oil assay.
One hour after the topical applications of phenol, the animals were euthanized and 10 mm

diameter ear punch biopsies were subjected to ear edema measurement.

Histological processing

Histological analysis was performed for the ear edema assay with croton oil. Samples
were fixed in 10% buffered formalin, transversely cleaved, and then processed. In sequence,
they were dehydrated in ethyl alcohol baths, diaphonized in xylene, embedded in paraffin
blocks, and cut at five um. The sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) or blue

toluidine.
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Morphometric measurements and mast cell counting analysis in croton oil induced ear edema
test.

Morphometric measurements and mast cell count were performed in the tissue affected
by the croton oil after staining with HE and toluidine blue, respectively. Morphometric and
quantitative analyzes of digital images (Axiocam 105 color camera and Carl Zeiss microscope)
were performed using the IMAGE J® software. Each animal had three different regions of the
ear measured (base, middle, and tip) and these values were used to calculate the mean ear
thicknesses (final value). Mast cells were quantified in the different ear regions for each animal

and the sum of the three regions was used as the final amount.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed, for in vitro assays, by ANOVA followed by
Bonferroni and, for in vivo assays; ANOVA was performed and followed by Newman-Keuls.
All analyzes were done using the GraphPrism 5.0 software (Erithacus Software Ltda). In some
cases, the Student’s t-test was applied. Values of P < 0.05 were considered significant. Results

were expressed as mean * standard deviation.

Results
Content of phenols and flavonoids

Phytochemical analyzes showed total phenolic and flavonoids content of 84.19 + 2.10
mg TAE/g extract and 81.66 + 4.45 mg RE/g extract, respectively.

Chemical profile of MFAq by UFLC-QTOF-MS

According to the chromatographic profile analysis obtained by UFLC-QTOF-MS, 10
compounds were identified through a comparison of their mass fragmentation with those of
literature (Table 1).
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Table 1 MS data in (+) ESI mode and the identification results for the bioactive compounds in

aqueous extract of Mitracarpus frigidus aerial parts by UFLC-QTOF-MS.

Substances Main MS fragmentation ions Retention  References
time
(min.)

Sucrose 707.2186 [2M+Na] *; 381.0784 [M+K] *; 219.00 1.1 Amorim et al. 1
[M+K-hexose] *; 203.0515 [M+Na-hexose] *

Chlorogenic acid 355.1003 [M+H] *; 163.0413 [M+H-quinic acid] * 1.3 Lin et al. 4

Harounoside 556.2012 [M+NH4] *; 539.4821 [M+H] *, 14 Audoin et al. 1]
377.3419 [M+H- glucose] *, 215.1943 [M+H-
glucose] *, 187.1825 [M+H-glucose-glucose- CO]

Clarinoside 540.2078 [M+NH4] *; 523.1801 [M+H] *; 1.7 Audoin et al. 4
361.1276 [M+H-glucose] *; 215.0697 [M+H-
glucose-rhamnose] *

Quercetin- 743.2055 [M+H]*; 611.1626 [M+H-pentose] *; 2.8 Barros et al. 48l

pentosylrhamnosylhexoside  465.1021 [M+H-pentose-rhamnose] *; 303.0497
[M+H-pentose-rhamnose-hexose] *

Quercetin- pentosylhexoside  597.1433 [M+H] *; 465.1013 [M+H- pentose] *; 3.1 Lin et al. &7
303.0486 [M+H- pentose-hexose] *

Rutin 611.1599 [M+H] *; 465.1016 [M+H-rhamnose] *; 4.0 Rey et al. 8
303.0486 [M+H-rhamnose-glucose] *

Kaempferol-30-rutinoside 595.1686 [M+H]; 449.1101 [M+H-rhamnose] *; 4.9 Jang et al. [
287.0567 [M+H-rhamnose-glucose] *

Kaempferol- 595.1685 [M+H]*; 449.1101 [M+H-rhamnose]* 5.3 Guimaries et al. [0

rhamnosylhexoside ; 287.0572 [M+H-rhamnose-hexose] *

2-Azaanthraquinone 441.2447 [2M+Na] *; 210.0535 [M+H] * 8.8 Gbaguidi BY;

Okunade et al. 52

Antioxidant activity

The antioxidant capacity of MFAQ was assessed using DPPH, phosphomolibdenum, and

[-carotene/linoleic acid assays. The results are shown in Table 2 and Figure 1. MFAqQ

demonstrated significant antioxidant potential in all tests performed. For the DPPH radical

scavenging activity, MFA(Q showed an ICso of 6.19 £ 0.98 pg/mL, while rutin presented an ICso
of 2.27 + 0.36 pg/mL (Table 2).

MFAQq showed no statistical difference when compared with rutin (RAA% of 96.21 +
8.91, P > 0.05, but in relation to quercetin, MFAQ was less active (RAA% 37.00 = 3.42, P

<0.05) by phosphomolybdenum assay (Table 2).
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MFAq was also evaluated by the B-carotene/linoleic acid system assay, in which the
percentage of inhibition, its antioxidant efficiency (F1 and F2), and the decay curve for linoleic
acid oxidation were calculated (Table 2 and Figure 1). MFAQ showed a similar inhibition
percentage of linoleic acid oxidation, F1 and F2 values, and preservation of B-carotene/linoleic
acid system coloration at 470 nm for over 120 min compared to rutin (P > 0.05, Table 2 and
Fig. 1).

Table 2 - Antioxidant activity of aqueous extract of Mitracarpus frigidus aerial parts (MFAQ) by DPPH,
total antioxidant capacity by phosphomolybdenum (TAC) and inhibition of the 3-carotene/linoleic acid

system assays.

Samples DPPH TAC B-Carotene /
ICs0 (% RAA) linoleic acid system
(Hg/ml)
Rutin ~ Quercetin  Inhibition F1 F2
(%)
Rutin 2.27 £ - - 51.58 + 051+ 081+
0.36 2.33 0.09 0.07

MFAqQ 6.19 + 96.21+ 37.00% 57.29 + 0.58 + 121+
0.98% 8.91 3.42 3.59 0.05 0.24%

DPPH, 2, 2-diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl. 1Cso, inhibitory concentration of 50%. % RAA,
relative antioxidant activity percentage. F1, relation between the tangent values of the sample and
negative control between 15 and 45 min. F2, relation between the sample values and the negative control
between 75 and 90 min. 2Statistical difference between MFAq and rutin. Results expressed as mean *

standard deviation of three independent experiments. Statistical analysis performed with Student’s t test.
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Figure 1 Oxidation curve of (-carotene, with absorbance evaluated at 470 nm, demonstrating the
preservation of its coloration during the 120 minutes of reaction when MFAQ and the positive control
rutin were used as treatment. Results were expressed as mean + standard deviation of three independent
experiments. MFA(Q - Aqueous extract from M. frigidus aerial parts. Control - Negative control. RUT -

Rutin.

Cell viability alterations and cell cycle damage

In the MTT assay, J774A.1 cells treated with MFAQ had no viability reduction (P >
0.05) in any concentration (Figure 2A). Furthermore, MFAQ no induces alteration in the
membrane permeability of the macrophage cell line, using propidium iodide (PI) staining (82.7
+ 1.9 and 88.1 + 3.4 % of viable cells after treatment with 200 and 100 ug/mL respectively)
(Figure 2B) and also no showed alterations in replicative capacity and/or damage to
macrophage DNA (Sub G1/G0; G1/G0; S and G2/M cell cycle phases) after treatment with
concentrations of 200 and 100 pg/mL when stained with HFS (Figure 2C).
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Figure 2 Evaluation of cell viability and cell cycle analysis in J774A.1 macrophage cell line treated
with aqueous extract from M. frigidus aerial parts (MFAQ). A) MTT method; B) % of cells without
alterations in plasma membrane permeability when treated with concentrations of 200 and 100 pg/mL
of MFAQ using Pl staining; C) Cell cycle analysis using HFS staining of concentrations of 200 and 100
pg/mL. Control - Negative control. 2Statistical difference when compared to control (P < 0.05). Results
were expressed as mean * standard deviation of three independent experiments. One way ANOVA

followed by Bonferroni post-hoc test.

In vitro anti-inflammatory activity

MFAqQ reduced NO levels in all tested concentrations (P < 0.05) (Figure 3). The
concentrations of 200 and 100 pg/mL inhibited 78.13 £ 1.42 and 70.9 + 0.98 % of NO
production, respectively. No statistical differences between 200, 100, and 50 pg/mL and
between 25, 12.5, and 6.25 pug/mL were observed (P > 0.05). Moreover, 200 pg/mL was
statistically similar to the basal group (P > 0.05)
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Figure 3 Anti-inflammatory activity of the aqueous extract from M. frigidus aerial parts (MFAQ) by the
nitric oxide method. 2Statistical difference when compared to control (P < 0.05). Control - Negative
control. Basal - Cells without treatment and no stimulation with LPS. Results were expressed as mean
* standard deviation of three independent experiments. One Way ANOVA followed by Bonferroni post-
hoc test.

In vivo anti-inflammatory activity

The treatment with MFAq showed a decrease in ears weight differences (A ears weight)
for all concentrations (P < 0.05) in both tests (Figure 4A and Figure 4B), suggesting a promising
effect of MFAQ in acute inflammation treatment. No statistical differences were observed
between MFAQ, basal, and dexamethasone groups in both assays. Moreover, we also did not

observe statistical differences between the MFAQ concentrations (0.1; 0.5 and 1.0 mg/ear).
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Figure 4 In vivo anti-inflammatory activity of the aqueous extract from M. frigidus aerial parts (MFAQ)
at 0.1 mg, 0.5 mg and 1 mg/ear. A) Croton oil assay; B) Phenol assay. 2Statistical difference when
compared to the animals treated with croton oil/ Phenol (Control) (P < 0.05). Results were expressed as
mean + standard deviation for the two independent experiments. One way ANOVA followed by

Newman-Keuls post-hoc test.

Morphometric analysis and mast cell count

MFAQ and dexamethasone groups showed a decrease of ear edema by croton oil assay
(Figure 5). Additionally, MFA(q reduced the ear thickness in all concentrations when compared
to the negative control (P < 0.05). The ears treated with 0.1 and 0.5 mg/ear were statistically
similar to the basal, positive control, and vehicle groups (P > 0.05). The 1.0 mg/ear
concentration showed less ability to reduce the ear thickness when compared to the other groups
(P < 0.05) (Figure 6A).

A reduction in the number of mast cells for all MFAqQ groups (P < 0.05) was also
observed (Figure 6B). No statistical differences were observed between different concentrations

of MFA(q, basal, dexamethasone, and vehicle groups (P > 0.05).

Figure 5 Representative photomicrographs of transverse sections of mice ear biopsies (100x

magnification; hematoxylin and eosin staining). A) Basal group; B) Negative control (Control); C)
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Positive control (Dexamethasone); D) Vehicle; E) MFAq at 0.1 mg/ear; F) MFAq at 0.5 mg/ear; G)
MFAQq at 1.0 mg/ear. MFAQ - Agueous extract from M. frigidus aerial parts.
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Figure 6 Morphometric analysis and mast cell count for different doses of aqueous extract from M.
frigidus aerial parts (MFAQ) in croton oil assay. A) Morphometric analysis; B) Mast cell count.
aStatistical difference when compared to control (P < 0.05). PStatistical difference between the MFAq
at 1.0 mg/ear when compared with basal, vehicle and positive control (Dexa) groups. °Statistical
difference between the 1.0 mg/ear when compared with 0.1 and 0.5 mg/ear of MFAqQ. Dexa -
Dexamethasone. Results were expressed as mean + standard deviation of two independent experiments.

One way ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc test.

Discussion

Oxidative stress is caused by an imbalance between the production and accumulation of
oxygen reactive species (ROS) in cells and tissues and the ability of the organism to detoxify
these reactive products. This excessive production of ROS occurs mainly by mitochondria
during normal physiological conditions. However, in some pathological conditions, enzymes
such as cyclooxygenases (COX), during the arachidonic acid metabolism, and inflammatory
cells may contribute to the increase of these free radicals. [°®! So, considering that the production
of free radicals, including reactive oxygen species, are crucial inflammation mediators and can
cause cell damage 4, different antioxidant tests were performed.

The DPPH assay is a method to measure the antioxidant capacity of compounds that can
act as free radical scavengers or hydrogen donors. ! Herein, MFAq showed promising results
of inhibiting concentration of 50% DPPH (ICso = 6.19 £ 0.98 pug/mL). MFAQ showed to be
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more active than the methanolic extract of M. frigidus (ICso = 29. 7 £ 3.2 ug/mL) performed by
Fabri et al. 81, This result is related to the use of water as the extraction solvent that favored a
greater amount of antioxidant substances in MFAg. Phosphomolybdenum assay, in turn,
measures the reduction degree of Mo (VI) to Mo (V), by the formation of a green
phosphomolybdenum complex that absorbs in 695 nm. 7581 Our results showed a relevant
activity for this assay, in which no statistical difference was observed between MFAq and rutin.
This finding proved that this extract shows substances that can donate electrons and stabilize
oxidized molecules, corroborating with the results from the DPPH assay.

The presence of free radicals due to pathological conditions increases the rate of lipid
peroxidation, a cascade event that promotes the formation of other several free radicals.
Aldehydes are one of the main by products from cascade reaction responsible for causing
cellular damage, such as malondialdehyde, propanal, hexanal, and 4-hydroxynonenal. 5% €
The principle of the S-carotene/linoleic test is the lipid peroxidation of linoleic acid, which will
lead to the formation of radicals capable of degrading the chromophore group of g-carotene. !
The results found by the inhibition of linoleic acid peroxidation were promising, considering
MFAQq similar to rutin. Thus, MFAQ may prove to be a promising source of substances for the
control of lipid peroxidation resulting from increased oxidative stress.

In addition, F1 and F2 values were used to evaluate the antioxidant action on the
propagation stages, where there is the formation of hydroperoxides (F1 value), and the terminal,
where there is the presence of aldehydes formed in the cascade of lipid peroxidation (F2 value).
Specifically, the lower the value for these constants, the bigger will the antioxidant capacity be
to act in one of these phases. ¢! Therefore, F1 and F2 values showed that MFAQg, as well as
rutin, has a great capacity to block the formation of radicals produced in the first stages.

The cell viability of the J774A.1 cell was also evaluated by MTT and staining with Pl
using flow cytometry methods. As a standard reference for in vitro toxicity tests, we used the
ISO 10993-5 1 which considers cell viability above 70%, a feature of low toxicity
compounds. Our results showed percentages of viability in acceptable standards, demonstrating
that MFAQ has no toxicity to J774A.1 cell lines by MTT assay. Moreover, no significant
damage to the cell membrane was observed in 200 and 100 pg/mL concentrations by PI staining.

Cell proliferation is vital to tissue morphogenesis and the loss of this control can lead to
pathologies like cancer. Therefore, it is extremely important to investigate the cell proliferation

capacity. %2 In this work, after proving the negligible toxicity of MFAg, we focused on
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evaluating possible DNA damage and/or cell cycle interruption in J774A.1 cells treated with
MFAQq using flow cytometry to investigate the proportion of cells in each cycle phase. The
results reinforced the safety of MFAQ, since no change in the DNA content was observed in
any of the phases of the cell cycle in treated cells as compared to cells without treatment.

Anti-inflammatory drugs are known worldwide for their effectiveness. However, they
might cause a range of side effects, such as ulcers, anemia, osteoporosis, and endocrine
disruption, which leads to the search for new therapeutic agents with fewer adverse effects. [
The use of plants or plant-derived products has been an alternative strategy to treat several
pathologies and disorders and can also present fewer side effects. (%31 For this reason, the MFAq
ability to reduce the production of NO was evaluated. NO is an important inflammatory
mediator with increased concentration in inflammatory responses. 4 A promising decrease in
free radical NO was observed in the in vitro assay. Thus, the inhibitory activity of MFAQ is an
advantageous therapeutic property for the control of inflammatory diseases.

The anti-inflammatory potential of MFAQ was evaluated by in vivo anti-inflammatory
tests using the ear edema model with croton oil and phenol as phlogistic agents. The croton oil
presents constituents that stimulate the release of nuclear factor kB (NF-xB) and the activating
protein-1(AP-1), essential factors for the activation of inflammatory cytokines (IL-18, TNF-a,
and IL-6), phospholipase-A2, (PLA2), platelet activating factor (PAF) and arachidonic acid
(AA). The activation of these inflammatory pathways increases the vascular permeability,
vasodilation, leukocyte emigration, release of histamine and serotonin, and eicosanoids
synthesized by cyclooxygenase (COX) and 5-lipoxygenase (5-LOX) enzymes, which are
typical events of the inflammatory process. [ As for the phenol ear edema model, important
chemical mediators are produced in primary contact, including, also inflammatory cytokines.
Phenol promotes cutaneous irritation that leads to the rupture of the plasma membrane of
keratinocytes through a direct effect, resulting in the release of IL-1a, AA metabolites, and
reactive oxygen species (ROS). [6]

The basophils and mast cells are important cells in the inflammatory process, which
secrete histamine, a known inflammatory mediator. These vasoactive amines play an important
role in inflammation, since they induce a rapid increase in vascular permeability, vasodilation,
and leukocyte chemotaxis, thus increasing the edema and formation of leukocyte infiltrations
in the affected tissue. "1 Our results demonstrate that MFAQ was able to reduce the number of

mast cells in the affected site for croton oil and, consequently, the edematous process.
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Therefore, the studies conducted in this work demonstrated the potential of MFAQ as a
therapeutic agent for the inflammatory process and also for the treatment of oxidative stress
that can derivate from this pathological state.

Phytochemical composition analysis of the M. frigidus aqueous extract demonstrated
that 96.99% of the total content of phenolic compounds are flavonoids. Moreover, we identified
the presence of chlorogenic acid, clarinoside, quercetin-hexosylpentoside, rutin, kaempferol-
30-rutinoside, kaempferol-rhamnosylhexoside, quercetin-pentosylrhamnosylhexoside,
harounoside, 2-azaanthraquinone, and sucrose by UFLC-QTOF-MS. Flavonoids are excellent
antioxidants due to their potential proton-donating capacity. (8! The anti-inflammatory activity
of these compounds can be evidenced by the neutralization of reactive oxygen and nitrogen
species (ROS and RNS, respectively) and by the inhibition of inflammatory enzymes. (€% °I
Therefore, we can infer that the M. frigidus (MFAQ) agqueous extract has significant biological

activities due to its high phenolic composition and mainly flavonoids.

Conclusion

The chemical characterization of the aqueous extract from Mitracarpus frigidus aerial
parts (MFAQ), by UFLC-QTOF-MS, revealed the presence of phenolic compounds, flavonoids,
alkaloids, quinones, and disaccharides. Promising results were observed for the treatment of
inflammation and oxidative stress, and these activities are probably related to the flavonoids
identified in MFAQ. No toxicity and alterations in the cell cycle phases were observed on
mammalian cells. This is the first report of bioactivities and chemical composition from M.
frigidus aqueous extract, which demonstrates the therapeutic potential for the treatment of

inflammation and oxidative stress.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate the ability of aqueous extract of Mitracarpus
frigidus (MFAQ) to inhibit lipid bodies formation and inflammatory mediators production in
macrophages stimulated with LPS and IFN-y.

Methods: MFAqQ was chemically characterized by UFLC-QTOF-MS. The macrophages
obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice were incubated with MFAQ. Viability and
membrane integrity were evaluated by MTT and PI assay, respectively. NO, TGF-B, PGE>
levels, and lipid bodies quantification were performed in macrophages stimulated with LPS and
IFN-y and treated with MFAQ. Molecular docking analysis on the COX-2 enzyme was also
investigated.

Key findings Chlorogenic acid, clarinoside, harounoside, rutin, kaempferol-30-rutinoside, and
2-azaanthraquinone were identified in MFAg. MFAQq significantly inhibited nitric oxide and
lipid bodies, did not affect membrane integrity of macrophages. MFAqQ-treated cells showed
significantly lower levels of TGF-f and PGE.. Molecular docking demonstrated that
compounds found in MFA(q are able to inhibit COX-2 by binding to important residues present
in the catalytic site.

Conclusion: MFAq interferes with lipid metabolism in stimulated macrophages, leading to the
reduction of important inflammatory mediators. Furthermore, MFAQ can directly inhibit the
enzyme COX-2 or inhibit its expression due to its ability to reduce NO production.

Keywords: Mitracarpus frigidus, Lipid metabolism, PGE2, TGF-B, anti-inflammatory activity

Abbreviation list: COX-2- cyclooxygenase 2; LPS- lipopolysaccharide; LBs- lipid bodies;
PGE>- prostagladin E2; IFN-y- interferon gama; PI- propidium iodide.

1. INTRODUCTION

The inflammation is a complex process, which includes a series of events that can be
related to many chronic diseases including diabetes, cardiovascular disease, and cancer . The
cyclooxygenase 2 (COX-2) is a key enzyme in this process and which can be activated in
response to various stimuli, among them, lipopolysaccharide (LPS), interleukin-1 (IL-1),
tumour necrosis factor (TNF), epidermal growth factor (EGF), platelet activating factor (PAF)
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and arachidonic acid . Lipid bodies (LBs), are dynamic organelles that are involved in lipid
metabolism and inflammation too. The localization of COX-2 at LBs was already confirmed,
demonstrating that these organelles cells are sources of eicosanoids synthesis [,

There are highly effective drug class for inflammation treatment due to its action on
COX-2, however, these drugs have multiple adverse effects ™. Interest has arisen in the
discovery of new anti-inflammatory therapies. Among the alternative therapy options, we can
mention the use of natural products, since these, can present anti-inflammatory therapeutic
effects and low side effects 1. Mitracarpus frigidus (Willd. ex Roem. & Schult.) K. Schum. is
a plant that has been studied by our research group and has stood out for its great therapeutic
potential in the studies carried, such anti-inflammatory activity 71 as well as no toxicity in
animal model . Recently, Lemos et al. [ reported the anti-inflammatory activity of the
aqueous extract of M. frigidus (MFAQ) and linked this activity to the compounds identified by
UFLC-QTOF-MS. However, no study has ever reported the mechanism of action of M. frigidus
in relation to lipid metabolism and # the production of prostagladin E> (PGEz) in macrophages.
Thus, the aim of this work was to evaluate whether MFAQ can interfere with the synthesis of

lipid and inflammatory mediators associated with lipid metabolism.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Plant Material

M. frigidus aerial parts were collected in Juiz de Fora, MG state, Brazil, in May, 2009
according to the license number A032F41-23 SISGEN/BRAZIL. A voucher specimen (CESJ
46076) was deposited at the CESJ Herbarium.

2.2. Preparation of the Aqueous Extract of M. frigidus Aerial parts (MFAQ)
The aqueous extract of M. frigidus aerial parts (MFAQ) was prepared following the
methodology of Lemos et al. [,

2.3. Chemical Profile of MFAqQ by UFLC-QTOF-MS
MFAQ was chemically characterized by UFLC-QTOF-MS according the methodology
of Lemos et al. [©],
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2.4. Animal Procurement

Male BALB/c mice of 30 days old, weighing 20-25 g, were obtained from the
Reproduction Biology Center of the Federal University of Juiz de Fora. This study was carried
out in strict accordance with the recommendations in the Ethical Guidelines for the Care and
Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health. The protocol was approved by
the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the
Federal University of Juiz de Fora on 10 May 2018 (Protocol Number: 07/2018-CEUA).

2.5. Cytotoxicity on mammalian cells

The macrophages at 2x10° cells/well obtained from the peritoneal cavity of BALB/c
mice (After 72h of inoculation with 2% thioglycolate) were transferred to 96-well microplates
and cultured on RPMI medium for 24h. After this time, the cells were treated with MFA(Q at
concentrations of 18.75 to 300.00 pg/mL. For the negative control, cells were treated only with
0.06% DMSO (vehicle). The cells were incubated for 48 h for at 37°C and 5% CO_ atmosphere.
Cytotoxicity was assessed by cell viability using the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay . Absorbance was read at 570 nm. The

experiment was performed in triplicate.

2.6. Evaluation of anti-inflammatory activity
2.6.1 NO dosage

NO production was evaluated by the Griess method (an indirect NO measurement by
nitrite dosing) as described by Sun et al. %, Nitrite production was determined in the culture
supernatants of macrophages after incubated for 48 h in the presence of MFAq (18.75 - 300.00
pg/mL) and stimulated with LPS at 1 pg/mL and IFN-y at 1 ng/mL. The cells were incubated
for 48 h at 37°C and 5% CO- atmosphere. The spectrophotometric measurement was performed

at 540 nm and the experiment was performed in triplicate (n=3).

2.6.2 Evaluation of plasma membrane integrity of macrophages after treatment with MFAq

To assess whether treatment with MFAQ alters the integrity of the cell membrane,
macrophages obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice (2 x 10° cells per well) were
incubated in the absence and presence of the extract (300.00 pug/mL) for 48 h at 37°C and 5%

CO.. This time elapsed, the cells were washed with PBS (phosphate buffered saline, PH = 7.4)
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and staining with PI (propidium iodide, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1 ng/mL) during
15 min at the room temperature, in the dark. The intensity of fluorescence was measured by
spectrofluorimeter (FLx800) at 540/600 nm of excitation and emission, respectively. Data were

obtained from at the three independent experiments performed in duplicates [,

2.6.3 Evaluation of the accumulation of lipid bodies (LBs) in macrophages stimulated with
LPS and IFN-y

The accumulation of LBs was performed in peritoneal macrophages of BALB/c mice,
in the presence of MFAQ (300.00 pg/mL) stimulated with LPS and IFN-y. After this step, the
cells were stained with the Nile Red (9-diethylamino-5Hbenzo[a] phenoxazine-5-one). The
protocol was established according to Godinho et al 2, with some modifications. Macrophages
were plated at a concentration of 2 x 10° cells per well and stimulated for 48 h at 37°C and 5%
CO:s. Cells were washed with PBS and stained with 200 pL of Nile Red (10 pg/mL) in PBS for
20 min at 25 °C. The reading was performed in a spectrofluorimeter (FLx800), at wavelengths

of 540/600 nm of excitation and emission, respectively.

2.6.4 Quantification of TGF-p levels

Macrophages obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice were cultured and
stimulated with LPS+ IFN-y in the presence of MFAq (300.0 pg/mL). After 48 h post-
stimulation the supernatants were harvested and the concentrations of TGF-$ were quantified
using standard commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

according to the manufacturer's instructions (R&D systems).

2.6.5 Quantification of PGE: levels

The dosage of prostaglandin Ez (PGE>) produced by peritoneal macrophages stimulated
and treated with MFA(q (300.00 pg/mL) was performed in the supernatant of the cultures by the
Enzyme Immunoassay (EIA) following the manufacturer's guidelines (Cayman Cheminal,
USA).

2.7. In silico analysis

2.7.1 Molecular modeling
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Molecular modeling of the cyclooxygenase 2 enzyme followed the methodology De
Assis et al. [*3and Lemos et al. [** with adaptations. For the molecular modeling study, a model
of COX-2 from the Mus musculus organism was constructed, using the sequence: Uniprot ID =
Q05769 and 3NT1 template as the base structure. Then, the quality of the models was analyzed
using the Ramachandran graph generated by the PROCHECK® and MOLPROBITY®

programs.

2.7.2. Molecular docking studies

The molecular docking analyzes were performed for compounds already identified in
MFAq 1 and followed the methodology described by Lemos et al. 4. The most promising
structure was selected based on energy parameters and interactions formed between COX-2 and
ligands. Ki values (Affinity constant given in uM) were calculated for the best poses based on

the binding energy generated by the Auto Dock Vina ©.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis was performed by the ANOVA test followed by Bonferroni pos hoc
test using the software GraphPrism 5.0. In some cases, the Student’s t test was applied. Values
of P < 0.05 were considered significant. Results were expressed as mean + standard deviation.

3. RESULTS AND DISCUSSION

As a standard reference for in vitro toxicity tests, we used the 1SO 10993-5 2009 151,
The results demonstrated that MFAQ has low toxicity for the cells tested, since no statistical
difference was observed in all tested concentration (Figure 1A). We also investigated whether
MFAQq can reduce NO levels, a free radical that is related to the activation and expression of
COX-2, by using an indirect 81, The results showed a significant reduction of nitrite production
in all concentrations evaluated (P < 0.05) (Figure 1B), suggesting that MFAQ can reduce the
production of this free radical. In addition, a dose response effect was observed for the
concentrations of 300.00; 150.00 and, 75.00 pg/mL. Before performing the quantification of
LBs in macrophages treated with MFAq (300.00 ug/mL), the membrane integrity of these cells
were evaluated using PI. In cells that have lost membrane integrity, P1 can enter and intercalate

to DNA and it emits fluorescence, while cells with intact membranes are impermeable to Pl and
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do not fluoresce 7. The results observed in Pl staining (Figure 2A) reveal that the higher
concentration of MFAQ did not lead to loss of membrane integrity in macrophages (P > 0.05),

corroborating the MTT data where no loss of viability was observed.
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Figure 1- A) Evaluation of cell viability in macrophages obtained from BALB/c mice treated with
aqueous extract from M. frigidus aerial parts (MFAQ) by MTT assay. B) Evaluation of nitric oxide (NO)
production in macrophages obtained from BALB/c mice stimulated with LPS at 1 pg/mL and IFN-y at
1 ng/mL and treated with MFAQ. Statistical difference when compared to control (P < 0.05). Results
were expressed as mean + standard deviation of three independent experiments. One-way ANOVA

followed Bonferroni post-hoc test.

LBs are composed of an outer monolayer of phospholipids and posses a neutral lipid-
rich core with variable protein composition 8l LPS in dose-dependent induced significant
increase of LB numbers and levels of leukotriene B4 (LTB4) and PGE: in leukocytes isolated
from the mice pleural cavity. In this work, an increase in the formation of LBs in macrophages
stimulated with LPS and IFN-y was observed, corroborating with the literature data °. The
results demonstrated that the cells treated with MFAQ showed a decreased of LBs formation,
when stained with Nile Red and compared to the control (P < 0.05) (Figure 2B).

The production of PGE: related to the biosynthetic pathway of LBs was evaluated, since
these organells are associated with the production of this inflammatory mediator 1. Besides,
the quantification of TGF-p, a cytokine involved in the formation of LBs 2%, was performed

and our results demonstrated a decrease in the production of TGF-f and PGE> (P < 0.05) in
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treated cells (Figure 2C and 2D), reinforcing the hypothesis that MFAQ can interferes in the

production of LBs.
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Figure 2- Anti-inflammatory activity of the aqueous extract from M. frigidus aerial parts (MFAQ). A)
Illustrative microphotographs of macrophages stained with Nile red. (Ai) Macrophages obtained from
BALB/c mice and stimulated with LPS at 1 pg/mL and IFN-y at 1 ng/mL (control). (Aiii) macrophages
without stimulation (basal). (Aiv) stimulated macrophages and MFA(Q-treated at 300.0 ug/mL. Note in
highlight (Aii) an increase in lipid bodies (LB) (arrows). In (Aiii) and (Aiv) showed a decrease of LB
(arrowheads). B) Evaluation of plasma membrane integrity using PIl. C) Quantification of lipid bodies
using Nile Red. D) Dosage of TGF- f levels. E) Dosage of PGE; levels. #Statistical difference when
compared to control (P < 0.05). Control - Cells stimulated with LPS and IFN-y. Basal - Cells without
stimulation. Results were expressed as mean * standard deviation of three independent experiments.
One way ANOVA followed One-way ANOVA followed Bonferroni post-hoc test.

The chemical UFLC-QTOF-MS showed the presence of chlorogenic acid, clarinoside,
harounoside, rutin, kaempferol-30-rutinoside, and 2-azaanthraquinone. After the chemical
characterization, we performed a molecular docking analysis to investigate the possible
mechanism of action of the compunds found in MFAg on COX-2, in order to understand which
substances would be the best inhibitors for this enzyme. The enzymatic COX-2 reaction
requires a hydroperoxide, which is obtained through the oxidation of the heme group at the
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peroxidase site by nitric oxide [171. The heme group is then oxidized, oxidizes the Tyr residue
385 and this one in turn, removes the hydrogen atom on carbon 13 of the arachidonic acid (AA).
The amino acid Arg 120 also plays a very important role in this catalysis, as it serves as an AA
“anchor” at the active site. After the initiation of the cyclooxygenase reaction, peroxidase site
reduces the 15-hydroperoxy of prostaglandin G2 (PGG2) that was formed at the catalytic site
due to the catalysis of AA to prostaglandin Hz (PGH.). The PGHz is used in other reactions to
produce PGE; 2],

The results of molecular docking (Table 1) showed that rutin and chlorogenic acid were the
substances with the greatest potential for inhibit COX-2 by hydrogen bonding with active site
residues responsible for arachidonic acid binding (Tyr 355, Arg 120) or that participate directly
in the catalytic mechanism through electron transfer for heme group (Tyr 385) 2. Rutin
showed His 90 interaction, an amino acid that has showed interaction with SC-58 (selective
inhibitor for COX-2) in silico study [?2],

Table 1- Molecular docking of substances identified in the aqueous extract from M. frigidus aerial parts
(MFAQ) for COX-2 enzyme.

Compound* Energy Ki values Residues interaction
(Kcal/mol) (UM)
2-Azaantraquinone -6.9 8.75 Tyr 355

Clorogenic acid -1.7 2.26 Arg 120, Tyr 355 and Tyr 385

Clarinoside -2.6 12421.47 Arg 120 and Tyr 355

Harounoside -3.1 5341.55 Arg 120 and Tyr 355
Kaempferol-30- -4.3 704.78 His 90, Arg 120 and Tyr 355

rutinoside

Rutin -7.1 6.24 His 90, Arg 120 and Tyr 355

Tyr, Tyrosine; Arg, Arginine, His, Histidine; Ki, inhibition constant. * Compounds identified in
MFAq by Lemos et al. [,
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4. CONCLUSION

MFAqQ showed low toxicity and can reduce the lipid metabolism in macrophages
stimulated with IFN-y and LPS without leading the loss of membrane integrity. Regarding of
anti-inflammatory activities, it can be observed that the decrease in TGF-f and PGE:
corroborates with the results found for LBs. Furthermore, it was possible to observe that the
compounds present in MFA(q can reduce the levels of NO. Consequently, it reflects the decrease
of the enzymatic activity/expression of COX-2, or the direct interaction with amino acid
residues of the catalytic site of this enzyme.
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12. ANEXOS
12.1 ANEXO | — Parecer CEUA

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DC ANIMALS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 08/05/2018, analisou o protocolo
m.008/2018 intitulado “Manutercdo da infectividade dac copas de leishmania sp
através do pagcagens em camundongos BALE/C" projeto de pesquisz sob a
rasponsablicdade de Elane Soares Coimbra e colaboiagao de Ayla das Chagas
Almeida e Juliana da Trindade Granato 2 ser realizado no periodo de 01/01/201€ a
3171272021, Por estar de acordo com es Principios Eticos na Expanmentacic Animal,
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacad Animal [CONCEA),
foi aprovado pela CEUA, Serdo utilizados 24 feméas de Camundengo isogénico
BALE/c de 4.6 semanas, projeto a ser real@ado no biotério Localizado no Centro de
Biologia da Reprodugao(CBR) no Campus da Universidace Federal de Julz ae Fora.
O prazo de valtage desse certificado £ equivalente a vigéncia do projeto prorragarel
por mais um ang, desde que Seja enviada pustificativa a CEUA durante a vigéneia do
projeto de acorde com onentagan téonea do CONCEA

CERTIFICATE

We certfy that the protood no. 0022018 - CEUA about "Manutengdo da infectividade
das cepas de feishmania sp abevés de passagens em camundongos BALBIC' under
responsability of Elaine Scares Coimbra and collabaraton of Ayla das Chagas
Almesda and Jultana da Trindade Granato 1S in agreament with the Ethical Principles
in Animal Research adopted by Brazilian Council for Contrel of Animal Expermentation
({Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 08/05/2018. Far the cevelopment
of this research 24 mice of lineage BALD/C (24 females) of 4-6 weeXk old, will be
delivered as requested in the period peried of 01/01/2015 to 12/31/2021. The Project
will ko parformed at Biclogy Reproduction Center located at Federal University of Juiz
de Fora The term of validity of this centificate might be extended for one more year by
means of justification during the pariod of vality,

Juiz de Fora, 08 de Malo de 20138
——\‘L ‘(-‘:*’T:('_ S SO R — '{..-.%l" R o

Vire.coordenadora 1) /Cooraenadora
CEUA CEUA
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12.2 ANEXO Il — Parecer CEUA

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certficamos que ¢ protocolo n®. 007/2018 = CEUA sobre *Avaliagdo da dtotoxicidade in varo
de compostos sintéticos ou naturais em macrdfagos partonedis de camundanges BALE/,
refarentes aos lotas 20192020 e 2021" projeto de pesquisa sob a responsabilidade de
Elaine Soares Coimbra a colaboracdo de Ayla das Chagas Almeida ¢ Juliana da Trindade
Granato, ¢3td de acordo com os Principios Cticos na Exparimontagdo Animal, adotados palo
Conzolhe Macional ds Contrele do Evpanmentacis Anmal (CONCEA], e foi aprovado pala
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISAUFJF em rounido redlizada em 03042018, Para o desenvolamenio da
pesquisa serdo utlizados 108 fémeas sendo Camundonge iscginico BALB/C do 45
semanas, projete a ser realizado no biotério localizado no Institute de Ciéncias Biologicas,
Decpartamente de Paracitclogia, Microbiologia & Imunciogia, da Universidade Federal d2 Juiz
de Fora,confarme soicitado & que 58rao utiizados no perfodo 01/01/2019 a $1/12/2021. ©
prazo ce validade desse certficado ¢ equivdente a vigénoa de projeto prorrogavel por mais
um anc, dezde Guo s¢ja enviads justficativa a CEUA durante a vigéneia do projete,

CERTIFICATE

We certify that protocol no. 007/201€ - CEUA on "Evaluation of the in vitro cytotoxicly of
eynthotic or natural compouncs in perton=al macrophages of BALE [ ¢ mice, Tor ois
20192020 and 2021", research prejec: under the responsitility of Claine Soares Coimbra
Ayle collaberation of Chagas Almeida and Julana da Trindade (Srarato, ic in accordance
with taa Ethical Principles on Animal Expermentation, acopied by the National Coundil for
Gortrol of Animal Exparimentaticn (CONCEA), and was approved by the ANIMAL ETHICS
COMMISSION (CEUA) of PRO- REITORWA DE PESQUISA / UFJF at a meating hold on
04/02¢2018. Fer the development of the research, 108 femalas will be used, being a BALE /¢
isogenic mouse of 4-6 wesks, a project to be carried out in the laboratory locatad at the
Insttute of Biolegical Sciencas Dopatment of Parasitology, Microbiology and Immunoicgy.
Fedaral University of Juiz de Fora, according 1o and will o used In the perod 01/01/2019 o
1213172021, The term of validity of this certficate is cquivalert to the validity of the project
exterdabla for ancther year, providad that justifieation is seat 1o CEUA during the valkity of

the progect.
Juiz de Fora, 04 de abril de 2013.
o M | e
Vice-coordenadora “|  Coordanadora
CFUA ﬂ. CEUA
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12.3 ANEXO |1l — Parecer CEUA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Cadificamos que o protocolo n® (CO2M8 = CEUA schre “Avaliagdo da atividade
antleishmanal in wiro de compostos sintéticos ou naturais em macrdfogos nfectados com
Lefmmama sp, referentes aos lotes 2019, 2020 e 20277, projeto de pesquisa scb a
responsabiiidads de Elsine Soares Coimbra o wlaboragdo de Ayle das Chegas Almeida ¢
Juliana da Trindade Granato, ostd de acordo com o2 Princpics Etcos na Expermertacas
Animal, adotades pelo Consslhe Nacicnal de Controle de Expenimsntacac Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA NC USO DE ANIMAIS (CEUA) dz
PRO-REMORIA DE PESQUISA/UFIF em rounide realzada em 03/04/2018 Para ¢
dasenvolvimantd 62 pesquisa Serae utlizados 432 remeas sendo Camundengo isegenice
BALBic de 4-6 semanas, projete a ser realizado ne biotério iocalizade no Centro de Biclogia
da Reprodugdo da Univarsidade Faderal de Juiz de Fora conlorme solatado e que serac
utilizados no perioce 071/01/2019 a 31/122021. O prazo de validade desse certificado €
gyuivalente a vigénca do prujete promogavel per maiz um ano, dezde que scja envieds
justificativa 2 CEUA durante a vigénaa do projato

CERTIFICATE

We certify that protece! no. 0082018 « CEUA on "Evaiuation of the in viro antilzishmania
activity of synthatic or netural compounds in Lelhmania sp infected macrophages referring t
fote 20190, 2020 and 2021", research project under the responsibiity of Elaine Soares
Combra, e colliaboration of Ayla Chagas Aimeida and Juliana de Trindade Granalg, is I
sweordance with the Ethical Principles on Animal Experimentation, adopted by the Mationa
Council for tha Contrel of Anmal Expenmentation (CONCEA). and was approved by the
PRE-REITORIAL ANIMAL ETHICS COMMISSION (CEU&) OF RESEARCH / UFJF at @
meeting held on 04/03/2018. Feor the development of the research will be used 432 females
b=ng isogenic mouse BALB [ © of 4-6 wesks, a project to be carried out 0 the bidterroris
localed at the Reproductve Biology Center of the Federal University of Juiz dec Fora, ot
requesicd and that will be used in the period 01/01/201€ to 12/31/2021. The term of validity
of this cedificate 18 squivalert to the validty of the projedl exiendabe 1or anctner year
provided thet justification is sent to CEUA during the validity of the preject.

Juz de Fora, 04 de abril de 2018,

P QS - bortscoga

Vicz-coordenadora Al /J Coordengdora
CEUA CEUA

147



12.4 ANEXO IV — Parecer Consubstanciado do CEP

UFJF - UNIVERSIDADE
Q st uf)f FEDERAL DE JUIZ DE FORA - € QB1acg orme
MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DD PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio do efeito de compostos sintéticos e naturais com potencial atividade
antileishmanial em eritrécitos humanos.

Pesquisador: ELAIME SOARES COIMBRA

Area Temitica:

Versio: 3

CAAE: 23778719.1.0000.5147

Instituigio Proponente: Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia/UFJF
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER
MNumero do Parecer: 3.687.188

Apresentagao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos "Apresentagio do Projeto”, "Objetive da Pesquisa” e “Avaliagio dos
Riscos e Beneficios” foram refiradas do arquivo Informagies Basicas da Pesquisa. Sera realizado um
estudo experimental in vitro buscando determinar o efeito citotdxico de compostos sintéticos e naturais em
eritrocitos humanos. Este trabalho esta inserido dentro do projeto que visa a descoberta de novos
compostos sintéticos e naturais com agio antileishmanial, o qual chjetiva a busca ndo apenas de composios
que matem o parasitc causador das leishmanioses, mas que tambem ndo sejam toxicos para o homem.
Assim, apenas o5 compostos que mostrarem atividade antileishmanial promissora € que serdo avaliados
quanto & toxicidade em eritrécitos humanos. Os eritrocitos serdo submetidos ao teste de hemalise
buscando selecionar compostos com baixa toxicidade hemolitica permitindo, desta maneira, a continuidade
dos estudos para posteriores ensaics em animais de laboratdrio. © sangue do doador sera utilizado
exclusivamente para avaliar a toxicidade dos compostos testadas e ndo sera avaliado, ou colhido, ou
medida, nenhum tipe de dado do sangue coletado, nem havera nenhum tipo de seguimento dos individuos
doadaores, pois

nao & objetivo do projeto. Os individuos serSo apenas doadores do sangue. Apresentagdo do projeto esta
clara, detalhada de forma objetiva, descreve as bases cientificas que justificam o estudo, estando de acordo
com as afribuigdes definidas na Resolugio CNS 466/12 de 2012, item IIL

Enderego;  MOSE LOURENCO KELMER SN

Balrmo: SAD PEDRO CEP: 36035-900
UF: MG Municipla:  JUIZ DE FORA
Talefone: (32)2102-3788 Fax  (32)1102-3758 E-mall: cep propesgdull edu.br
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