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RESUMO

Leishmanioses sao doencgas causadas por protozoarios do género Leishmania. Esse
grupo de doencgas tem distribuicdo mundial nos cinco continentes, ocorre em 88
paises e é prevalente nas regides tropicais e subtropicais. A OMS estima que 2
milhdes de novos casos ocorrem anualmente. Sdo amplamente classificadas em
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Visceral (LV). No Brasil, a LTA é uma
das afecgbes dermatoldgicas que merece mais atencao, devido a sua magnitude,
assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir no ser
humano. A quimioterapia para esta doenga baseia-se, principalmente, nos
antimoniais pentavalentes, mas também na anfotericina B e pentamidinas como
farmacos de segunda escolha. O desafio ainda é grande em relagdo a descoberta
de um farmaco ideal (de baixo custo, eficiente, de facil administracédo e com baixa
toxicidade) e pela sua farmacocinética, devido a natureza intracelular e localizagao
disseminada do parasita. Portanto, ha uma necessidade urgente do
desenvolvimento de uma farmacoterapia adequada, sendo a pesquisa de
substancias bioativas em espécies de plantas, uma alternativa interessante, uma vez
que o Brasil apresenta uma vasta biodiversidade. Dentre as plantas, destaca-se a
espécie Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., empregada popularmente sobre lesées
causadas por protozoarios do género Leishmania. Os objetivos deste trabalho foram:
preparar o extrato bruto de partes aéreas de P. ruderale, fracionar e isolar
substéancias; avaliar a atividade antileishmania e citotoxicidade do extrato bruto e
substancias isoladas de P. ruderale e verificar o efeito dessas substancias sobre a
morfologia, a ultraestrutura, e sobre a membrana mitocondrial e citoplasmatica de L.
amazonensis. O extrato bruto apresentou valores de Clsy de 60,3+9,2 e v77,7+7,7
pMg/mL, respectivamente, sobre as formas promastigota e amastigota axénica de L.
amazonensis. Foram isolados e identificados, através de métodos cromatograficos,
espectroscopicos e espectrometria de massa, dois derivados tiofénicos: 5-metil-
2,2":5",2" -tertiofeno (composto A) e 5’-metil-[5-(4-acetdxi-1-butinil)]-2,2 bi-tiofeno
(composto B). A CCsy do extrato diclorometano sobre macréfagos J774Gg foi de
5004£50 ug/mL. O composto A apresentou valores de Clsy de 7,7+1,7; 19,0£4,7 e
3710 upg/mL para as formas promastigota, amastigota axénica e amastigota
intracelular de L. amazonensis, respectivamente. A CCsy sobre macréfagos J774Gg
foi de 370+50 pg/mL. O composto B apresentou valores de Clsg de 21,344 ,4;
28,7+2,6 e 51+0 pg/mL para as formas promastigota, amastigota axénica e
amastigota intracelular de L. amazonensis, respectivamente. A CCsy sobre



macréfagos J774Gg foi de 335+15 pg/mL. Os compostos A e B apresentaram
indices hemoliticos menores do que 10%, mesmo sob uma concentragdo de 500
pMg/mL. Células de L. amazonensis tratadas com os compostos A e B e marcadas
com rodamina 123 indicaram despolarizacdo na membrana mitocondrial causada
pelo composto A. Por outro lado, o tratamento com os compostos A e B e a
marcagdo com iodeto de propidio n&o indicaram alteracdo na membrana
citoplasmatica. O tratamento de células de L. amazonensis com o composto A
causou alteragcées morfologicas quando visualizadas sob Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) e a Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET) indicou
alteracao ultraestrutural na mitocéndria do parasito. Células de L. amazonensis
tratadas com o composto B indicaram alteragcbes morfolégicas pela MEV, porém,
nao foram evidenciadas alteracdes ultraestruturais pela MET. Estudos adicionais
devem ser realizados para a elucidagdo do mecanismo de acédo dos derivados
tiofénicos isolados da espécie P. ruderale, o que podera contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das leishmanioses.

Palavras-chaves: Atividade antileishmania, Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.,

Derivados tiofénicos
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ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania. This group
of diseases have a worldwide distribution on five continents, occurs in 88 countries
and is prevalent in tropical and subtropical regions. The WHO estimates that 2 million
new cases occur annually. They are classified in American Cutaneous
Leishmaniasis (ACL) and Visceral Leishmaniasis (VL). In Brazil, the American
cutaneous leishmaniasis is one of dermatological disorders that deserves more
attention because of its magnitude, as well as the risk of deformities that can produce
in human. The chemotherapy for this disease is mainly based on pentavalent
antimonials, but amphotericin B and pentamidine can be used as second choice.
The challenge is still large in relation to the discovery of an ideal drug (low cost,
efficient, easy administration and low toxicity) and its pharmacokinetics, because of
the widespread nature and location of the intracellular parasite. So, there is an urgent
need to develop an appropriate drug therapy and the study of bioactive substances in
plant species, an interesting alternative, since Brazil has a wide biodiversity. Among
plants, there is the kind Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., commonly used on
injuries caused by protozoa of the genus Leishmania. The objectives of this work
were to prepare the crude extract of aerial parts of P. ruderale, fractionate and isolate
substances; to evaluate the antileishmanial activity and cytotoxicity of crude extract
and isolated compounds from P. ruderale and to check the effect of these
compounds on morphology, ultrastructure, mitochondria and cytoplasmic membrane
of L. amazonensis. The crude extract showed ICsy values of 60.3+9.2 and 77.7+7.7
Mg/mL, respectively, against promastigote and axenic amastigote forms. We isolated
and identified by chromatographic and spectrometric methods and mass
spectroscopy, two thiophenes derivatives: 5-methyl-2, 2 " 5', 2"-terthiophene
(compound A) and 5'-methyl-[5-(4-acetoxy-1-butinil)] -2,2 'bi-thiophene (compound
B). The CCsy value of dichloromethane extract was 50050 pg/mL on J774Gg
macrophages.  Compound A showed ICsy values of 7.7+1.7, 19.024.7 and 370
Mg/ml for promastigote, axenic amastigote and intracellular amastigote forms of L.
amazonensis, respectively, and CCsy value of 37050 pg/mL on J774Gg
macrophages. The compound B showed ICsy values of 21.3+4.4, 28.7+2.6 and 510
pMg/ml for promastigotes, axenic amastigote and intracellular amastigote L.
amazonensis, respectively, and CCg value of 335£15 pg/ml on J774Gg
macrophages. The compounds A and B showed hemolytic index lower than 10%, at
a concentration of 500 pg/mL. Cells of L. amazonensis treated with compounds A



and B and labeled with rhodamine 123 indicated mitochondrial membrane
depolarization caused by the compound A. On the other hand, treatment with
compounds A and B and labeling with propidium iodide indicated no change in the
cytoplasmic membrane. Treatment of cells of L. amazonensis with compound A
caused morphological changes under a scanning electron microscope (SEM) and
Transmission Electron Microscopy (TEM) indicated ultrastructural changes in
mitochondria of the parasite. Cells of L. amazonensis treated with compound B
showed morphological changes by SEM, however, there were no ultrastructural
changes by TEM. Further studies should be realized to elucidate the mechanism of
action of thiophenes derivatives isolated from the species P. ruderale, which may
contribute to the development of new drugs for the treatment of leishmaniasis.

Key-words: Antileishmanial activity, Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., Thiophene

derivatives



SUMARIO

I L0 230] 0100 o T 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oouoeeeececeeeeeeeeese s e sssssssenssanas 12
2.1 Historia da Leishmaniose ou Primeiros Registros da

LeIiShMAaNIOSe .....cooviiiiiiiii e 12
2.2 LeISNMANIA SP. ..ceioeeeeeeee e 13
2.3 Espécies de LeiShmania SP.........ceeueeueeeuiuiiieeeeeiiiie e 14
2.4 Caracteristicas Clinicas das Leishmanioses .............ccccccvvveeeeieennen. 15
2.5 Epidemiologia NO MUNAO ........coiiiiieiiiieiececeeee e 18
2.6 Epidemiologia No Brasil ...........ccooooiiiiiiiii i 19
2.7 Diagndstico Laboratorial .............coooviiiiiiiiiii e, 22
2.8 Diagnostico Diferencial ... 23
2.9 Tratamento ......oooviiiiiiiie i 25
2.10 Alvos para o Desenvolvimento de Novos Farmacos
ANtIleiShMANIA ..... .o 28
2.10.1 Via da Biossintese de ESterois ........cccccceeeeeiiiiiiiieiiieciis 28
2.10.2 Metabolismo dos Folatos ... 29
2.10.3 Via GlCOIICA ....vvveiiiiiiiieiiiiiee e 29
2.10.4 Via das PUriNas ... ... 29
2.10.5 Via das Proteina@ses .......cccccooieiiiieieeeeeieeeeeeeeeee e 30
2.10.6 Via das TOPOISOMEIrASES ......ccceeeeeeeeeeeeieieeeieeiiiiineaee e e e e eeeees 30
2.10.7 Via da Tripanotiona .............uuuuiuieiiiiiiiiieeee e 30
2.10.8 Via do OXido NIFCO ......c.eiveeieeeeeeeeeeeeeeee e, 31
2.10.9 CINetoPIasto ......oeeeiiieiiiie e 31
2.11 Leishmanioses e o Uso de Plantas ...........ccccoooviiiiiiiiiiiiiis 31
2.11.1 Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. ......cccccueeeeeiieeeeeeeeiiiiiianeans 34
S OBUJETIVOS ...t 35
3.1 OBJETIVO GERAL.........ccoiiiiiiiiicrciiissssssesennr s 35

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ........cooeeeeccce e seeeseee e sseeeeenens 36



4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooooooooeeeeeeeeeeeeeeee, 37

5 Thiophene Derivatives with Antileishmanial Activity Isolated from

Aerial Parts of Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass............cc.cceueee. 45

6 ARTIGO lI: Antileishmanial activity of 5-methyl-2,2":5",2"-

terthiophene isolated from Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. is

related to mitochondrion dysfunction in Leishmania amazonensis ..... 59
7 CONCLUSOES ..ot e et ss s sssssnesessas 79
8 PERSPECTIVAS FUTURAS ... s mmmmnnnes 80

APENDICE A - Fluxograma de Extragao, Isolamento e Identificacéo

de Substancias Antileishmania de P. ruderale ........... 81

APENDICE B - Dados Espectroscopicos das Substancias Isoladas .. 82



11

1 INTRODUGAO

Leishmanioses s&o doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania e ocorrem em 88 paises, sendo prevalente nas regides tropicais e
subtropicais (CLEM, 2010). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou as
leishmanioses como uma das principais doengas tropicais e estima que dois milhdes
de novos casos ocorram anualmente (MONZOTE et al., 2007; CLEM, 2010).

Esse grupo de doencas pode ser classificado em: Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral (LV). As manifestacdes clinicas da
doenca dependem de varios fatores: espécie de Leishmania (fatores de viruléncia),
area de aquisicao da infeccao e hospedeiro (sistema imunolédgico). Os sintomas
variam desde lesbes-cutaneas auto-limitadas, a forma mucocuténea severa até a
forma visceral frequentemente fatal (HERWALDT, 1999; MALTEZOU, 2010).

No Brasil, casos de leishmaniose tegumentar séo crescentes desde a década
de 1980, com, em média, 28 mil novos casos por ano. No Estado do Parana, Sul do
Brasil, 3.906 casos humanos foram registrados entre 2000 e 2005 (BRASIL, 2007).

Para o diagnostico, a conduta mais utilizada na pratica é a pesquisa direta de
parasitos e a intradermorreacdo, aliadas ao aspecto clinico da lesdo e ao
antecedente epidemioldgico (BRASIL, 2000; CAMARGO; BARCINSKI, 2003).

O tratamento é feito com antimoniais pentavalentes, na dose de 10 a 20
mg/Kg/dia, durante 20 a 30 dias. As pentamidinas e a anfotericina B sé&o
empregadas como farmacos de segunda escolha. Vale ressaltar que, mesmo com o
tratamento adequado, a ocorréncia de recidivas é frequente. Alguns farmacos
administrados de forma tdpica ou oral tém apresentado resultados satisfatérios,
muito embora sejam necessarios testes clinicos adicionais para se conhecer sua
real eficacia (MARSDEN, 1986; BRASIL, 2000; BRASIL, 2002).

Observa-se que a quimioterapia atualmente disponivel é toxica, cara e causa
graves efeitos adversos. O desafio dos pesquisadores ainda é grande em relagéo a
descoberta de um farmaco ideal (de baixo custo, eficiente, de facil administracéo e
com baixa toxicidade) e sua farmacocinética, devido a natureza intracelular e
localizagdo disseminada do parasita (TIUMAN et al., 2011). Além disso, a maioria
das pessoas em areas endémicas de leishmanioses, depende da medicina
tradicional e natural (MONZOTE et al., 2007).

Diante da problematica que envolve a quimioterapia das leishmanioses, o

grupo de pesquisa em Microbiologia Aplicada aos Produtos Naturais e Sintéticos da
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Universidade Estadual de Maringa (UEM), Parana, tem realizado pesquisas para
avaliacdo da atividade antileishmania de substancias sintetizadas nos laboratorios
do Departamento de Quimica (UEM) (TONIN et al., 2010) e de derivados de plantas
e seus fitoconstituintes (TOLEDO et al., 2011, SANTOS et al., 2008b, BRENZAN et
al., 2007; NAKAMURA et al., 2006; TIUMAN et al., 2005) o que poderao colaborar
para o desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos para um tratamento

mais adequado e eficiente das leishmanioses.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histéria da Leishmaniose ou Primeiros Registros de Leishmaniose

Os primeiros registros iconograficos conhecidos de leishmaniose cuténea
pertencem a ceramica pré-Inca do Peru e do Equador (anos 400-900 d.C.). Neles
podem observar-se faces com narizes mutilados, caracteristicos da leishmaniose
mucocutanea americana. No Velho Mundo (Asia, Africa e Europa) os relatos escritos
da doenga datam do século | d.C. (GREVELINK; LERNER, 1996; CHOI; LERNER,
2001).

S6 cerca de mil anos depois, em 1903, o agente da doenga € descrito pela
primeira vez e em separado por Leishman e Donovan. Era um protozoario
identificado no tecido esplénico de dois doentes residentes na india atingidos por
uma doenca fatal. A doenca era a LV e o seu agente, a espécie agora denominada
Leishmania donovani (HERWALDT, 1999).

Os parasitos do género Leishmania foram independentemente descritos por
Willian Leishman e Charles Donovan, em 1903, mas foram previamente observados
por David D. Cuningham em 1885 e Peter Borovsky em 1989. O género Leishmania
foi proposto por James Wright em 1903 (VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE
SOUZA, 2002).

No Brasil, Alexandre Cerqueira em 1885, na Bahia, foi o primeiro a identificar
a moléstia e a suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores. Gaspar Vianna,
em 1911, propés a denominacéo de Leishmania braziliensis para o0 agente
especifico da LTA no Brasil (VIANNIA, 1912).
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2.2 Leishmania sp.

Os parasitas do género Leishmania tém um ciclo de vida heteroxénico,
(Figura 1) alternando entre as formas promastigota e amastigota (SAAR;
RANSFORD; WALDMAN, 1998).

As formas promastigotas sdo adaptadas para se reproduzirem em ambientes
de baixa concentracdo de glicose como aqueles encontrados no intestino dos
flebotomineos. S&o células flageladas, infectam o inseto vetor, multiplicam-se e
também infectam os vertebrados (SACKS, 1992).

As formas amastigotas sdo capazes de infectar os macréfagos do hospedeiro
vertebrado e persistem no fagolisossomo por um longo tempo, sem serem
destruidas (MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004). S&o estruturas
arredondadas ou ovaladas, sem flagelos exteriorizados, parasitam o hospedeiro
vertebrado em seu sistema linfomonocitario, alojando-se nos fagossomos dos
monocitos, histiocitos e macréfagos onde vivem e se multiplicam por divisdo
assexuada até romperem a célula. Disseminam-se pela via hematogénica e linfatica,
iniciando uma reacao inflamatéria e proporcionando a atragdo de outros macrofagos
gerando um ciclo vicioso (LAINSON; SHAW, 1992; RASO; GENARO, 1994).

A alternancia entre as duas fases depende, basicamente, da expressao de
proteinas estagio-especificas, que sado cruciais para as adaptagcdes metabdlicas
frente as diferentes fontes de nutrientes, bem como para as alteragbes morfologicas
necessarias para a sobrevivéncia dentro do inseto e hospedeiros vertebrados
(BENTE; HARDER; WIESGIGL, 2003).
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Figura 1 — Ciclo de Vida da Leishmania sp.
Estagios no flebotomineo Estagios no homem

o " O flebotomineo faz o
repasto sanguineo Promastigotas sao fagocitadas por

’ macrofagos

Promastigotas se transformam em
amastigotas dentro dos macrofagos

Dividem-se no intestino e
migram para a probdscide

'

NG

o Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino

L
?Zf;;‘@\

Ingestdo da célula .
o parasitada [

Amastigotas se multiplicam em células
{incluindo macréfagos) de varios tecidos

" O flebotomineo faz um repasto sanguineo
(ingere macrofagos infectados com
A: Estagio Infectivo amastigotas)

A= Estagio Diagnéstico s e
http./Amrww.dpd.cde. gov/dpdx
A leishmaniose é transmitida pela picada das fémeas de flebotomineos infectados. Os
flebotomineos injetam o parasito que esta na fase infectante (ou seja, as promastigotas) de sua
probdscide durante o repasto sanguineo. 1) Apds a picada do fletobomineo, formas promastigotas
sdo fagocitadas por macréfagos 2) e outros tipos de células fagociticas mononucleares. Formas
promastigotas se transformam em amastigotas, 3) que se multiplicam por divisdo binaria e
prosseguem infectando outras células fagociticas mononucleares. 4) Parasita, hospedeiro, e outros
fatores definem se a infecgéo se torna sintomatica e se resultara em LTA ou LV. Flebotomineos se
tornam infectados pela ingestdo de células infectadas durante o repasto sanguineo (5 e 6) Nos
flebotomineos, formas amastigotas se transformam em promastigotas e se desenvolvem no intestino
(no intestino posterior para Leishmania do subgénero Viannia, no intestino médio para os do
subgénero Leishmania), e migram para a proboscide.
Fonte: CDC, 2010a.

2.3 Espécies de Leishmania sp.

No Velho Mundo, as leishmanioses sdo causadas principalmente por
Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania tropica, Leishmania major e
Leishmania aethipica e sdo transmitidas por espécies de Phlebotomus, enquanto no
Novo Mundo, principalmente por Leishmania peruviana, Leishmania chagasi,
Leishmania mexicana e Leishmania braziliensis e sao causadas por flebotomineos
do género Lutzomyia e Psychodopygus (ARORA; ARORA, 2007; YOUSSEEF et al.,
2009).
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2.4 Caracteristicas Clinicas das Leishmanioses

As Leishmanioses sao classificadas nos tipos Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e Visceral (LV). Leishmaniose Cutédnea é comumente causada por
L. tropica, L. aethiopica, complexo L. mexicana, L. braziliensis e L. peruviana
enquanto a Leishmaniose Visceral € causada por L. donovani, L. infantum que
causam LV infantil e L. chagasi que causa a LTA (ANDREDE-NARVAEZ et al., 2005;
KUMAR et al., 2008).

A leishmaniose cutanea (LC) é definida pela presenca de lesdes
exclusivamente na pele, que se iniciam no ponto de inoculagdo das promastigotas
infectantes, através da picada do vetor, para qualquer das espécies de Leishmania
causadoras da doenca. A lesdo primaria € geralmente unica, embora eventualmente
multiplas picadas do flebotomineo ou a disseminagcdo local possam gerar um
numero elevado de lesbes (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Surge ap6s um periodo
de incubacao variavel de 10 dias a trés meses, como uma papula eritematosa que
progride lentamente para ndédulo. Acompanha-se de adenopatia regional, com ou
sem linfangite, em 12 a 30% dos casos. Com a evolugado, ganha destaque o notavel
polimorfismo das lesdes sendo possivel encontrar formas impetigoide, liquenodide,
tuberculosa ou lupoide, nodular, vegetante e ectimatdide. S&do frequentes as
ulceragcdes com bordas elevadas, enduradas e fundo com tecido de granulacéo
grosseira, configurando a classica lesdo com borda em moldura (Figura 2-A). O
quadro é normalmente assintomatico, predominando nas &reas corporeas
descobertas e se instala em pacientes de areas endémicas ou que la estiveram
recentemente. Na maioria dos casos, a infecgdo progride e, apdés um periodo de
laténcia clinica de varios meses de duragcdo, surgem as lesbes cutaneas e/ou
mucosas, consequentes a disseminagcao hematogénica e/ou linfatica do parasita
(FURTADO, 1994).

A Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (Figura 2-B), também denominada de
espundia, é condicao de dificil tratamento e prognostico quanto a possibilidade de
cura. Esta associada a L. braziliensis, na maioria dos casos ocorrendo em um
intervalo de tempo variavel ap6s a instalacédo da lesao cutanea inicial. Os fatores
que contribuem para que uma doenca inicialmente cutanea evolua para essa forma

tardia ndo estao totalmente esclarecidos, mas sabe-se que a demora na cicatrizagéo
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da lesdo primaria e tratamento inicial inadequado podem estar associados
(MARSDEN, 1986; OMS, 1990; CARVALHO et al., 1995).

O acometimento mucoso pode surgir com a leséo cutédnea ainda em atividade
ou anos apoOs sua cicatrizagdo. Dentre as lesdes mucosas distinguem-se as
seguintes variedades: forma Uulcero-infiltrante, poliposa e terebrante. Na quase
totalidade dos casos a LM acomete a mucosa nasal, com importante
comprometimento do septo, seguindo-se, em ordem de freqiéncia, o envolvimento
da mucosa oral. Em ambos os casos o risco de deformidades permanentes é
consideravel (GREVELINK; LERNER, 1996; PEARSON; SOUSA, 1996).

Entre as formas menos comuns de LTA encontra-se a Leishmaniose
Cutaneo-difusa (LCD) (Figura 2-C), situada no poélo anérgico da doenca, em
oposigao a forma polar resistente representada pela LMC e parte das leishmanioses
cutédneas localizadas (LCL) (CONVIT et al, 1993). Suas lesbes nodulares e
infiltragbes cuténeas pronunciadas simulam um quadro de hanseniase virchowiana
(PEARSON; SOUZA, 1996; GREVELINK; LERNER, 1996). As lesbes, via de regra,
nao cicatrizam espontaneamente e sao classicamente resistentes ao tratamento
medicamentoso (OMS, 1990; COSTA et al., 1992).

A Leishmaniose Cuténea Disseminada (LCD) (Figura 2-D), é caracterizada
por lesbes multiplas, geralmente ulceradas, distribuidas por diversas areas do
tegumento, distantes do sitio de inoculagédo primaria (MARZOCHI, 1992). As lesdes
podem ser muito numerosas (CARVALHO et al., 1994) mas respondem ao
tratamento medicamentoso habitual. A forma disseminada usualmente apresenta a
imunidade celular preservada, evidenciada pela positividade da intradermorreacéo

de Montenegro.
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Figura 2 — 2A: Leishmaniose Cutanea; 2B: Leishmaniose Mucocutanea ; 2C: Leishmaniose Cutanea
Difusa; 2D: Leishmaniose Cuténea Disseminada

Fonte: GONTIJO; CARVALHO, 2003

LV é a forma mais grave de leishmaniose. A infeccdo com espécies de
Leishmania viscerotropicas usualmente resulta em doencga assintomatica ou suave,
seguida por cura espontdnea. Somente um a cada 30-100 casos desenvolvem LV
tipica. Fatores predisponentes ao desenvolvimento de LV tipica incluem jovens, mal
nutridos, pobreza, imunodeficiéncia e alta carga parasitaria (MALTEZOU, 2010).

A progressao para LV tipica geralmente leva 2 a 8 meses ou ocasionalmente
mais tempo, entretanto, casos de infeccdo apds 2 semanas tem sido reportados
(MALTEZOU, 2010). Tipicamente, o paciente desenvolve febre, fraqueza, anorexia,
perda de peso, palidez, hepatoesplenomegalia (geralmente com predominéancia de
esplenomegalia), linfoadenopatia e deterioragcdo progressiva (KAFETZIS;
MALTEZOU, 2002) (Figura 3). Em geral, pacientes quase sempre apresentam febre,
hepatoesplenomegalia e trombocitopenia (MALTEZOU et al., 2000).
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Figura 3 - Leishmaniose Visceral: Hepatoesplenomegalia

Fonte: EVANS, REIS, ALENCAR, 1985.

Criancas também podem apresentar crescimento retardado. Achados tardios
incluem epistaxe, hemorragia gengival, distensdo abdominal, edema e ascite.
Achados laboratoriais incluem anemia normocitica e normocrédmica, neutropenia,
trombocitopenia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia e aumento das
transaminases hepaticas (MALTEZOU et al., 2000). Ocasionalmente, a LV pode se
manifestar como hepatite aguda, colecistite, sindrome hemofagocitica e Sindrome
de Guillain-Barré (KAFETZIS; MALTEZOU, 2002). Se nao tratada, a LV é quase
sempre fatal. A morte € causada por hemorragia, anemia severa ou infeccéo
secundaria (MALTEZOU, 2010).

2.5 Epidemiologia no Mundo

No geral, as leishmanioses sdo encontradas em regides especificas de 88
paises. Alguns destes paises s&o responsaveis pela maior parte dos casos
mundiais: mais de 90% dos casos de LC ocorrem em regides do Afeganistéo,
Argélia, Ira, Iraque, Arabia Saudita e Siria (no Velho Mundo), no Brasil e Peru (no
Novo Mundo); mais de 90% dos casos de LV ocorrem em regibes da india,
Bangladesh, Nepal, Sudéo e Brasil. O numero de novos casos de LC e o de LV a

cada ano esta em torno de 1,5 milhdo e 500.000, respectivamente (CDC, 2010b).
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A distribuicdo geografica da leishmaniose é limitada as areas de distribuicao
natural do mosquito, o vetor de doenca. O desenvolvimento econémico, a
urbanizacdo generalizada, o desmatamento e desenvolvimento de novos
assentamentos, além da migragdo das zonas rurais para as urbanas, séo

responsaveis pela propagag¢éo do mosquito (WHO, 1998).

Figura 4 - Distribuicdo da Leishmaniose Cutanea no Novo e Velho Mundo (esquerda) e Visceral no
Novo e Velho Mundo (direita). As areas afetadas estdo marcadas em vermelho de acordo com a
OMS

Fonte: SANTOS et al., 2008a.

2.6 Epidemiologia no Brasil

No Brasil, a LTA é uma das afec¢cbes dermatoldégicas que merece mais
atencdo, devido a sua magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia de
deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo envolvimento
psicoldgico, com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na maioria
dos casos, pode ser considerada uma doenca ocupacional (BRASIL, 2007).

Apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides
brasileiras. A partir da década de 80, verifica-se aumento do numero de casos
registrados, variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995). Observam-se picos de
transmissao a cada cinco anos, apresentando tendéncia de aumento do numero de
casos, a partir do ano de 1985, quando se solidifica a implantacdo das agdes de
vigilancia e controle da LTA no pais (BRASIL, 2007) (Figura 5).
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Figura 5 - Casos notificados de leishmaniose tegumentar americana, Brasil — 1980 a 2005.
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Fonte: BRASIL, 2007

Considerando o indicador da densidade de casos de LTA (numero de casos
de LTA por sz), identificou-se no periodo de 2001 a 2003, 24 circuitos de produgéo
da doenca de importancia epidemiolégica no Brasil (Figura 6 e Tabela 1), o que
representa 75% (21.537) do total de casos registrados em 2004 (28.569) (BRASIL,
2007).

Figura 6 - Densidade de Casos (2004) e Circuitos de LTA por Municipio, Brasil — 2001 a 2003.
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Fonte: BRASIL, 2007
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No Estado do Parana, Sul do Brasil, 3.906 casos humanos foram registrados
entre os anos de 2000 e 2005. A transmissdo autéctone € encontrada em trés
regides: no Vale da Ribeira, onde a doenca foi registrada por mais de um século,
com 49 casos humanos de 2000 a 2005; na regiao Central, onde a leishmaniose tem
sido reportada somente desde 2002, com 116 casos, e na regido Norte do Estado,
onde houve um surto de LC em 1994 (BRASIL, 2007).

Tabela 1 - Indicadores Epidemiolégicos de 2004 nos Circuitos de Produc&o de Leishmaniose
Tegumentar Americana (2001 — 2003), Brasil

CIRCUITO TX. Detecgao Dens. Casos % casos masc % casos % f. mucosa % diag. %

<10 anos Clinico abandono

1 (MA) 45,39 370,32 27,20 5,68 3,59 7,03 0,75

2 (MA) 162,35 301,42 23,35 1,72 1,72 5,55 0,92

3 (PA) 197,54 25,28 85,34 5,21 4,89 14,33 2,93

4 (PA/TO/MA) 295,03 551,84 19,562 1,68 0,48 3,12 0,88
5 (MG) 135,0 181,32 55,99 13,92 7,12 12,72 4,21

6 (MG) 3,17 304,75 65,49 9,86 4,93 11,97 0,70

7 (MGIES) 0,03 236,04 59,06 13,77 9,78 15,58 3,62

8 (RJ/SP) 2,64 395,74 57,94 13,10 9,13 17,06 4,76

9 (SP) 1,13 165,02 10,87 9,78 9,78 19,57 2,17

10 (PR) 9,29 240,45 64,79 14,08 5,63 14,08 0,00

11 (PR) 26,95 187,83 81,88 8,05 10,07 16,11 0,67

12 (RO/AC/AM) 831,40 83,14 67,83 22,55 5,94 11,64 3,00
13 (AM/RR) 98,72 177,53 72,74 18,00 6,34 13,29 3,25
14 (PA/AP) 196,23 62,24 79,44 12,32 5,59 14,97 3,87
15 (PA) 179,69 17,97 78,37 15,38 5,29 14,42 3,37

16 (PA) 188,71 86,03 80,24 8,78 5,79 12,08 3,49

17 (RO/AM/MT) 217,70 64,92 88,31 4,28 3,72 12,14 3,58
18 (RR) 27,25 109,02 87,10 8,06 6,45 11,29 1,61

19 (PA/MT) 293,10 49,10 89,86 2,88 6,51 16,33 4,38
20 (DF/GO) 2,74 245,44 71,43 9,562 1,59 11,11 3,17
21 (CE/PI) 35,31 341,02 54,37 14,88 6,31 16,21 2,8
22 (CE/PE) 38,88 381,12 49,76 16,10 9,27 17,56 1,46
23 (PB/PE/AL) 32,27 408,19 62,11 22,63 5,79 16,84 3,68
24 (BA) 64,77 323,76 60,79 13,43 5,52 14,91 2,97

Fonte: BRASIL, 2007
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2.7 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico laboratorial baseia-se principalmente na pesquisa de parasitos
em esfregaco de lesdes apds a coloragéo por Giemsa. Utiliza-se para a coleta do
material a escarificacdo do bordo da lesao, biépsia do bordo com impresséo por
aposicdo em lamina de vidro e/ou puncdo aspirativa da lesdo. Pode-se realizar o
diagnéstico de forma indireta, pela mensuragéo da resposta imune celular com a
injecao intradérmica de antigenos do parasita (intradermorreacédo de Montenegro),
que deve ser medida entre 48 a 72 horas, sendo consideradas positivas as reacdes
com area de enduracdo maior do que 5 mm. Em laboratérios de maior
complexidade, podem ser realizados outros exames, tais como o histopatoldgico
(coloragdo pela hematoxilina-eosina e wuso de anticorpos marcados com
imunoperoxidase para deteccédo do parasito), cultivo in vitro (empregando-se meio
NNN bifasico), in vivo (empregando-se hamster), sorologia (através da
imunofluorescéncia, ELISA e aglutinagéo direta) e PCR (Reagéo da Polimerase em
Cadeia) (CAMARGO; BARCINSKI, 2003; SINGH; SIVAKUMAR, 2003) com
resultados em geral satisfatérios (FABER et al., 2003; VEGA-LOPES, 2003). Na
pratica, a conduta mais utilizada é a pesquisa direta de parasitos e a
intradermorreacdo (BRASIL, 2000; CAMARGO; BARCINSKI, 2003) aliadas ao

aspecto clinico da lesédo e ao antecedente epidemiolégico (Figura 7; Tabela 2).

Figura 7 — Aspectos a serem considerados para o Diagnéstico das Leishmanioses
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Fonte: GONTIJO; CARVALHO, 2003.
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Tabela 2 — Métodos para o Diagnostico Laboratorial das Leishmanioses

Métodos

Caracteristicas

Exame Histologico
Raspagem, bidpsia ou aspirado

Cultura
Em meios Scheneider, Drosophila ou NNN

Técnicas Moleculares
PCR
Detecgao de Antigeno (uso de anticorpos
monoclonais)
Hibridizacdo de DNA (para deteccédo de genoma)

Reacgé&o de Montenegro

Testes Sorologicos
ELISA, IFA, DAT, Strip Tests

Método comumente mais utilizado e mais facil;
demonstragdo de amastigotas no esfregaco ou
amostra de bidpsia ou promastigotas no aspirado

Nao-confiaveis, os micro-organismos séo dificeis
de serem isolados especialmente se as lesdes
sdo antigas; resultados podem levar de 1 a 3
semanas, dependendo da carga parasitaria

Permite a identificacdo das espécies; util no
acompanhamento de pacientes apo6s o
tratamento; ndo estdo amplamente disponiveis
em regides endémicas; caro; hdo empregado na
pratica; ainda somente como ferramenta na

pesquisa

Depende do tipo de resposta de
hipersensibilidade tardia apdés a injecéo
intradérmica de promastigotas mortas; pode

produzir resultados positivos em 3 meses apoés o
aparecimento de lesdes; resultado é considerado
positivo se enduracdo de Smm se desenvolve
apos 48 h.

Notas importantes: ndo detecta infeccao aguda;
reacdo nao pode ser realizada em
imunocomprometidos

quase 70% da populagdo em areas endémicas
resultardao em teste positivo; ndo aprovados para
uso nos Estados Unidos.

A detecgéo de anticorpos do soro pode ser util
no diagnodstico da leishmaniose visceral, mas
ndo para a cutanea.

Nota: DAT: Direct Agglutination Tests; ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFA: Indirect
Immunofluorescence; NNN, Novy-MacNeal-Nicolle; PCR, Polymerase Chain Reaction
Fonte: MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010.

2.8 Diagnostico Diferencial

O diagnéstico diferencial da leishmaniose varia de acordo com a forma clinica
e a area de aquisicdo da infeccdo. A LV deve ser suspeitada em pessoas que
relataram viagem a uma area endémica e uma inexplicavel doenca febril,
especialmente quando hepatoesplenomegalia e trombocitopenia estdo presentes.
Devido ao longo periodo de incubacédo das leishmanioses, € fundamental para os
médicos considerar relatos de viagens para areas endémicas ocorridas ha varios
meses ou anos. Fatores de risco para a infeccdo HIV devem ser considerados,
incluindo contatos sexuais, uso de drogas por via intravenosa e transfusbes de
sangue obtidas no exterior (MARKLE; MARKHOUL, 2004).
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O exame microscopico de esfregagos de aspirados de medula 6ssea € o
método de referéncia para o diagnostico da LV, e a sensibilidade deste método é
maior do que 90% em criangas e cerca de 70% em adultos. A taxa de sensibilidade
€ aumentada (> 95%) quando sao empregados aspirados do bago; entretanto, num
contexto de profunda trombocitopenia, a amostragem de bag¢o pode provocar risco
de vida por hemorragia (KAFETZIS; MALTEZOU, 2002; BOELAERT et al., 2007).

O diagnostico também pode ser confirmado com métodos moleculares
utilizando diferentes espécimes clinicos (sangue periférico, medula éssea, bacgo),
com elevadas taxas de sensibilidade e especificidade (BOALAERT et al., 2007; VAN
DER MEIDE et al.,, 2008). Os testes sorolégicos (Teste de Aglutinagcdo Direta,
Enzimaimunoensaio e Imunofluorescéncia Indireta) sdo empregados quando outros
métodos n&o estao disponiveis, com alta sensibilidade e especificidade. Os valores
de cut-offs podem depender da area e das taxas de prevaléncia de infecgbes
assintomaticas (MALTEZOU, 2010). Como regra, anticorpos IgG permanecem
detectaveis por varios anos ap6s o tratamento adequado. Portanto, testes
soroldgicos ndo devem ser usados para casos de recidivas (PAVLI; MALTEZOU,
2010).

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é util para o diagnostico da LC e
LM devido a baixa carga parasitaria. PCR € o método mais comum disponivel
atualmente para o diagnostico espécie-especifico das leishmanioses, o que é
fundamental para a escolha do tratamento adequado (MALTEZOU, 2010). A LC
deve ser diferenciada das ulceras traumaticas, de estase, por diabetes, por anemia
falciforme, das piodermites, da paracoccidiodomicose, da esporotricose,
cromoblastomicose, das neoplasias cutaneas, da sifilis e da tuberculose. A LCD
deve ser diferenciada da hanseniase virchowiana.

A LM deve ser diferenciada das seguintes patologias: paracoccidiodomicose,
hanseniase virchowiana, rinoscleroma, sarcoidose, bouba, sifilis terciaria, granuloma
médio facial e neoplasias (BRASIL, 1994; BRASIL, 2002; SINGH; SIVAKUMAR,
2003). As leishmanioses devem ser diferenciadas de outras doencas que podem

apresentar sinais e sintomas semelhantes (Tabela 3).
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Leishmaniose Visceral Leishmaniose Cutdnea e Mucosa
Febre Tiféide Tuberculose
Brucelose Infeccao Bacteriana n&o-tuberculosa
Endocardite Bacteriana Subaguda Hanseniase
Tuberculose Miliar Sifilis
Mononucleose Infecciosa Bouba
Malaria Actinomicose
Sindrome Esplenomegalica Tropical Micoses (blastomicoses, coccidioidomicose,
Histoplasmose histoplasmose)
Esquistossomose Infecgdo bacteriana
Tripanossomiases Infecgdo apos picada de inseto
Leucemia Sarcoidose
Linfoma Cancer de pele
Ma nutricéo Po6lipo Nasal

Desvio de Septo

Fonte: PAVLI; MALTEZOU, 2010

2.9Tratamento

Um agente antileishmania ideal deveria ser eficaz, seguro, de facil

administragcado e de preco acessivel. Na pratica, no entanto, este agente ndo esta
disponivel (PAVLI; MALTEZOU, 2010). A Tabela 4 contém os farmacos que sao

empregados no tratamento convencional das leishmanioses.

O farmaco de primeira escolha € o antimonial pentavalente, que foi

padronizado pela OMS na dose entre 10 a 20 mg/Sb*°/Kg/dia (Sb*® significando

antimdnio pentavalente), por 20 a 30 dias (BASANO; CAMARGO, 2004).
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Tabela 4 - Farmacos que sdo empregados no tratamento convencional das leishmanioses

Nome Estrutura 2-D Férmula Massa
Comercial Quimico Quimica Molar
(g/mL)

COOH COOH

Pentostan®  Estibogluconato C12H3sNasO26Sb2.  910,9

de Sodio

Fungizona  Anfotericina B Ca7H73NO47 924,084

HO.. (\__ " NH,
Humatina Sulfato de /_d OH C23HarNsO15S 615,629
Paromomicina NH, 0
. ,OH
: HIHNH?
\OH

N NH

Pentamidina Isotionato de OCH{CHCHy C1gH24N4O5 340,42
Pentamidina o i,
’

CH,NHCH; CH,0H

H(|:0 OCH
|
HCO OCH
| >%
Glucantime Antimoniato de HCO OCH C14H29040N>Sb 507,01
Meglumina J |
HCOH H(|Z‘0H
HCOH H(|:0H
CH,OH CH,NHCH;

Fonte: SANTOS et al., 2008a

A experiéncia com antimoniais por quase 70 anos indica uma taxa de eficacia
maior do que 90-95% e baixas taxas de mortalidade e recidivas no paciente
(MINODIER et al., 1998; MALTEZOU et al., 2000; RITMEIJER et al., 2006). Uma

vantagem é seu baixo custo; as principais desvantagens incluem a administracao
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por via intramuscular por periodos prolongados (20 mg/kg por 21 a 30 dias), e
efeitos adversos, tais como: arritmias cardiacas, aumento das transaminases
hepaticas séricas, pancreatite e pneumonites (MALTEZOU et al., 2000; MALTEZOU,
2008).

A anfotericina B tem uma excelente atividade antileishmania, com taxas de
cura maiores do que 90% na India empregando-se uma dose de 0,75 mg/kg por 15
dias para LV (SUNDAR et al., 2007). As recidivas séo raras, exceto entre pacientes
HIV positivos. Devido a administracdo, hospitalizacdo prolongada e frequentes
efeitos adversos (nefrotoxicidade, hipocalemia, febre e calafrios), o tratamento
convencional empregando anfotericina B n&o oferece vantagens sobre os
antimoniais pentavalentes (MALTEZOU, 2008). Entretanto, formula¢des lipidicas de
anfotericina B (anfotericina B lipossomal, complexo lipidico de anfotericina B, e
anfotericina B dispersa em colesterol) agem seletivamente no sistema reticulo-
endotelial do hospedeiro (onde os parasitas se replicam) oferecendo a vantagem de
aumentar a eficacia no local com uma toxicidade sistémica limitada (MALTEZOU,
2010).

A pentamidina, uma diamina aromatica, pode ser usada como alternativa aos
antimoniais e devido a longa experiéncia em relacédo a eficacia e seguranga, é
considerada o agente de primeira escolha para L. guyanensis na Guiana Francesa,
Suriname e Brasil. A pentamidina € administrada numa dose de 300 mg uma vez por
semana durante 3 a 5 semanas (BLUM; HATZ, 2009). A elevagdo da enzima
creatinina kinase tem sido relatada quando sdo empregadas doses muito elevadas,
portanto, a creatinina kinase e a funcéo renal devem ser avaliadas antes de cada
aplicacao (BLUM; HATZ, 2009).

A miltefosina & o primeiro farmaco antileishmania oral. E considerada
teratogénica. Estudos preliminares indicaram resultados promissores com o uso da
miltefosina para LC e LM no Novo Mundo, numa dose de 2,5 mg/Kg/dia durante 28
dias. Os efeitos adversos mais frequentes sédo: nauseas, vomitos, enjdos, dores de
cabeca e diarréias. A elevagdo dos niveis de creatina kinase e transaminases
também tem sido reportada (SUNDAR et al., 2007; BLUM; HATZ, 2009).

Os imidazois e triazéis relacionados estruturalmente (fluconazol, itraconazol e
cetoconazol) também indicaram atividade antileishmania. Eles podem ser
administrados oralmente e tem um bom perfil de seguranga, entretanto, sao efetivos

contra um numero limitado de espécies de Leishmania (BLUM; HATZ, 2009).
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Atualmente, a anfotericina B lipossomal é o farmaco de escolha para a LV na
Europa e Estados Unidos e em outros paises industrializados pelo efeito rapido e
taxas de cura proximas a 100%, num tratamento de 3 a 5 dias e custo reduzido
(OLLIARO et al., 2005).

As leishmanioses, por mais de um século tem sido tratadas principalmente
com os antimoniais pentavalentes. E um grupo de doengas que representa um
problema significativo a nivel mundial. O desafio ainda é grande em relacédo a
descoberta de um farmaco ideal (de baixo custo, eficiente, de facil administragao e
com baixa toxicidade) e sua farmacocinética, devido a natureza intracelular e
localizac&o disseminada do parasito. O potencial de alguns transportadores coloidais
de farmacos, tais como emulsdes, lipossomas e nanoparticulas sdo de grande
interesse, principalmente por serem versateis e por apresentarem vantagens
atrativas no contexto das doencgas parasitarias. A moderna tecnologia envolvendo
novos sistemas de transporte de farmacos deveria ser empregada pelas industrias
farmacéuticas, o que poderia acarretar em melhor uso das plantas e seus extratos,
bem como para o desenvolvimento de novos farmacos sintéticos e semi-sintéticos
(TIUMAN et al., 2011).

2.10 Alvos para o Desenvolvimento de Novos Farmacos Antileishmania

O desenvolvimento de novos farmacos antileishmania através da identificagao
de diferencas metabdlicas e bioquimicas existentes entre o hospedeiro vertebrado e
0 parasito podem ser explorados como possiveis alvos. (SHUNKLA et al., 2010).

Alguns dos principais alvos sao:

2.10.1 Via da Biossintese de Esterois

Os esterois sdo componentes importantes da membrana celular que sao vitais
para a fung¢ao celular e manutencéo da estrutura celular. Ao contrario das células de
mamiferos, que tém colesterol como os principais esteréis da membrana, os
tripanossomatideos sintetizam ergosterol e outros 24-metil esterdis, que sé&o

necessarios para o seu crescimento e viabilidade. Estes esterdis estdo ausentes nas
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células dos mamiferos. Portanto, a via de biossintese de esterodis da Leishmania é
considerada um importante alvo (CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

2.10.2 Metabolismo dos Folatos

A via dos folatos tem como alvo principal a enzima diidrofolato redutase
(DHFR), que faz a redugé&o do acido diidrofélico a acido tetraidrofélico, usando
NADPH com cofator. Muitos pesquisadores trabalham em busca de compostos que
atuem inibindo a (DHFR), prejudicando, assim, esta via metabdlica (BECK;
ULLMAN, 1991)

2.10.3 Via Gilicolitica

O metabolismo energético de tripanossomatideos depende das fontes de
carbono disponiveis no hospedeiro vertebrado. A glicolise é a unica fonte de geragao
de adenosina trifosfato (ATP) (OPPERDOES, 1987). Sete das enzimas glicoliticas
sao compartimentalizadas nos peroxissomas e glicossomas, que sao caracteristicas
exclusivas de tripanossomatideos. A compartimentalizagdo de enzimas glicoliticas
nos glicossomas em Leishmania e sua grande distancia filogenética dos hospedeiros
vertebrados conferem as espécies de Leishmania caracteristicas peculiares. Estes
recursos podem ser explorados através do desenvolvimento de inibidores
especificos na base da estrutura das enzimas parasitarias (CHAWLA; MADHUBALA,
2010).

2.10.4 Via das Purinas

Aos protozoarios, inclusive nas do género Leishmania, faltam enzimas para
sintetizar nucleotideos puricos, portanto, eles dependem de um sistema de captacgéo
de purinas dos hospedeiros vertebrados. As bases puricas séo translocadas através
da superficie da célula do parasito através de transportadores (CHAWLA,
MADHUBALA, 2010).
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Dois transportadores especificos que tém sido bem documentados de
Leishmania s&o LANT1 (presente nas formas promastigotas e amastigotas) e LANT2
(presente em amastigotas) (VASUDEVAN et al 1998; CARTER et al 2000). LANT1 &
responsavel pelo transporte de adenosina e nucleosideos pirimidinicos, LANT2
transporta nucleosideos puricos (inosina e guanosina) (VASUDEVAN; ULLMAN;
LANDFEAR, 2001).

2.10.5 Via das Proteinases

As proteinases sao classificadas em quatro tipos principais: cisteina, serina e
aspartato-proteinases e as metalo-enzimas. O nome da enzima é dado de acordo
com o residuo presente no sitio ativo. Nos protozoarios, a proteinases mais
caracterizadas sédo as cisteina-proteinases que sdo homoélogas as catepsinas dos
mamiferos. As cisteina-proteinases tém atraido a atengdo como potenciais alvos de
farmacos devido ao seu papel na interagdo parasito-hospedeiro, como fator de
viruléncia e por serem estruturalmente diferentes dos mamiferos (CHAWLA,;
MADHUBALA, 2010).

2.10.6 Via das Topoisomerases

As topoisomerases sao enzimas que exercem funcdo em muitos processos
essenciais tais como na replicagdo, transcricdo, recombinagao e reparo do DNA.
Sao amplamente classificadas como topoisomerases do tipo | e Il que quebram a fita

simples e dupla do DNA, respectivamente (DAS et al., 2004).

2.10.7 Via da Tripanotiona

A tripanotiona é uma molécula chave contra o estresse oxidativo em espécies
de Trypanosoma e Leishmania. E crucial para a manutencdo do potencial redox e,
portanto, essencial para a sobrevivéncia do parasito. A sintese da tripanotiona é

catalizada por duas enzimas: tripanotiona sintetase (TS) e tripanotiona redutase
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(TR). A TS catalisa a sintese de duas moléculas de glutationa e espermidina. A
tripanotiona € entdo mantida na forma reduzida pela enzima TR na presenga de
NADPH (FAIRLAMB et al., 1985). Nos mamiferos, a manutengao deste potencial
redox é realizada pela via glutationa/glutationa redutase. Esta diferenca é alvo de
estudo de novos farmacos inibidores desta via metabdlica (CASTRO-PINTO et al.,
2004).

2.10.8 Via do Oxido Nitrico

Dentre as vias potenciais estudadas para a agao de farmacos antileishmania,
existe a via do 6xido nitrico. Com a verificacdo da produc¢ao de 6xido nitrico por L.
amazonensis, testes vém sendo realizados a procura de farmacos, que atuem
inibindo essa producdo. Os dados indicam a existéncia de verdadeiro cross-talk
envolvendo a 6xido nitrico sintase (NOS) para que o parasita se proteja do ambiente
hostil do macréfago (GENESTRA et al., 2003).

2.10.9 Cinetoplasto

Os tripanossomatideos apresentam uma caracteristica nao-usual, um DNA
mitocondrial organizado em mini e maxicirculos, conhecido como DNA do
cinetoplasto (KDNA). A replicagdo do kDNA é um processo complexo que envolve
muitas proteinas. Algumas delas séo classificadas como topoisomerases e exercem
papel bioldgico essencial, ndo somente na sintese do kDNA, mas também na
dinamica da formacéo da rede do kDNA, constituindo o principal alvo para farmacos
que atuam no cinetoplasto (MOTTA, 2008).

2.11 Leishmanioses e o Uso de Plantas

A OMS classificou as leishmanioses como umas das principais doencas

tropicais. A terapia disponivel atualmente €& téxica, cara e causa varios efeitos
adversos (MONZOTE et al., 2007).



32

Sao consideradas doengas negligenciadas. Doengas negligenciadas sé&o
aquelas que n&o sO prevalecem em condicbes de baixas condi¢des socio-
econdmicas, mas também contribuem para a manutencdo do quadro de
desigualdade, ja que representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises.
Segundo dados da OMS, mais de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma
ou mais doencas negligenciadas, o que representa um sexto da populagcdo mundial.
Embora exista financiamento para pesquisas relacionadas as doencgas
negligenciadas, o conhecimento produzido ndo se reverte em avangos terapéuticos,
como, por exemplo, novos farmacos, métodos diagnésticos e vacinas. Uma das
razdes para esse quadro € o baixo interesse da industria farmacéutica nesse tema,
justificado pelo reduzido potencial de retorno lucrativo para a industria, uma vez que
a populacgéo atingida é de baixa renda e presente, em sua maioria, nos paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2010).

Devido a limitada disponibilidade de medicamentos eficazes, a maioria das
pessoas em areas onde a doenca é endémica depende em grande parte dos
tratamentos da medicina tradicional e popular para aliviar os sintomas (CHAN;
PENA, 2001; MONZOTE et al., 2007).

Os produtos naturais sdo potenciais fontes de ampla variedade de
substancias bioativas com uma notavel diversidade e acessibilidade na natureza.
Recentemente, o Programa de Doencas Tropicais da OMS, com o Programa de
Pesquisa de Novos Farmacos, considerou como prioridade a pesquisa
farmacolégica envolvendo plantas (CHAN; PENA, 2001). Amplos estudos da
atividade de produtos naturais antileishmania durante os ultimos anos foram
realizadas. Recentemente, os maiores avangos neste campo tém sido revisados por
Polonio e Efferth (2008), Monzote (2009), Tiuman et al. (2011) que listaram plantas
e produtos derivados de plantas que apresentaram atividade antileishmania (Tabela
5).



33

Tabela 5 — Produtos Naturais que apresentaram Atividade Antileishmania

Composto Fonte Natural Atividade Antileishmania Referéncia
2,6 -dihidroxi-4 - Piper aducum Atividade in vitro contra Caio et al., 1999
metilchalcona promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis
Alcaléide 6- Zanthoxylum Atividade in vitro em camundongos Ferreira et al., 2002
cantinona chiloperone BALB/c  infectados com L.
amazonensis
Atividade in vitro contra Delorenzi et al.,
Coronaridina Peschiera promastigotas e amastigotas de L. 2001
australis amazonensis

Atividade in vitro e in vivo contra L. Chen et al., 1993

Lincochalcona A Chinese licorice  major e L. donovani
Mesabalideo Il Maesa balansae Atividade in vitro e in vivo contra L.  Maes et al., 2004
donovani
Partenolideo Tanacetum Atividade contra promastigotas e Tiuman et al., 2005
parthenium amastigotas de L. amazonensis
Plumbagina Pera benensis  Atividade in vritro em camundongos Fournet et al., 1992

BALB/c infectados com L.
amazonensis e L. venezuelensis

Tricotecenos Holarrhena Atividade antileishmania contra Loukaci et al., 2000
floribunda promastigotas e amastigotas de L.
donovani

Fonte: MONZOTE, 20009.

Na busca permanente de melhores farmacos antileishmania, a pesquisa de
produtos derivados de plantas esta crescendo por serem facilmente disponiveis e
relativamente de baixo custo. O isolamento e a purificacdo de principios ativos de
plantas medicinais foi um dos principais fatores que levaram ao nascimento da
industria farmacéutica no século 19. Atualmente, tem ocorrido um maior interesse na
pesquisa dos "produtos naturais" para busca de inibidores de enzimas essenciais
para a replicagdo, reguladores do ciclo celular ou inibidores de fatores de viruléncia
de micro-organismos. Existem aproximadamente 380.000 espécies de plantas em
todo o mundo, das quais apenas uma parcela até agora tem sido estudados e que
mostraram potenciais propriedades quimioterapicas (KAYSER; KIDERLEN; CROFT,
2003; SALEM; WERBOVETZ, 2006). Portanto, ainda ha muito a ser explorado para
identificar plantas como fontes de farmacos, especialmente na forma de metabdlitos

ou fitoconstituintes com potencial atividade antileishmania.
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2.11.1 Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.

Dentre as plantas popularmente utilizadas como tratamento alternativo das
lesbes da LTA, cita-se a espécie Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., conhecida
popularmente como cravinho, couve cravinho, erva-fresca, erva-de-veado, arnica-
brasileira, arnica-do-campo, arruda-de-galinha, cravo-de-urubu e picédo-branco
(FONSECA; MEIRA; CASALI, 2006).

P. ruderale faz parte da familia Asteraceae. A familia Asteraceae é o grupo
sistematico mais numeroso dentro das Angiospermas, compreendendo cerca de
1.100 géneros e 25.000 espécies. Sao plantas de aspecto extremamente variado,
incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores
(HEYWOOD, 1993). Cerca de 98% dos géneros séo constituidos por plantas de
pequeno porte, e sdo encontradas em todos os tipos de habitats, mas principalmente
nas regides tropicais montanhosas na América do Sul (JOLY, 1979).

P. ruderale é considerada uma planta anual, herbacea, de caule ereto, glabra,
com 60 cm a 120 cm de altura, apresentando cavidades secretoras (MILAN,
HAYASHI; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006). E nativa do Brasil, propaga-se apenas
por sementes. E considerada invasora por adaptar-se a diversos tipos de solo,
inclusive pobres e arenosos, sendo sua frequéncia mais expressiva na regiao
Sudeste do Pais (KISSMAM,GROTH, 1997) (Figura 8).

A espécie é quimicamente constituida por saponinas (LIMA-NETO et al.,
1996), 6leos essenciais, flavonodides, taninos e alcal6ides (SILVA; AKISUE; AKISUE,
1996; GUILLET; BELANGER; ARNASON, 1998), compostos fenélicos e lipidicos
(WAGNER; SUTER; MERFORT, 2004), e derivados tiofénicos (TAKAHASHI et al.,
2011).

P. ruderale é utilizada popularmente como cicatrizante e anti-inflamatéria
(SILVA; ARAUJO; AKISUE, 1996), antifungica, antibacteriana, leishmanicida, no
controle da hipertensao arterial, em picadas de ofidios e no tratamento de doencas
reumaticas (MARQUESINI, 1995).
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Figura 8 — Foto da Espécie P. ruderale (Jacq.) Cass.

Fonte: Helena Teru Takahashi

As espécies do género Porophyllum sao amplamente utilizadas na medicina
popular das Américas do Sul e Central (FONSECA; CASALI; BARBOSA, 2007). No
entanto, ainda ha poucos estudos farmacolégicos envolvendo esta espécie. Alguns
relatos da literatura relacionam-se a atividade antileishmania de extrato
hidroalcodlico de P. ruderale (JORGE et al., 1998), atividade antibacteriana e
inseticida de 6leos essenciais (GUILLET; BELANGER; ARNASON, 1998; RONDON
et al., 2008), atividade fotoprotetora de extrato bruto (ROSA et al., 2008), atividade
anti-inflamatéria e analgésica de extrato aquoso (LIMA et al, 2011) e atividade

antileishmania de compostos tiofénicos (TAKAHASHI et al., 2011).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste trabalho foi, por meio de um estudo bioguiado, isolar
substancias com atividade antileishmania de partes aéreas de P. ruderale em L.

amazonensis.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos deste trabalho foram:
- Preparar o extrato bruto de partes aéreas de P. ruderale e, através de métodos

cromatograficos, isolar substancias com atividade antileishmania do extrato bruto;

- Avaliar a atividade do extrato bruto, fracées e substancias isoladas de P. ruderale
sobre formas promastigotas, amastigotas axénicas e amastigotas intracelulares de

L. amazonensis;

- Determinar a estrutura das substancias isoladas, por métodos espectroscopicos e

espectrometria de massas;

- Avaliar a citotoxicidade das substancias isoladas com potencial atividade

antileishmania sobre macréfagos J774Gg e hemacias humanas;

- Verificar alteragbes morfoldgicas e ultraestruturais de L. amazonensis tratadas com

as substancias isoladas, por microscopia eletrénica de varredura e de transmisséo;

- Determinar se os compostos isolados agem na despolarizacdo da membrana
mitocondrial ou na membrana citoplasmatica de L. amazonensis, pela citometria de
fluxo e empregando-se os marcadores rodamina 123 e iodeto de propidio,

respectivamente.
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Abstract: Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. is a plant native to Brazil
and in the northwest region of the state of Parana, Brazil, aerial parts of P.
ruderale have been used popularly in the treatment of lesions caused by
Leishmania sp.. In this study the antileishmanial and cytotoxic activities of
the crude extract, fractions, and isolated compounds from aerial parts of P.
ruderale was evaluated. The dichloromethane extract was submitted to
chromatography to vyield compounds active against Leishmania
amazonensis. Their structures were established by comparison of their
spectroscopic data with literature values. The activities of crude extract
against promastigote and axenic amastigote forms of L. amazonensis
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(ICs0) were 60.3 and 77.7 ug/mL, respectively. Its cytotoxic activity against
macrophage cells (CCsy) was 500 pg/mL. The thiophene derivatives
isolated were: 5-methyl-2,2".5'2"-terthiophene (compound A) and 5*-
methyl-[5—(4—acetoxy-1-butynyl)]-2,2-bithiophene (compound B). The
activity of compound A against promastigote and axenic amastigote forms
were 7.7 and 19.0 pyg/mL and of compound B were 21.3 and 28.7 pg/mL,
respectively. The activity of the isolated compounds against promastigote
and axenic amastigote forms was better than that of the crude extract and
more selective against protozoa than for macrophage cells.

Keywords: Porophyllum ruderale; antileishmanial activity; thiophene
derivatives; Leishmania amazonensis

1. Introduction

Leishmaniasis is an infection caused by protozoa of the genus Leishmania,
showing several clinical forms: cutaneous (CL), mucocutaneous (MCL), and visceral
(VL) leishmaniasis. This parasitic disease is prevalent in 88 countries (72 of them
developing countries) and affects more than 12 million people. More than 90% of VL
patients are located in India, Sudan, Brazil, and Bangladesh [1]. Leishmaniasis is a
major health problem worldwide, and can be fatal when untreated [2-4].

The treatment of leishmaniasis is difficult because of the intramacrophagic location
of the infective form. Victims of this illness are usually immunodeficient and are not
able to eliminate the parasites through a natural mechanism of defense. Moreover,
malnutrition is associated with certain cases of leishmaniasis. Concurrent infections
such as malaria and pneumonia increase the fatality rate of the illness if it is not
promptly diagnosed and treated. The problem of leishmaniasis has been worsened
by the spread of Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), due to parallel
infections in AIDS patients; as well as by the development of drug resistance by the
parasites [5,6]. No vaccines are available for any form of the disease, and the
chemotherapy is still inadequate and expensive [7], therefore there is an urgent need
for new chemotherapeutic drugs for the treatment of these diseases, which mainly
affect people in developing countries.

Extensive studies have shown that medicinal plants in several regions of the world
contain compounds active against protozoa [8]. Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.

(Asteraceae) is a medium-sized ruderal aromatic herb shrub with a strong fragrance
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[9]. It is native to Brazil, where it is considered invasive because it adapts to many
soil types, including poor and sandy ones, and is common in the southeastern region
of the country [10]. It is used in folk medicine against leishmaniasis, for cicatrization,
general pain, and internal bruising [11,12]. Some pharmacological activities have
been evaluated, including anti-inflammatory [13], insecticidal [14], analgesic and
antispasmodic [15], antifungal and antibacterial [16], and photoprotective properties
[17]. In the northwest region of the state of Parana (Brazil), aerial parts from P.
ruderale have been used popularly in the treatment of lesions caused by Leishmania
sp. [12]. In the present study, we evaluated the in vitro antileishmanial and cytotoxic
activities against J774Gg macrophage cells of the crude extracts, fractions, and two

thiophene derivatives isolated from aerial parts of P. ruderale.

2. Results and Discussion

Although leishmaniasis has been known for a long time [18], it is still considered a
public health problem, mainly in developing countries. Brazil is among the countries
with the highest reported incidence rates, with a mean of 28,000 new cases of
cutaneous leishmaniasis (CL) and 2,000 new cases of visceral leishmaniasis (VL)
per year [19]. A new CL endemic zone was recently reported in city of Prudentdpolis
in the central part of the state of Parana in southern Brazil [20].

The available chemotherapy for treatment of leishmaniasis is not very effective,
and is highly toxic to patients. Therefore, there is an immediate need for new
treatment alternatives [7]. Approximately 80% of the world population uses traditional
medicine, primarily based on natural products [21]. According to Rocha et al. [22], the
potent leishmanicidal activities of chemically defined molecules isolated from natural
origins represent an exciting advance in the search for novel antiprotozoal agents, at
a time when the need for new innovative drug leads is urgent. In addition, the costs
of treating this disease need to be reduced as much as possible, to allow treatments
to be disseminated and used mainly in poorer countries, where there is a high
incidence of this disease [23].

Previous phytochemical analysis of P. ruderale showed the presence of several
constituents, including: essential oils [13,16], monoterpenes and sesquiterpenes [14],
carotenoids, fatty acids, alkaloids, coumarins, catechin tannins, quaternary amines,
flavonoid and aglycone flavones, anthocyanins, polysaccharides, triterpene or

steroidal saponins, and mucilage [15]. In the present study, we isolated two
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compounds by chromatographic separation of a dichloromethane extract of aerial
parts from P. ruderale., which were identified by their MS and NMR spectra analysis
as thiophene derivatives: 5-methyl-2,2"5'2"-terthiophene and 5’-methyl-[5-(4—
acetoxy-1-butynyl)]-2,2 ~bisthiophene. Both compounds were more active than the
crude dichloromethane extract or the active fraction obtained from P. ruderale.
Terthiophene derivatives isolated from plants have shown antifungal [24,25] and
antibacterial activity [26]. Terthiophenes and polyenes isolated from species of the
family Asteraceae have shown activity against microorganisms, viruses, and tumor
cells [27].

Figure 1. Structures of the thiophene derivatives isolated from P. ruderale
(A) 5-methyl-2,2":5",2"-terthiophene; (B) 5’-methyl-[5-4(4-acetoxy-1-
butynyl)]-2,2’ bi-thiophene.

Marotti et al. [28] isolated thiophene and polyacetylenic compounds from species
of Tagetes. These compounds showed strong biocidal activity, thus making Tagetes
plants very useful for suppressing soil nematode populations and as sources of
natural pesticides.

The effect of the crude extract obtained from the aerial parts of P. ruderale was
verified on the growth of L. amazonensis. The dichloromethane extract inhibited the
growth of the promastigote and axenic amastigote forms. The bioguided fractionation
led to isolation of thiophene derivative compounds (A and B) that showed better

activity than the crude extract against both forms of the parasite (Table 1).
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Table 1. Effects of the dichloromethane extract, active fraction and
thiophene derivatives on the growth of promastigote (PRO) and axenic
amastigote forms (AMA) of L. amazonensis and cytotoxicity to J774Gg

Macrophage Cells.

ICs50 (Mg/mL) CCs (Mg/mL) Sl

PRO AMA Macrophages PRO AMA

Dichloromethane 60.3+9.2 77.7£7.7 500 £ 50 8.3 6.5

extract

Active fraction 57.5+4.5 72575 440 + 56.6 7.6 7.8
Compound A 7.7+1.7 19.0+4.7 370 £ 50 48.2 19.1
Compound B 213144 287126 335+ 15 15.7 11.7
Amphotericin B 0.06 £0.0 0.23+£0.0 ND ND ND

Jorge et al. [12] investigated the activity of crude extract of P. ruderale against
promastigote forms of L. braziliensis and observed an inhibition of 22.7%, 41.0% and
63.6% at 24, 48 and 72 h of incubation with concentrations of 1.5 and 2.5 mg/mL. In
the present study, 60.3 ug/mL of dichloromethane extract of P. ruderale inhibited
50% of promastigote forms of L. amazonensis after 72 h of incubation.

The thiophene derivatives: 5-(4-hydroxy-1-butynyl)-2,2’-bithienyl and 5-(4-acetoxy-
1-butynyl)-2,2’-buthienyl from Tagetes mendocina (Asteraceae) showed antiprotozoal
activity against Leishmania amazonensis, L. brasiliensis and L. infantum
promastigotes with 100% lysis at 100 ug/mL [29]. In our study, we found a 50%
Inhibitory Concentration (ICso) against L. amazonensis of 7.7 and 21.3 pg/mL for
compounds A and B, respectively. The ICsy values for the positive control,
amphotericin B, were relatively low, at 0.060 pg/mL against the promastigotes and
0.23 pg/mL against the amastigotes.

The cytotoxic effects of the dichloromethane extract, active fractions, and two
thiophene derivatives were evaluated by the sulforhodamine B method. The 50%
cytotoxic concentrations were determined, and the activities against the protozoa
were compared using the selectivity index (Sl) ratio (CCsy J774Gg cells/ICs
protozoa). Cytotoxicity assays demonstrated that compounds A and B were 48.2 and

15.7 times more toxic to promastigotes and 19.1 and 11.7 times more toxic to
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intracellular amastigote forms, respectively, than to the J774Gg macrophage cells
(Table 1).

In view of the present clinical scenario, it is desirable to develop new drugs that
are affordable, less toxic, and more effective. In developing countries, people are
almost completely dependent on traditional medical practices for their primary health
care, and higher plants remain the main source of drug therapy in traditional
medicine. The recognition and validation of traditional medical practices and the
search for plant-derived drugs could lead to the development of new strategies for
leishmaniasis control and treatment [22,30-32]. In recent years, several studies with
plants used in folk medicine have been performed to assess their antileishmanial
activity [33-37].

In the northwest of Parana, the aqueous, hydroalcoholic or even the juice of fresh
aerial parts of P. ruderale has been popularly employed in the treatment of
leishmaniasis by applying the same on skin lesions caused by Leishmania sp. In our
in vitro study, we found that the dichloromethane extract of P. ruderale as well as the
isolated compounds inhibited the growth of promastigotes and amastigotes of L.
amazonensis. These are likely candidates for selection as lead compounds for the
development of new drugs against leishmaniasis; however, their antileishmanial
activity, toxicity in vivo, and their detailed mechanism of action must all be evaluated

with care.

3. Experimental

3.1. General

The NMR spectra were obtained in a Varian Gemini 300 (7.05T) instrument using
CDCl3; as the solvent for field homogeneity, TMS as the internal standard, and a
constant temperature of 298 K. For HMBC the coupling constants were optimized for
4, 6, 8, and 12 Hz. ESI-MS was recorded in a Quatro LCZ Micromass mass

spectrometer (Waters, Manchester, UK).

3.2. Plant material
Aerial parts of P. ruderale were collected in Cascavel, Parana, Brazil, in 2009. An

exsiccate of the collected and identified plant was deposited and authenticated at the
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Herbarium of the State University of Maringa, Maringa, Brazil, under number HUEM
10074.

3.3. Preparation of dichloromethane extract

Aerial parts (2,900 g) from P. ruderale were collected, cut into small pieces with
scissors, and extracted by dynamic maceration with 12.5% (v/w) dichloromethane
(Synth®) at room temperature in the dark for 2 days, resulting in a greenish solution.
This extract was filtered on filter paper (Whatman 40®), concentrated under reduced
pressure at a temperature lower than 40 °C, and lyophilized to give 22.96 g of dried

extract (0.79%). This dichloromethane extract was submitted to VLC.

3.4. Isolation and identification of active compounds

The dichloromethane extract (1.5 g) was added to a silica-gel 60 (0.063—0.200
mm, Merck®) Vacuum Liquid Chromatography (VLC) column (40 cm x 1.8 cm) and
eluted successively with petroleum ether, petroleum ether-diethyl ether (15:1; 10:1;
7:1; 1:1 vlv), diethyl ether, diethyl ether-methanol (1:1), ethyl acetate-methanol (8:2;
1:1 vlv), and methanol. The fractions were monitored by thin-layer chromatography
(TLC) using silica gel Fys4 plates (Merck) and the following eluent systems: hexane-
petroleum ether (5:1 v/v); and petroleum ether-diethyl ether (2:1; 2:1.5; 1:1 v/v).
Similar fractions were combined, yielding 18 fractions (F4 to Fg). The F3 fraction
(12.8 mg, 0.007%) was identified as 5-methyl-2,2"5' 2"-terthiophene by NMR and
mass spectroscopy (MS) analysis. The active fraction F3 (175.0 mg) was separated
by column chromatography (CC, 64 x 1.0 cm) with silica-gel 60 (0.063 — 0.200 mm,
Merck) and eluted with petroleum ether-diethyl ether (9:1 v/v). Fractions were
checked by TLC using hexane-petroleum ether (5:1 v/v); and petroleum ether-diethyl
ether (1:0.2, 1:0.5 v/v) as eluents and similar ones were combined to obtain 16
subfractions (F13.1to F13.16). Subfraction Fq37(35.5 mg, 0.018%) was identified by MS
and NMR analysis as 5'-methyl-[5—(4-acetoxy-1-butynyl)]-2,2' bisthiophene—

compound B.



52

5-Methyl-2,2":5', 2"-terthiophene (A) [38]. Viscous yellow oil. "H-NMR &: 2.47 (3H, bs,
5-Me), 6.65 (1H, dd, J = 3.6, 1.2 Hz, H-4), 6.95 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-3'), 6.97 (1H, d,
J = 3.6 Hz, H-3), 7.00 (1H, dd, J = 5.1, 3.6 Hz, H-3"), 7.04 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-4'),
7.14 (1H, dd, J = 3.6, 0.9 Hz, H-4"), 7.19 (1H, dd, J = 5.1, 0.9 Hz, H-5"). "*C-NMR &:
15.6 (5-Me), 123.6 (C-4"), 123.7 (C-3'), 123.8 (C-4"), 124.4 (C-3"), 124.5 (C-5"), 126.2
(C-4), 128.0 (C-3), 135.0 (C-2), 135.7 (C-5'), 136.9 (C-2'), 139.6 (C-5), 137.5 (C-2").
ESI-MS m/z (Rel. Int. %): 185 (15), 229 (25), 263 [M+H]" (36), 262 (100). Molecular

formula: C13H1oS3.

5'-Methyl-[5-(4-acetoxy-1-butynyl)]-2, 2"-bi-thiophene (B) [39]. Yellow oil. "H-NMR &:
2.10 (3H, s, H-2a), 2.47 (3H, d, J = 0.9 Hz, 5-Me), 2.78 (2H, t, J = 6.9 Hz, H-3"), 4.26
(2H, t, J = 6.9 Hz, H-4"), 6.65 (1H, dd, J = 3.6, 1.2 Hz, H-4'), 6,90 (1H, d, J = 3.6 Hz,
H-3), 6.95 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-3"), 7.01 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-4). *C-NMR &: 15.57
(5-Me), 20.5 (C-3"), 21.1 (C-2a), 62.3 (C-4"), 77.6 (C-1"), 90.6 (C-2"), 121.6 (C-5),
122.7 (C-3), 124.2 (C-3'), 126.3 (C-4'), 132.6 (C-4), 140 (C-5'), 171.1 (C=0). ESI-MS
m/z (Rel. Int. %): 291 [M+H]" (10), 301 (26), 245 (33), 229 (73), 313 [M+Na]* (100).

Molecular formula: C15H14S20,.

3.5. Antileishmanial activity
3.5.1. Antipromastigote activity

L. amazonensis promastigotes (strain WHOM/BR/75/JOSEFA) were grown at 25
°C in Warren’s medium supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS), for 48 h. The cells were harvested, resuspended in fresh medium,
counted in a Neubauer chamber, and adjusted to a concentration of 1 x 10° cells/mL.
To evaluate biological activities, the following concentrations were used: from 10 to
1,000 pg/mL for crude extracts, 10 to 500 pg/mL for fractions, and 1 to 100 ug/mL for
isolated compounds; all were aseptically solubilized in Dimethylsulfoxide (DMSO) -
the highest concentration used was 1.0% v/v and incubated at 25 °C. After 72 h of
incubation, the parasites were counted in a Neubauer chamber. All tests were done
in duplicate. The 50% inhibitory concentration (ICsp) represents the concentration that

causes 50% inhibition in parasite growth.
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3.5.2. Anti-amastigote activity

Axenic amastigotes were cultured in Schneider’s Insect Medium (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, U.S.A.), supplemented with 20% inactivated FBS containing
dichloromethane extract or thiophene derivatives in 12-well microplates at 32 °C, for
72 h. The cell density for each treatment was determined in a hemocytometer
(Improved Double Neubauer) with an optical microscope. In all tests, 1% DMSO
(Sigma Chemical Co), at the concentration applied to dissolve the highest dose of the
compounds that had no effect on cell proliferation, and medium alone were used as

controls. Each experiment was performed in triplicate on three different occasions.

3.6. Cytotoxicity and selectivity index

The cytotoxicity test was performed according to Skehan et al. [40]. A suspension
of 5 x 10* J774Gg macrophage cells in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
FBS was added to each well in a 96-well microplate. The plates were incubated in a
5% COo—air mixture at 37 °C to obtain confluent growth of the cells. After 24 h, the
medium was removed, and one of several concentrations of the crude extract (100 to
5,000 pg/mL), active fraction, or isolated compounds (10 to 1,000 pg/mL) was added
to each well containing the cells, and the plates were incubated for 48 h. The
nonadherent cells were removed by washing with RPMI 1640 medium, and the
adhered macrophages were fixed with 50 yL/well of 10% trichloroacetic acid at 4 °C
for 1 h; after that, they were washed with water, and 50 ul/well of sulforhodamine B
(0.4% w/v) was added; the microplate was then maintained at 4 °C for 30 min. Next,
the sulforhodamine B was removed, and the microplate was washed five times with
1% acetic acid, then 150 pL/well of 10 mM unbuffered Trisbase solution (Sigma
Chemical Co.) was added, and it was homogenized for 15 min. Next, the absorbance
of each individual well was read in a 96-well plate reader (BIOTEK Power Wave XS)
at 530 nm. Each experiment was performed in triplicate on three different occasions.
The percentage of viable cells was calculated in relation to the control cultured in the
medium alone. The 50% cytotoxicity concentration (CCsy) was determined by

logarithm regression analysis of the data obtained.
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4. Conclusions
Our results showed that the dichloromethane extract, active fraction, and
thiophene derivatives isolated from P. ruderale exhibit strong activity against

promastigote and axenic amastigote forms of L. amazonensis.
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Abstract

Leishmaniasis is a group of diseases that remains a public health problem worldwide,
affecting approximately 12 million people in 88 countries. There is no vaccine against
leishmaniasis and the drugs available are too toxic, expensive and difficult to
administer. Recently, our group reported the antiproliferative activity in promastigotes
and axenic amastigote forms of Leishmania amazonensis treated with 5-methyl-
2,2":5'2"-terthiophene (compound A) and 5-methyl-[5—(4—acetoxy-1-butynyl)]-2,2’-

bi-thiophene (compound B) isolated from aerial parts of Porophyllum ruderale (Jacq.)
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Cass. Here, we demonstrate that both compounds also exhibited activity against
intracellular amastigotes and showed a very low toxicity for human cells, even at high
concentrations (hemolitic index <10% at 500 ug/ml). Promastigotes treated with
compound A showed alteration on mitochondrial membrane when observed by flow
cytometry through labeling with Rhodamine 123 and confirmed by transmission
electron microscopy. Alterations on morphology (rounded cells) were observed by
scanning electron microscopy in parasite treated with compounds. Further studies
should be performed employing the compounds A and B for the development of new

drugs for chemotherapy of leishmaniasis.

Key-words: antileishmanial, thiophene derivatives, mitochondrion dysfunction

The leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa parasites of the genus
Leishmania [1]. The overall prevalence is 12 million with an estimated incidence of
1.5 million new cases of cutaneous leishmaniasis per year. Approximately 350 million
people, who are often impoverished, are at risk of contracting the disease [2, 3].
More than 17 species of Leishmania are capable of causing a wide spectrum
of clinical manifestations, ranging from the cutaneous (CL) to the visceral form (VL)
[4]. Currently, the drugs used in leishmaniasis treatment present several problems,
including high toxicity and many adverse effects, leading to patients withdrawing from
treatment and emergence of resistant strains. In addition to these problems, the high
cost of the compounds makes the treatment far from suitable and, regrettably, it has
been increasing gradually throughout the years [5,6]. In adittion, no vaccine against
leishmaniasis is available [7]. Pharmaceutical research on natural products

represents a major strategy for discovering and developing new drugs and plant-
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based remedies that might be safer, cheaper, and less toxic than existing
prescription medicines [8].

Among the plants used popularly for the treatment of leishmaniasis, aerial
parts from P. ruderale have been used on lesions caused by Leishmania sp. [9].
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., is a shrub of 1.50 m of height approximately and
it is characterized by its strong fragrance [10]. Its reproduction is exclusively by seed,
creeping perennial crop areas, roadsides and vacant lots [11,12]. Although the
activity of thiophene derivatives against promastigotes has been reported previously
[13], the mechanism involved on the antileishmanial effect are still unkown. In order
to search for new alternative agents for the treatment of leishmaniasis, the aim of this
work was to determine the action of thiophene derivatives isolated from aerial parts
of P. ruderale against intracellular amastigote of L. amazonensis and determine the
possible mechanism of action of the compounds by scanning and transmission

electron microscopy and flow cytometry techniques in promastigote forms.

Materials and Methods

Compounds

The thiophene derivatives: 5-methyl-2,2":5",2"-terthiophene (compound A) and 5’-
methyl-[5—(4—acetoxy-1-butynyl)]-2,2’-bi-thiophene (compound B), were isolated

from aerial parts of P. ruderale according with Takahashi et al. [13].

Activity against intracellular amastigotes
Peritoneal macrophages from male BALB/c mice (6—8 weeks of age) were collected

with 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS), harvested in RPMI 1640 medium pH 7.6
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supplemented with 10% FBS (5 x 10° cells/ml) and plated on 13 mm coverslips in a
24-wells culture plates for adherence at 37 °C in a 5% CO, atmosphere during 12
hours. Non-adherent cells were then removed and adhered macrophages cultured
for 12-16 h in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS. Next, macrophages
were infected in multiples of 10 promastigotes per host cell and incubated at 37 °C in
5% CO, atmosphere. After 6 h, infected macrophages were treated with different
concentrations of compounds A or B: 20; 50 and 100 pg/ml. After 24 h, the
monolayers were fixed with methanol, and stained with Giemsa. The number of
amastigotes was determined by counting at least 200 macrophages in duplicate
cultures, and results were expressed as the inhibition index (the percentage of
infected macrophages by the mean number of internalized parasites per cell). These

tests were performed in duplicate on separate occasions.

Hemolysis assay

Human erythrocytes from a healthy donor (type A) were collected and washed with
saline solution containing 1% glucose (SSG) and buffered to pH 7.25. To determine
the hemolytic activity, erythrocytes were diluted in saline solution containing 1%
glucose, resulting a 3% erythrocyte suspension that was incubated for 2 h with the
compounds A, B, or amphotericin B in 96-well U-shaped microplates at 37 'C. The
concentrations tested were: 7.8, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500 pg/ml. Hemolysis
was determined by reading the absorbance of the supernatant from each well with a
spectrophotometer at 550 nm. The positive control (100% hemolysis) and negative
control (0% hemolysis) were also determined by incubating erythrocytes with

1%Triton X-100 in SSG and SSG alone, respectively [14,15].
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FACScan analysis

For analysis of the membrane integrity after thiophene derivatives treatment,
promastigote and axenic amastigote forms of L. amazonensis (5.0 x 10° cells in
Warren or Schneider’s media) were harvested at log phase, mixed with thiophene
derivatives at a concentration of 50 to 500 pg/ml and incubated for 3 h at 25 and 32
°C, for promastigote and axenic amastigote forms, respectively. Rhodamine 123 (5
mg/ml for 15 min at 37 °C) was used to analyses of mitochondrial membrane
potencial (Awm). Carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP — 5 uM)) was
used as positive control. Permeabilization of the cell membrane was detected by
incubation of the thiophene derivatives treated cells in propidium iodide (PI, 20 pg/mi
for 5 min) followed by removal of unbound dye through excessive washing with PBS.
Amphotericin B (200 uM) was used as positive control. The mean of fluorescence
intensity of the cells was analyzed by flow cytometry FACSCalibur and CellQuest
software. A total of 10,000 events were acquired in the region previously established

as that corresponding to the parasites.

Scanning electron microscopy

After treatment with 1Cso and 1Cgg values of compound A (7 and 96 pg/ml,
respectively) and ICsp and 1Cg values of compound B (21 and 115 pg/ml) for 72 h,
promastigotes were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer
for 2 h. The parasites were washed three times in 0.1 M sodium cacodylate buffer,
placed on the poly-L-lysine-coated coverslip, dehydrated in different concentrations
of ethanol, critical point-dried in CO,, sputter-coated with gold and observed in a

Shimadzu SS-550 scanning electron microscope.
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Transmission Electron Microscopy

Cultured promastigotes (1x10° cells/ml, in Warren’s medium) were treated
with ICsp and 1Cgyy values of compounds A and B, for 72 h at 25 °C, before being fixed
in 2.5% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, at pH 7.2.

For transmission electron microscopy (TEM), the cells were then postfixed for
40 min, in 0.1 M cacodylate buffer containing 1% (w/v) OsO4 and 0.8% (w/v)
potassium ferrocyanide, before being dehydrated in acetone, and embedded in Epon
resin (Fluka,Steinheim, Germany). Ultrathin sections were stained with uranyl acetate

and lead citrate and then examined in JEOL-1400 transmission electron microscope.

Statistical Analysis

All tests were performed in triplicate. The statistical analysis was performed using the
GraphPad Prism 4 software package (GraphPad Software, San Diego, CA), with
Student’s t tests used to make comparisons. A p-value of <0.05 was considered

indicative of a statistically significant difference.

Results
The thiophene derivatives showed antiprotozoa activity against Leishmania
amazonensis without causing hemolysis in human erythrocytes

The present study was undertaken to evaluate the effects of the two thiophene
derivatives against L. amazonensis. The effects of the compounds A and B on
intracellular amastigote forms were observed during 24 h of incubation. The
treatment with 20, 50, and 100 pg/ml of compound A resulted in decreased survival
index of 62, 37, and 16%, respectively (Figure 1), compared to the control. The

intracellular amastigote forms treated with 20, 50, and 100 pg/ml of compound B
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resulted in 66, 51, and 24% in the survival index. 1Csp values were 37 and 51 pug/ml
for compounds A and B, respectively. We compared the survival index of cells
treated with both compounds: all results were significant (p<0.05) when compared
with the negative control (Figure 1).

When we evaluated the potential of compounds A and B to cause hemolysis
in human erythrocytes, both compounds showed low levels of toxicity (Figure 2). The
hemolytic index values were lower than amphotericin B (p<0,05) employed for

comparation, even at the highest concentrations (hemolytic index < 10% at 500

pg/ml).

Thiophene derivative compound A, but not compound B caused mitochondrial
membrane changes in promastigote and axenic amastigote forms of
Leishmania amazonensis

Promastigote and axenic amastigote forms of L. amazonensis were treated
with thiophene derivatives A and B and analysed by Flow Cytometry to evaluate the
antileishmanial effect comparing with negative and positive controls. Rhodamine 123
(5 mg/ml) and propidium iodide (20 ug/ml) were used as labeling for evaluate
mitochondrion membrane potential and cytoplasmic membrane integrity.

Promastigote forms of L. amazonensis treated with compound A showed
intense labeling of the mitochondrion with Rhodamine 123 (Figure 3C). Axenic
amastigote forms treated with compounds A also showed as positive when labeled
with rhodamine 123 (data not shown). Similarly, a decrease in membrane potentials
was also observed following treatment with the standard drug Carbonyl Cyanide m-

chlorophenylhydrazone (CCCP) (Figure 3B)..On the other hand, compound B caused
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no change in the cell and mitochondrial membrane (Figure 3D) similarly untreated
control cells when maintained the membrane potential (Figure 3A).

Changes in mitochondrial membrane promastigote and axenic amastigote
forms treated with compound A were confirmed by transmission electron microscopy,
where we observed swelling of the mitochondria (Figure 3E-G).

When promastigote and axenic amastigote forms of L. amazonensis were
treated with compounds A or B and labeled with propidium iodide, the results were
negative, i.e., no change was detected on the cytoplasmic membrane of L.
amazonensis (Figure 4C and D).

Promastigote forms were treated with thiophene derivatives and processed for
analysis by scanning electron microscopy. Parasites exposed to compounds A and B
had aberrant morphologies. These alterations were progressive with increasing drug
concentrations. The SEM-based examination of promastigotes that had been
exposed to the thiophene derivatives revealed several structural changes, such as

rounded and swollen cells (Figure 5).

Discussion

Leishmania is a heteroxenic parasite with extracellular motile promastigotes
present in the alimentary tract of insect vector, and intracellular non-motile
amastigotes, which live in the mononuclear phagocytes of mammalian hosts [4].
Amastigotes are responsible for all clinical manifestations in the vertebrate host;
therefore vaccines and chemotherapeutic target need to be developed against this
stage of parasite [16,17]. So, the antileishmanial activity should be evaluated for this

last form.
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Kayser et al. [18] isolated two y-pyrones from the seeds of Podolepsis
hieracioides and tested their in vitro leishmanicidal activities against promastigote
forms of L. donovani, L. major, L. infantum and L. enriettii and found an ICs, value
between 3.76 and 5.43 ng/ml. Against amastigote forms of L. donovani residing
within RAW 264.7 macrophage-like host cells, an ICsy between 8.29 and 8.59 ng/ml.
Other compounds with antileishmanial activity had been isolated from plants of the
Asteraceae [19,20].

The hemolysis assay can be used as an in vitro method to predict toxicity prior
to use in vivo studies for toxicological evaluation [21]. Both thiophene derivatives
showed a lower toxicity compared with amphotericin B. Our group had tested the
cytotoxicity effect of both compounds to J774Gg macrophage cells and CCsq values
were 370 and 335 pg/ml for compounds A and B, respectively [13].

Several works have been focused on understanding the effect of different
drug-treatments on these parasitic protozoa. Organelles and structures such as
mitochondrion, kinetoplast, apicoplast, glycosome, acidocalcisome, hydrogenosome,
plasma membrane and the cytoskeleton have been studied using different
approaches to identify new targets for the development of new chemotherapeutic
agents that are required [22].

Mitochondria of trypanosomatidae parasites exhibit unique structural and
functional features that are remarkably distinct from mammalian mitochondria,
making this organelle an exceptionally attractive chemotherapeutical target [23].
Here, we demonstrate that compound A has their antileishmanial action on parasite
mitochondrial membrane, affecting the organelle function. Hu et al. [24] synthesized
eighteen diamidino azaterphenyls and analogues were tested against axenic

amastigote forms of L. donovani. The most active compound showed an ICsq value of
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0.27 uM. Axenic amastigote forms of L. donovani treated with 0.68 uM (2.5 x ICso
value) with the most active compound, when processed for transmission electron
microscopy, they observed that majority of parasites exposed displayed a dramatic
dilation of the mitochondrion and an evidence of a disintegrating kinetoplast [24].
Edelfosine treatment altered the mitochondrion ultrastructure followed by changes in
the mitochondrial potential observed using Rhodamine 123 and flow cytometry
analysis, which probably indicates a mechanism of apoptosis-like cell death [14, 25].

Nine natural and synthetic 2, 2":5,2""- terthiophenes were tested against the
dermatophyte Microsporum cookie. The more active compounds were 3°- methoxy
2,2":5,2" -terthiophene and 3'-methythio-2,2":5,2""-terthiophene. Transmission
electron microscopic observations demonstrated the photoactive nature of synthetic
molecules to be similar that the a-terthienyl [26]. The a-terthienyl preferentially
attacks the cell membranes of nuclear envelopes and mitochondria [27].

To investigate whether the antileishmanial effect of thiophene derivatives is
induced by damaging the plasma membrane or by affecting cell physiology, the
promastigote forms were incubated with isolated compounds and propidium iodide
(PI). When we treated promastigote forms with compounds A and B and propidium
iodete, both compounds did not exhibit flow cytometric changes. The results showed
that even under high concentrations of compounds A and B, the results were
negative, ie, the compounds did not act on the cellular membrane of the parasite.

Detection of internal Pl in promastigote forms of L. amazonensis was analyzed
by FACScan analysis. The results showed that untreated normal cells and treated
cells with concentrations of 50 at 500 ug/ml of thiophene derivatives showed no
signal with respect to the fluorescence activity of Pl. Since Pl is unable to cross intact

cell membranes, it can only bind to intracellular RNA and DNA, and fluoresce when
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the cell membrane has been disrupted. Therefore, in suspensions of live cells,
fluorescence of Pl can be an accurate signal of the moment the cell membrane is
breached and, by inference, cell death occurs. This gives an accurate depiction of
the dynamics of drug action on the trypanosome [28].

Amphotericin B was used as positive control for the marker propidium iodide.
The mechanism of action of amphotericin B results from its binding to ergosterol

resulting in change membrane permeability and osmotic balance of parasite [29-31].

Conclusion

The compounds A and B significantly reduced the survival and/or
multiplication of intracellular amastigotes of L. amazonensis, showed low toxicity for
human cells and induced changes in the morphology of the promastigote forms.
Compound A showed alteration on mitochondrial membrane, detected by flow
cytometry which was confirmed by transmission electron microscopy. Compound B
caused no change in the cell and mitochondrial membrane. The mechanism of action
of the thiophene derivatives is still unclear. Both compounds must be submitted to
further studies and may have a role in the development of new drugs for

leishmaniasis chemotherapy.
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Figure 1- Effect of thiophene derivatives on intracellular amastigote forms of
Leishmania amazonensis. Peritoneal macrophage cells were infected with
promastigotes and then treated with 20, 50, and 100 ug/ml of compounds A and B.
Each bar represents the mean * standard error of at least two independent

experiments, which were performed in duplicate.
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Figure 2- Hemolitic properties of thiophene derivatives on human erythrocyte cells

treated with compounds A, B, or amphotericin B
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Figure 3- Flow cytometry analysis of L. amazonensis promastigotes treated with
compound A and B stained with rhodamine 123 (A) Untreated cells; (B) Positive
control (CCCP); (C) Promastigotes treated with 400 pg/ml of compound A; (D)
Parasites treated with 300 pg/ml of compound B and Transmission electron
micrographs on promastigote forms of L. amazonensis (E) Untreated cells; (F)
Promastigotes treated with ICsy value of compound A; (G) Promastigotes treated with

ICqp value of compound A. Bars=1um
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Figure 4- Flow cytometry of L. amazonensis promastigotes treated with compounds
A and B stained with propidium iodide (A) Untreated cell; (B) Positive control
(amphotericin B); (C) Promastigotes treated with 50 pg/ml of compound A; (D)

Parasites treated with 400 pg/ml of compound B.
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Figure 5 - Scanning electron microscopy of promastigotes of L. amazonensis treated
with compounds A and B after incubation for 72 h at 25 °C. a) Control - promastigote
forms untreated; b) parasites treated with ICqy of compound A, c) parasites treated

with ICsp of compound B; d) parasites treated with ICgqy of compound B. Bars=1 pm
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7. CONCLUSOES

- Foram isoladas duas substancias bioativas do extrato diclorometano de partes
aéreas de P. ruderale: 5-metil-2,2":5",2 " -tertiofeno (composto A) e 5’-metil-[5-(4-

acetoxi-1-butinil)]-2,2 bi-tiofeno (composto B);

- O composto A apresentou uma maior atividade (Clsg = 7,7+1,7 € 19,0+4,7 pg/mL)
do que o composto B (ICsp = 21,314,4 e 28,7+2,6 pg/mL) e o extrato bruto (60,3+9,2
e 77,7t7,7 yg/mL), respectivamente, sobre as formas promastigota e amastigota

axénica de L. amazonensis;

- O composto A apresentou uma maior atividade (Clsp = 37+£0,0 ug/mL) do que o
composto B (Clsp = 51+0,0 pg/mL) sobre as formas amastigotas intracelulares de L.

amazonensis;

- O composto A apresentou uma menor citotoxicidade (CCsy = 370+50 ug/mL) do

que o composto B (CCsp = 335 £15 ug/mL) sobre macrofagos J774Gg;

- O composto A apresentou valores de indice de seletividade (IS) maiores do que o
composto B (48,2 contra 15,7) em relagdo as formas promastigotas de L.

amazonensis;

- O composto A apresentou valores de IS maiores do que o composto B (19,1

contra 11,7) em relagéo as formas amastigotas axénicas de L. amazonensis;

- Os compostos A e B apresentaram indices hemoliticos menores do que 10%,
mesmo sob uma concentragdo de 500 pg/mL. Por outro lado, empregando-se a

mesma concentragao, a anfotericina B, apresentou indice hemolitico de 84 %;

- O tratamento de formas promastigotas de L. amazonensis com os compostos A ou
B induziram altera¢cdes morfologicas (células arredondadas e inchadas) quando

visualizadas sob microscopia de varredura;
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- Apos o tratamento de células de L. amazonensis com o composto A, a citometria
de fluxo indicou alteragdo na membrana mitocondrial, o que também foi evidenciada

pela microscopia de transmisséo;

- Ap6s o tratamento de células de L. amazonensis com o composto B, a citometria
de fluxo ndo indicou alteragdo em membrana mitocondrial e membrana
citoplasmatica; por sua vez, a microscopia de transmissao também n&o indicou

alteracdes;

- O mecanismo de acao dos derivados tiofénicos isolados de partes aéreas de P.
ruderale ainda nado esta esclarecido. Para isso, ambas substidncias devem ser

submetidas a outros testes in vitro.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dois derivados tiofénicos isolados de P. ruderale apresentaram uma
atividade interessante contra as formas promastigota, amastigota axénica e
amastigota intracelular de L. amazonensis. Ambas substéncias poderdo ser
empregadas na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos para o
tratamento das leishmanioses. Para isso, deverdo ser elucidados os mecanismos de
acao, preparada e desenvolvida uma formulagcdo farmacéutica, de preferéncia
através do uso da moderna tecnologia envolvendo novos sistemas de transporte de
farmacos e realizagéo de ensaios pré-clinicos e clinicos, ou seja, teste de seguranca

e eficacia em animais e humanos, respectivamente.
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APENDICE A - Fluxograma de Extragao, Isolamento e Identificacdo de Substancias

Antileishmania de P. ruderale

Partes aéreas P ruderale
2.900¢g

Maceragdo dindmica (diclorometano)
12,5% p/fv 2 dias)

Extr. Diclorometano
22,96 g (0,79%)
[
Cv15g
|

18 Frages (Fy — Fyg)

F3 F:u
Composto A (190,5 mg)
(12,2 mg-0,007%)
CCFy3(175,0mg
17 Subfragfes
FB.I'FHLI?

Fiaar
Composto B

(35,5 mg —0,018%)
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APENDICE B - Dados Espectroscopicos das Substancias Isoladas

As substancias 5-metil-2,2":5°,2" -tertiofeno e 5’-metil-[5-(4-acetdxi-1-butinil)]-
2,2 bi-tiofeno foram analisadas a 300 MHz, diluido em cloroférmio deuterado (CDCI3) e
obtidos os seguintes espectros:
- Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H;

-Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de C.
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