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RESUMO

KUSUKI, P.N. Busca de novos agentes terapéuticos para Doencgas Tropicais
Negligenciadas com base na flora brasileira. 2022. Trabalho de Conclusao de Curso
de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Palavras-chave: Doencgas tropicais negligenciadas, produtos naturais, biodiversidade

brasileira, flora brasileira.

INTRODUCAO: Doencas tropicais negligenciadas (DTN) s&o conjunto de enfermidades
predominantes em regides pobres, como paises em desenvolvimento submetidos a
climas tropicais e subtropicais. Atualmente, tais doengas afetam mais de um bilhdo de
pessoas e impactam em bilhdes de dolares a economia mundial. Segundo a OMS, séo
doencas que recebem baixo interesse das industrias farmacéuticas, devido ao baixo
retorno financeiro proporcionado. Assim, a terapia atual consiste em medicamentos
com baixa eficiéncia, muitos efeitos adversos, além do surgimento de cepas resistentes
aos medicamentos disponiveis. Logo, a busca por novas opgdes terapéuticas mais
eficazes e que contornem os problemas citados sobre os medicamentos atuais é
importante. Neste sentido, uma possivel fonte de inspiragdo para o planejamento de
novos farmacos para essas doengas sdo os produtos naturais através da
biodiversidade brasileira. OBJETIVO: Apresentar, através de uma revisao de literatura,
0 panorama geral de novas opgdes terapéuticas advindas da biodiversidade brasileira,
que estdo sendo pesquisadas para o tratamento das DTNs, com foco para
leishmaniose, doenca de Chagas e dengue. MATERIAIS E METODOS: Os artigos
selecionados compreenderam os anos de 1998 e 2022. Foram utilizadas as seguintes
bases de dados: SciELO, PubMed, Web of Science, SciFinder e Cochrane Library.
RESULTADOS: Para leishmaniose visceral descobriu-se um derivado de neolignanas
mais seletivo e potente (ICs,= 105,4 ug/mL;SI>32,8) capaz de causar comprometimento
mitocondrial descoberto a partir da N. leucantha Nees. Outra abordagem analisou o
suco clarificado de agai, que apresentou agao contra a forma promastigota na dose de

1:12,5, reduzindo cerca de 93,88% de promastigotas apds 72 h. Quanto a doenca de



Chagas, a partir do caule de Spiranthera odoratissima extraiu-se um tirolisideo capaz
de inibir ndo competitivamente a enzima GAPDH do T. cruzi. Outra investigagcao
mostrou que terpendides do Oleo essencial de Psidium guajava L. possuem acgao
tripanocida satisfatoria (1ICs, = 14,6 pg/mL) e menor toxicidade em relagdo ao
benznidazol. Ja em relagdo a dengue, o extrato etandlico de cipé-fogo apresentou
atividade antiviral resultante do efeito sinérgico entre os flavondides e demais
constituintes do extrato e apresentou indice de seletividade superior a 27,5. O extrato
de unha-de-gato reduziu os antigenos virais em mondcitos infectados pelo virus da
dengue, além de apresentar atividade imunomoduladora em citocinas pré-inflamatérias.
CONCLUSAO: As pesquisas oriundas da biodiversidade brasileira estdo em estagios
iniciais, mas observa-se atividade potencial desses agentes terapéuticos para o
tratamento de leishmaniose visceral, doenga de Chagas e dengue. Para a comprovagao
da eficacia e seguranca de tais compostos, estudos adicionais s&o necessarios, nesse
primeiro momento, ensaios in vivo. Portanto, considerando a ampla biodiversidade da
flora brasileira e o aumento das pesquisas relacionadas ao estudo de novos compostos
para o tratamento de DTNs, o cenario de pesquisa e desenvolvimento no Brasil pode

ser considerado prospectivo.

1.INTRODUCAO

Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTN) s&do um conjunto de enfermidades que
predominam em regides em que a populacdo tem escassos recursos financeiros, ou
seja, locais em que as condigbes de pobreza s&do preponderantes, com falta de
saneamento basico e as pessoas estdao mais expostas aos vetores infecciosos. Ao todo
21 doengas sao classificadas pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como
negligenciadas, tais como: dengue, filariose linfatica, doenca de Chagas,
esquistossomose, hanseniase, leishmaniose, entre outras (WHO, 2021). Além disso,
sdo doengas mais comuns nas regides mais pobres da Africa, Asia e América Latina
(VALVERDE, 2013).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) (2020), as
DTNs preponderam em cerca de 149 paises, principalmente aqueles em

desenvolvimento submetidos a climas tropicais e subtropicais. Atualmente, tais



enfermidades afetam mais de um bilhdo de pessoas e impactam em bilhdes de ddélares
a economia mundial. No Brasil, entre 2010 a 2020, foram confirmados 38.634 casos de
leishmaniose visceral e 2.756 casos de doenga de Chagas (DATASUS, 2022). No ano
de 2015, foram confirmados 104.476 casos de DTNs, sendo as maiores taxas advindas
das regides norte e nordeste do pais (Ministério da Saude, 2018).

Segundo a OMS, DTNs s&o doengas que recebem baixo interesse das industrias
farmacéuticas para a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, devido ao
baixo retorno financeiro, ja que tais enfermidades atingem a populagdo de baixa renda
e sem influéncias politicas e poder aquisitivo para a compra desses produtos. Neste
sentido, a terapia atual consiste em medicamentos com baixa eficiéncia, com muitos
efeitos adversos, além do surgimento de cepas resistentes aos medicamentos
disponiveis. No periodo de 2012 a 2018, somente 3,1% dos medicamentos novos
introduzidos no mercado eram voltados para DTNSs, indicando o baixo interesse no
desenvolvimento de novas terapias para o tratamento dessas enfermidades (Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, 2019).

Neste contexto, € fundamental buscar novas opc¢des terapéuticas mais eficazes
e que contribuam na resolugao dos problemas citados sobre os medicamentos atuais,
uma possivel fonte de inspiragdo para o planejamento de novos farmacos para essas
doencas € a partir dos produtos naturais. Desde o século XIX, o estudo de plantas
acoplado ao desenvolvimento da quimica organica possibilitou o isolamento de
principios ativos do metabolismo secundario das plantas (FUMAGALI et al., 2008). O
reino vegetal possui uma ampla diversidade quimica, tal fato levantou o interesse das
industrias farmacéuticas ja que muitas substancias encontradas nas plantas possuem
estruturas altamente complexas, que sdo extremamente dificeis de serem sintetizadas
em laboratério com custo aceitavel. Além disso, muitas dessas substancias s&o
enantiomericamente puras e junto ao desenvolvimento de técnicas analiticas de
separagao, tais compostos podem ser isolados e ter seu potencial farmacolégico
explorado (BOLZANI; MONTANARI, 2001).

A biodiversidade brasileira é considerada uma das mais abundantes no mundo,
sendo que possui cerca de 15% a 25% de todas as espécies vegetais disseminadas

nos diferentes biomas do pais. Tal riqueza biolégica favorece a descoberta de



substancias biologicamente ativas, porém a descoberta de novos farmacos a partir da
flora brasileira ainda é pouco explorada, resultando na baixa comercializagdo de
principios ativos advindos da biodiversidade brasileira. A falta de investimentos em
pesquisa cientifica, desde o isolamento dos principios ativos até os estudos clinicos, € a
principal razdo da nao evolugéo dessa area no Brasil (BERLINCK et al. 2011).

Os medicamentos de origem vegetal sdo uma oportunidade para a industria
farmacéutica brasileira buscar novas moléculas, aumentar a competitividade através de
moléculas inovadoras com melhores caracteristicas farmacocinéticas, mais eficazes,
menor custo e menos efeitos adversos em comparagao aos produtos ja existentes no
mercado. Além disso, o extrato de plantas medicinais podem ser empregados como
medicamentos fitoterapicos (GADELHA; VILLAS BOAS, 2007).

2.0BJETIVOS

O objetivo deste projeto foi apresentar o panorama geral das pesquisas com
moléculas inovadoras e extratos vegetais advindos da biodiversidade brasileira, que
estdo sendo avaliados para o tratamento das DTNs, mais especificamente para a
leishmaniose, doenga de Chagas e dengue. Além disso, foram descritos os potenciais
mecanismos de agao dos novos agentes terapéuticos, as vantagens e desvantagens
em relacdo a terapia atual e quais sao as perspectivas da pesquisa e desenvolvimento

dessa area no Brasil.

3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Critérios para selecao de artigos

3.1.1. Bases de Dados

As buscas foram realizadas nas seguintes bases de dados: SciELO, PubMed,
Web of Science, SciFinder e Cochrane Library. Teses, livros, dissertacdes e revistas

cientificas.



3.1.2. Limite de Tempo

Foram selecionados artigos publicados dentro do periodo de 1998 a 2022.

3.1.3. Idiomas

Participaram da coleta de dados artigos em portugués e inglés.

3.1.4. Termos de Busca

Para realizagdo da pesquisa nas bases de dados, foram combinados os termos

leishmaniasis, Chagas disease e dengue com os assuntos explicitados no Quadro 1.

QUADRO 1 - ASSUNTOS PESQUISADOS NAS BASES DE DADOS ATRAVES DA COMBINAGAO
DOS TERMOS DAS DUAS COLUNAS

Leishmaniasis Patology; Epidemiology; Treatment;
Chagas disease Herbal drug; Plants; Brazilian biodiversity;
Dengue Pharmacology; Drug discovery.

4.REVISAO DE LITERATURA

4.1. Leishmaniose Visceral

A leishmaniose é uma doenca parasitaria transmitida por vetores causada pelo
protozoario pertencente ao género Leishmania. Varias espécies de Leishmania causam
diferentes formas clinicas da doenca, sendo descritas a leishmaniose visceral, cutanea,
mucosa e mucocutanea. Os sintomas observados pelos pacientes infectados
dependem, em sua maioria, das caracteristicas do parasita e da resposta imunoldgica
desenvolvida pelo paciente para combater o protozoario (JESUS et al., 1998).

A leishmaniose visceral (LV) é causada pelo agente etiolégico L. donovani na
Asia e na Africa. J4 na América Central e paises da América do Sul, como o Brasil, é

ocasionada pela L. infantum. Dentre as variacdes clinicas da leishmaniose, a visceral é
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a forma mais severa e fatal quando n&o diagnosticada e tratada (BURZA; CROFT,
BOELAERT, 2018).

Esta doenca é transmitida através da picada de flebotomineos (mosquito-palha)
fémea infectados. Durante o seu ciclo de vida, o parasita possui duas formas:
promastigota e amastigota (Fig. 1). A forma promastigota € flagelada e extracelular

enquanto que a amastigota é intracelular e aflagelada (FREITAS, 2010).

FIGURA 1 - CICLO DE INFECGAO DA LEISHMANIOSE
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2017.

A sintomatologia da doenca é caracterizada por febre, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, glandulas inchadas ou € até mesmo assintomatica. Vale
ressaltar que a LV é uma infecgao oportunista para pacientes portadores do virus HIV.
Um dos principais métodos de prevengao consiste no controle do vetor, através do uso

de mosquiteiros e repelentes (CDC, 2017).

4.1.1. Dados Epidemiolégicos

No ano de 2015, paises como Brasil, Etiépia, india, Quénia, Somalia, Sudao do
Sul e Sudéo registraram cerca de 90% dos casos de LV mundiais (BURZA; CROFT,
BOELAERT, 2018). A LV afeta cerca de 200.000 a 400.000 pessoas no mundo, porém,
provavelmente, ha subnotificacdo dos casos (MARCONDES; ROSSI, 2013).
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No periodo de 2010 a 2020, foram registrados no Brasil 38.634 casos de LV
(Tabela 1). Durante este periodo, nota-se maior incidéncia da doenga na regido
nordeste em comparagao as outras regides do pais (Tabela 2) (DATASUS, 2021). ALV
acomete principalmente residentes das areas rurais semiaridas do nordeste devido as
condicdes socioecondmicas, porém, na ultima década, a doenca sofreu expansao para
as regides norte, sudeste e centro-oeste do Brasil. Isso se deve ao alto indice de
pobreza, além da disseminacdo de caes infectados e dos insetos vetores
(MARCONDES; ROSSI, 2013).

TABELA 1 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS DE LV NO BRASIL(2010- 2020)

TOTAL 38.634
2010 3.704
2011 4.107
2012 3.269
2013 3.472
2014 3.733
2015 3.558
2016 3.455
2017 4.456
2018 3.851
2019 2.827
2020 2.202

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagéo de Agravos de Notificagédo - Sinan Net, 2022.

TABELA 2 - CASOS CONFIRMADOS DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL SEGUNDO REGIAO
DE NOTIFICAGAO (2010- 2020)

Regiio de notificasio

TOTAL 38.634
1 Regido Norte 6.976
2 Regido Nordeste 21.055
3 Regido Sudeste 7.335
4 Regido Sul 116
5 Regido Centro-Oeste 3.152

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo - Sinan Net, 2022.

Em cerca de dois anos sem tratamento, a LV é considerada fatal. O numero de
mortes varia de 20.000 a 50.000 de pessoas anualmente (AMARAL et al., 2019).
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4.1.2. Tratamento Terapéutico Atual

O tratamento para LV ¢é realizado através de compostos antimoniais
pentavalentes (Sb*®), que estdo disponiveis no mercado em duas formulagdes:
estibogluconato de so6dio e o antimoniato de meglumina (Fig. 2). No Brasil, o
medicamento disponivel € o antimoniato meglumina, sendo distribuido gratuitamente
pelo SUS na forma de ampolas de 5 mL equivalentes a 405 mg de Sb*. Seu
mecanismo de agao € pouco esclarecido, mas sabe-se que o farmaco atua nas formas
amastigotas, inibindo, principalmente, a atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos
graxos do parasita (BRASIL, 2003).

FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS CONTRA LV
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Adaptado de RATH et al., 2003.

Este farmaco, também, € utilizado para o tratamento de leishmaniose cutanea e
mucocutanea (RATH et al., 2003). Sua aplicagcdo € realizada por via endovenosa ou
intramuscular, uma vez ao dia por, no maximo, 40 dias, sendo utilizado em torno de 2 a
3 ampolas/dia (BRASIL, 2003). O antimoniato de meglumina é rapidamente absorvido,
sendo majoritariamente excretado pelos rins (RATH et al.,, 2003). O antimoniato de

meglumina possui efeito cardiovascular indesejavel, causando arritmia devido aos
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disturbios de repolarizagdo. Por este motivo, apds o vigésimo dia de tratamento é
aconselhavel a realizagdo de eletrocardiogramas semanais para a detecgcao de
possiveis arritmias. Outros efeitos adversos consistem em artralgia, adinamia e dor no
local de aplicagdo (BRASIL, 2003).

Existem tratamentos alternativos para a LV que consistem em diferentes
formulagcbées de anfotericina B, miltefosina e pentamidina. Estes farmacos requerem
monitoramento hospitalar para sua administracdo. A anfotericina B age nas formas
promastigotas e amastigotas do parasita, interagindo com os esteroides presentes na
membrana plasmatica da Leishmania. No entanto, efeitos adversos como cefaléia,
alteragdes pulmonares, flebite e complicagbes renais sao frequentes ao longo do
tratamento do paciente (BRASIL, 2003). Neste sentido, os farmacos utilizados no
tratamento de LV possuem certas limitagdes, como: via de administracdo; tratamentos
prolongados, que requerem hospitalizagao; custos elevados e efeitos adversos graves.
Com isso, a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para esta
enfermidade € de extrema importancia, principalmente, para paises em
desenvolvimento (AMARAL et al., 2019).

4.1.3. Agentes Terapéuticos Inovadores com Base na Flora Brasileira

4.1.3.1. Neolignanas de Nectandra leucantha Nees

A canela-seca ou canela-branca (Nectandra leucantha Nees) é uma espécie
endémica da Mata Atlantica brasileira, sendo distribuida geograficamente nos estados
de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina (GIEHL, 2021).
As ligninas extraidas desta planta sdo componentes que conferem rigidez e resisténcia
mecanica ao vegetal por se depositarem nos tecidos vasculares, mais precisamente na
parede celular das células vegetais (SALIBA et al., 2001).

Amaral e colaboradores (2019) reportaram quatro derivados semissintéticos
preparados a partir de neolignanas isoladas da canela-branca, que possuem efeitos
contra a forma amastigota de L. infantum. As neolignanas foram extraidas e isoladas
dos ramos da N. leucantha Nees através de técnicas de cromatografia, utilizando

colunas de silica em gel. O desidrodieugenol B foi a neolignana isolada mais seletiva e
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com efeitos imunomoduladores mais promissores para o tratamento de LV. Os

derivados semissintéticos (Fig. 3) foram sintetizados a partir do desidrodieugenol B e o
metil desidrodieugenol B (AMARAL et al., 2019).

FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DAS LIGNANAS E DERIVADOS
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Fonte: AMARAL et al., 2019.
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Os testes in vitro mostraram a atividade dos derivados e sua toxicidade em
mamiferos. A Tabela 3 compara os resultados desses compostos com a miltefosina,
farmaco utilizado no tratamento de LV. Os derivados se mostraram eficazes com
valores de ICs, variando de 6,1 a 35,9 yM na forma amastigota e 29,0 a 105,4 pM na
forma promastigota. Os compostos 1 e 3 mostraram-se mais citotoxicos que os demais
compostos. Considerando a relagao entre citotoxicidade e atividade contra amastigotas,
nota-se que o composto 2 € mais potente e seletivo e por isso recebeu o foco do estudo
(AMARAL et al., 2019).

TABELA 3 - ATIVIDADE E CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS CONTRA LV

I1C;, (pM) £SD CCey (M) + SD
Compound | Promastigote | Amastigote | NCTC SI
1 933+84 359+6.6 75.0+138 2.1
l 105.4+94 61+1.2 =200 >32.8
3 . 296+2.3 21.7+1.9 * 57.7%1.] 2.7
4 29.0+0.2 345+114 L =200 =>5.8
Miltefosine 51+0.6 6.5+ 3.0 119.7 +4.2 18.4

Fonte: AMARAL et al., 2019.

Foram realizadas simulagdes computacionais utilizando as plataformas
FAF-Drugs4 e ADMETIab e foram identificadas caracteristicas farmacocinéticas e
toxicologicas relevantes sobre os compostos. Desta forma, todos os compostos
apresentam boa biodisponibilidade oral e ndao sdo mutagénicos. O composto 2
apresentou potencial de inibir as enzimas do complexo do CP450, mas ndo demonstrou
hepatotoxicidade. Os compostos 1 e 3 apresentaram maior toxicidade, provavelmente
devido as mudancgas no grupo fenol. Porém, as modificagdes realizadas nos compostos
2 e 4 foram bem toleradas e proporcionaram oportunidades para o planejamento de
novas moléculas (AMARAL et al., 2019).

O composto 2 mostrou-se promissor por nao possuir atividade hemolitica e
apresentar mecanismos de acao interessantes contra o parasita, tais como induzir a

despolarizagéo transitéria na membrana plasmatica parasitaria (AMARAL et al., 2019).
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As variacbes no potencial elétrico da membrana geram desequilibrio no sistema
intracelular de Ca?*, induzindo rapida up-regulation dos niveis de calcio intracelular (Fig.
4). O excesso de Ca?" pode levar a formagéo de canais de alta condutancia por meio
das membranas mitocondriais que dissipam o potencial elétrico. Portanto, a mitocondria
do protozoario acaba sendo comprometida, levando a forte despolarizacdo da
membrana mitocondrial, 0 que gera colapso na cadeia respiratoria e diminui os niveis
de ATP, resultando, consequentemente, na reducdo do metabolismo do parasita e sua
morte (AMARAL et al.,, 2019). Assim, o composto 2 provoca danos na mitocéndria
parasitaria (Fig. 5). E possivel identificar que de acordo com o periodo de incubagéo, a
mitocdndria incha e apdés 1 a 2 horas ha a formagao de vacuolo autofagico e goticulas
lipidicas ao redor do nucleo. Depois de 6 horas, percebe-se que a organela sofre danos
com a perda das cristas, matriz e estruturas membranosas, que podem contribuir para a

disfuncdo da organela parasitaria (AMARAL et al., 2019).

FIGURA 4 - NIVEIS DE CALCIO INTRACELULARES EM PROMASTIGOTAS
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Niveis de calcio conforme tempos de incubagdo em promastigotas sem tratamento, TX-100 (controle
positivo) e composto 2. Fonte: AMARAL et al., 2019.
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FIGURA 5 - ESTRUTURA MITOCONDRIAL DE PROMASTIGOTAS

Mudangas estruturais observadas em mitocondrias de promastigotas. (A) Controle sem tratamento, (B)
0,5h,(C)1h,(D)2h, (E)4 h, (F) 6 hapds incubagdo com o composto 2. K: cinetoplasto, M: mitocoéndria,
N: nucleo, V: vacuolo, FP: bolso flagelar. Fonte: AMARAL et al., 2019.

Além disso, o composto 2 provoca reducéo dos niveis de IL-10, TNF e MCP-1 e
mesmo assim elimina 100% das amastigotas. A down-regulation destas citocinas
pré-inflamatérias € importante para que o sistema imune nao ataque os tecidos do
organismo de forma exacerbada na tentativa de eliminar o parasita (AMARAL et al.,
2019).
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4.1.3.2. Suco clarificado de Euterpe oleracea Martius

A palmeira Euterpe oleracea Martius, mais conhecida popularmente como
agaizeiro, € uma espécie muito comum na regidao Amazénica. O seu suco € muito
consumido por apresentar varios beneficios a saude, como propriedades anti-
inflamatdrias, antioxidantes e efeitos cardioprotetores. Assim, o suco do acgai € muito
visado pela industria de cosméticos e farmacéutica pela alta concentracao de polifendis
e antocianinas (BICHARA; ROGEZ, 2011).

O suco clarificado (SC) de acai é preparado através da micro filtragdo e
centrifugacado das frutas frescas, este procedimento foi patenteado pela Universidade
Federal do Para (SOUZA-MONTEIRO et al., 2015). As doses de suco clarificado
correspondem a 1:12,5 (80 puL de SC em 920 pL de meio de cultura), 1:25 (40 uL de SC
em 960 pyL de meio de cultura) e 1:50 (20 uL de SC em 980 pyL de meio de cultura). O
produto final do SC é rico em compostos polifendlicos e antocianinas (SILVA et al.,
2018).

O SC possui agao contra as promastigotas de L. amazonensis e L. infantum.
Apds 72 h de incubagao com o SC, foi observada redugao no numero de promastigotas
de L. infantum, conforme as dosagens: 59,12% (1:50), 78,25% (1:25) e 93,88% (1:12,5)
(Fig. 6A). Ja para as formas amastigotas, os resultados apds 72 h de incubagao foram:
66,2% (1:50), 72,1% (1:25) e 82,9% (1:12,5) (Fig. 6B) (SILVA et al., 2018).

FIGURA 6 - RESULTADOS DA INCUBAGAO DE L. infantum COM DIFERENTES CONCENTRAGOES
DE SC
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(A) Foram analisadas amostra controle, concentragdes de promastigotas 1:12,5; 1:25 e 1:50 e 0.5 yg/mL
de AMP-B. (B) Foram analisadas concentragbes de amastigotas 1:12,5; 1:25 e 1:50 e 0.5 yg/mL de
AMP-B. Adaptado de: SILVA et al., 2018.

A partir de 48 h de tratamento com o SC, percebeu-se aumento do numero de
células pequenas de promastigotas de L. infantum na diluigdo 1:12,5 (Fig. 7). Porém, na
diluicdo 1:25 observou-se duas populag¢des de células, as pequenas e alongadas, o que
indica que a diluicdo 1:12,5 € mais promissora na redugdo do tamanho celular do

parasita e na sua possivel inibicao (SILVA et al., 2018).
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FIGURA 7 - EFEITOS MORFOLOGICOS EM PROMASTIGOTAS DE L. infantum
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Imagem obtida por microscopia 6ptica. Adaptado de: SILVA et al., 2018.

Foram investigados possiveis mecanismos de agdo do SC contra a forma
promastigota de L. infantum utilizando um kit de CellRox - kit de citometria de fluxo, que
permite a detecgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em células vivas. Notou-se
um aumento da producdo de EROs em promastigotas de L. infantum tratadas por 48 h
com SC nas diluicées 1:12,5, 1:25 e 1:50, que induziram a morte do protozoario por
apoptose e redugcdo nos niveis da citocina IL-17A (citocina importante para a
proliferagdo do protozoario) em macréfagos infectados. Um fato interessante observado
foi de que o SC provocou a morte de amastigotas de L. infantum mesmo com a
presenca de IL-10, citocina antiinflamatoria. Nao foram observados efeitos citotdxicos
contra as ceélulas humanas durante o tratamento com o SC, evidenciando a agdo mais
seletiva do SC em protozoarios (SILVA et al., 2018).

4.2. Doencga de Chagas

A doencga de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Esta
antropozoonose possui duas fases clinicas: a fase aguda e crénica. Uma vez sem
tratamento adequado, a fase aguda geralmente assintomatica evolui para a fase
cronica, que pode se manifestar de forma indeterminada (sem manifestagdes clinicas),
cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva (BRASIL, 2021).

O T. cruzi possui duas formas nos seres humanos. A forma tripomastigota &
flagelada, esta ndo se divide em células sanguineas, mas carrega a infecgao pelo
corpo. Ja a forma amastigota ndo possui flagelo e se multiplica dentro das células,

preferencialmente as células de origem mesenquimal (Fig. 8). Os principais
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reservatorios sdo gambas, cachorros e tatus. Esta enfermidade é transmitida por
triatomineos, insetos mais conhecidos como barbeiros ou percevejos. Tais vetores
habitam em areas florestais e estao distribuidos pela América Latina, México, Argentina
e Chile. A DC pode ser transmitida ndo somente pelo vetor, mas também por
transfusées de sangue ou por consumo de comidas e bebidas contaminadas com as
fezes do barbeiro (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

FIGURA 8 - CICLO DE INFECGAO DA DOENGA DE CHAGAS
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2019.

4.2.1. Dados Epidemiolégicos

A DC é uma enfermidade endémica em 21 paises da América Latina, sendo que
0s mais afetados sdo: Bolivia, Argentina e Paraguai. Esta doenca era restrita em areas
rurais e pobres do continente sulamericano, porém o processo de urbanizacdo e
migragcao ocasionou a dispersdao da doenga em areas urbanas anteriormente nao
afetadas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

No Brasil, foram registrados 2.756 casos de DC entre 2010 e 2020 (Tabela 4).

Durante esse periodo, a regiao Norte teve maior incidéncia do numero de casos em



22

comparagao as outras regides (Tabela 5) (DATASUS, 2022). O estado do Para registrou
81% de casos decorrentes de transmisséo oral na regido Norte entre os anos de 2001 a
2018, esta alta incidéncia é justificada pelo alto cultivo de acai e bacaba na regido e
pelo consumo desses produtos infectados pelas fezes do triatomineo (FIOCRUZ, 2020).

TABELA 4 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA DOENGA DE CHAGAS NO BRASIL (2010-2020)

Ano 1 Sintomat

TOTAL 2.756
2010 136
2011 170
2012 199
2013 152
2014 209
2015 288
2016 353
2017 338
2018 383
2019 386
2020 142

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo - Sinan Net, 2022.

TABELA 5 - CASOS CONFIRMADOS DE DOENGA DE CHAGAS NO BRASIL SEGUNDO REGIAO DE
NOTIFICAGAO (2010- 2020)

Regiso de noifcagio

TOTAL 2.756
1 Regido Norte 2.600
2 Regido Nordeste 110
3 Regido Sudeste 12
4 Regido Sul 4
5 Regido Centro-Oeste 30

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo - Sinan Net, 2022.

No periodo de margo a agosto de 2020, foram reportados 125.691 6bitos no
Brasil por COVID-19, sendo que 207 individuos possuiam DC - comorbidade que
contribuiu para a morte dos pacientes. Vale ressaltar que os casos suspeitos ou
confirmados da fase aguda da doencga possuem notificagdo compulséria (BRASIL,
2021).
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4.2.2. Tratamento Terapéutico Atual

O tratamento de DC é realizado através de dois farmacos: benznidazol e
nifurtimox. No Brasil, o benznidazol é o farmaco de escolha para o tratamento, sendo
distribuido gratuitamente pelo SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). O benznidazol
tem perfil de tolerabilidade mais aceitavel, maior penetracdo nos tecidos e,
possivelmente, maior eficacia. Seu mecanismo de agao consiste na ligagao de seus
intermediarios nitrorreduzidos em moléculas de DNA, impedindo o crescimento do
parasita. Este medicamento é administrado oralmente, em duas a trés doses ao dia por
60 dias (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

O benznidazol tem atividade consideravel, 100% dos pacientes com a doenga
congénita sao curados desde que tratados no primeiro ano de vida. Além disso, a cura
sorologica é alcangada em 76% dos pacientes com doenga aguda. Ja na fase cronica,
as taxas de cura sao mais inferiores: 60 a 93% em criancas de até 13 anos e 2 a 40%
em adultos com a doenca cronica tratada tardiamente (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018).

O tratamento medicamentoso visa a reducédo da parasitemia, melhora clinica do
paciente e aumento da expectativa e qualidade de vida. O tratamento de pacientes
diagnosticados na forma aguda da doenga deve ser imediato. J& o tratamento em
pessoas na fase crbnica indeterminada varia conforme a idade. O tratamento é
altamente adequado em criangas e adolescentes pelo fato dos medicamentos serem
bem tolerados. Para adultos com menos de 50 anos, o tratamento continua vantajoso
por reduzir as chances de doencas cardiacas. Ja adultos com idade superior a 50 anos
o tratamento com antiparasitario € incerto, pois a incidéncia dos efeitos adversos
aumenta para mais de 50%, afetando a qualidade de vida dos pacientes. Além disso,
pacientes com cardiopatia chagasica em fase inicial ou outras alteragdes cardiolégicas
devem ponderar o tratamento antiparasitario junto ao médico devido aos altos riscos e
incertezas (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Os principais efeitos adversos do uso do benznidazol consistem em: parestesias,
artralgias e complicagbes digestivas. Também, € comum o relato de complicagbes
dermatolégicas como dermatites e rash cutaneo. Uma complicagdo mais grave é a

depressao da medula 6ssea. A frequéncia destes eventos em pacientes é de cerca de
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53%. Ja o nifurtimox possui frequéncia de efeitos adversos em 85% dos pacientes,
causando principalmente intolerancia gastrointestinal e problemas reumatoldgicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

4.2.3. Agentes Terapéuticos Inovadores com Base na Flora Brasileira

4.2.3.1. Flavondides de Spiranthera odoratissima

A Spiranthera odoratissima A. St.-Hil., mais conhecida como manaca, é um
arbusto distribuido geograficamente no cerrado brasileiro, mais precisamente nos
estados do Mato Grosso e Goias. Esta planta é utilizada pela populacéo local para o
tratamento de dores musculares, reumatismo e inflamagdes em geral (MATOS et al.,
2014).

Cornélio e colaboradores (2017) descreveram a atividade inibitéria de
flavondides de Spiranthera odoratissima contra enzimas envolvidas na via glicolitica do
T. cruzi. A extracdo do material ocorreu através do processo de maceragao etandlica
utilizando o caule seco do manaca. Ja o processo de isolamento do flavondide ocorreu
através do fracionamento guiado por bioatividade. Por meio de extragdes liquido-liquido
e técnicas de cromatografia, foi possivel o isolamento do tilirosideo
(canferol-3-O-(6"-O-p-cumaroil)-B-D-glucopiranose) (Fig. 9). Este tilirosideo mostrou alta
atividade inibitéria contra a enzima GAPDH, enzima glicolitica que catalisa a
fosforilagdo do G3P em 1,3-DPGA na presenga de NAD+ e fosfato inorganico. Esta
enzima é responsavel pela quebra da glicose e obtengao da energia para o protozoario
(CORNELIO et al., 2017).

FIGURA 9 - ESTRUTURA MOLECULAR DO TILIROSIDEO

Fonte: Cornélio et al., 2017.
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O tirilosideo apresentou atividade inibitéria em enzimas recombinantes
purificadas de GAPDH em E. coli com a inibicdo dose-dependente, sendo o valor de
ICs, correspondente a 22 + 2 uM (Fig. 10) (CORNELIO et al., 2017).

FIGURA 11 - CURVA DOSE DEPENDENTE DE TILIROSIDEO
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Adaptado de: Cornélio et al., 2017.

Para a avaliacdo da eficacia da inibigdo provocada pelo tilirosideo, foram
utilizadas trés concentragdes do flavonoide 5, 10 e 20 uM. A inibicdo da GAPDH foi
avaliada na presenca de doses crescentes do substrato e cofator, G3P e NAD+,
respectivamente. E possivel observar que as caracteristicas farmacocinéticas como
Vs € K™ mudam conforme ocorre o aumento das concentragdes do inibidor, se
comportando como inibidor ndo competitivo (Fig. 11). Nota-se que a V4 decresce com

0 aumento da concentrag&o do inibidor (CORNELIO et al., 2017).

FIGURA 11 - PERFIL INIBITORIO NAO COMPETITIVO DO TILIROSIDEO
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(A) Comportamento do tilirosideo conforme aumento da concentragdo do substrato G3P, 5 uM (0), 10
MM ( ) e sem inibidor (@).(B) Comportamento do tilirosideo conforme aumento da concentragéo do

cofator NAD+, 5 uM (0), 10 uM ( ), 20 uM (A) e sem inibidor (@). Adaptado de: Cornélio et al., 2017.

Por modelagem molecular, foram identificados os bolsées na enzima GAPDH
que possibilitam a ligagcao com o tilirosideo. O mecanismo de inibicdo do flavondide
sugere que o seu sitio de ligagdo encontra-se em um bolsdo diferente da ligagdo do
substrato e do cofator. A enzima possui quatro subunidades iguais, sendo que cada
mondmero tem dois dominios estruturais que correspondem as regides de ligagao do
NAD+ e o sitio catalitico (Fig. 12A). Além disso, verificou-se a formacao de uma regiao
de dobradiga entre esses dois dominios que se acentua com a ligagdo do NAD+ na sua
regido de ligacéo (Fig. 12B). Assim, nesta conformacao o tilirosideo estabelece liga¢des
de hidrogénio com aminoacidos da enzima, como pode ser observada ligacao de
hidrogénio da 3-hidroxila do anel 4H-cromen-4-ona com as cadeias laterais de Ser352 e
His349 (Fig. 12C). Adicionalmente, os grupos hidrofobicos do tilirosideo realizam
interagbes de Van der Waals com os aminoacidos, isso garante maior estabilidade da
estrutura (CORNELIO et al., 2017). Desta forma, o inibidor liga-se na regido de
dobradica e “congela” a enzima em uma conformagdo que impede a mudanca
conformacional necessaria para a ligacdo do substrato ao sitio catalitico. Portanto, o
tilirosideo funciona como um inibidor ndo competitivo, como citado anteriormente
(CORNELIO et al., 2017).

FIGURA 12 - PERFIL DE LIGAGAO DO TILIROSIDEO NA ENZIMA GAPDH
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(A) (B)

(A) Dominios estruturais da enzima, o sitio de ligagdo do NAD+ e regido catalitica correspondem as cores
laranja e azul, respectivamente. Ja as malhas verde e magenta correspondem, respectivamente, aos
locais de ligagdo do cofator/substrato e local da regido de dobradica. (B) Ligagéo do tilirosideo na regido
de dobradica. (C) Visao detalhada da ligagéo do inibidor ao receptor, os tragcos amarelos correspondem

as ligacdes de hidrogénio. Adaptado de: Cornélio et al., 2017.

4.2.3.2. Oleo Essencial de Flores de Psidium guajava

A goiabeira (Psidium guajava L.) € uma arvore frutifera de pequeno porte, nativa
da América Latina, ocorrendo espontaneamente em todo territério brasileiro. Esta planta
possui flores brancas ricas em 6leos essenciais (ANDRADE;ZANINETTI; FERREIRA,

2015). A goiabeira possui ampla versatilidade, os seus frutos séo utilizados como


https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/list/autoria/nome/rean-augusto-zaninetti?p_auth=BrVFBBHL
https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/list/autoria/nome/aliedson-sampaio-ferreira?p_auth=BrVFBBHL
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alimento, ja as raizes, folhas e flores sdo utilizados com fins terapéuticos
(MORAIS-BRAGA et al., 2016).

O dleo essencial de Psidium guajava L. é obtido através de flores frescas. O
processo de extracdo utiliza a técnica de hidrodestilagdo em um aparelho Clevenger.
Os principais compostos do oleo essencial foram a-cadinol e B-cariofileno, em
concentragdes de 37,8% e 12,2%, respectivamente (FERNANDES et al., 2021).

Fernandes et al. (2021) avaliaram a atividade do d6leo essencial de P. guajava
frente a forma tripomastigota do parasita nas doses que variam de 6,25 a 400 pg/mL.
Os resultados obtidos mostraram que o 6leo essencial foi ativo contra T. cruzi,
ocorrendo a redugao da viabilidade celular dos tripomastigotas, conforme o aumento da
concentracdo do o6leo essencial. A IC5;, do 6leo essencial foi igual a 14,6 ug/mL,
enquanto que o benznidazol (controle positivo) apresentou IC5,= 9,8 pg/mL (Tabela 6)
(FERNANDES et al., 2021).

TABELA 6 - ATIVIDADE CONTRA TRIPOMASTIGOTAS DO OLEO ESSENCIAL DE P. guajava

% of lysis £ 5.D./concentration (ug/ml)

6.25 12.5 15 50 100 200 400 ]('_w (pg/mL)
PG-EOQ 17.6+4.2 58.9+:4.0 57.5+0.4 T79.1+4.9 O, 908 90 9-+0.8 99.5+0.4 14.6
PG-E0O: essential oil from £ gugfave fowers; 8.D. Standard deviation: Positive control: benznidazole (1C_ = 9.8 pg/ml).

Fonte: Fernandes et. al., 2021

O possivel mecanismo de acao para a agao tripanomicida do 6leo essencial de
P. guajava se deve aos constituintes terpénicos que garantem carater hidrofébico aos
Oleos essenciais, permitindo que compostos como o a-cadinol possam permear pela
membrana plasmatica do parasita e afetar diversas vias metabdlicas parasitarias. Além
disso, o sinergismo entre os constituintes do 6leo essencial pode contribuir para a
interagdo com a membrana do parasita e causar mudangas fisiolégicas como a perda
de sua permeabilidade (BORGES et. al, 2012).

Com relagao a citotoxicidade, o teste foi realizado com células LLCMK,, sendo
que o o6leo essencial de P. guajava apresentou toxicidade moderada, apresentando
CCso= 250,5 pg/mL, enquanto que o benznidazol tem CCsy= 147,3 ug/mL (Tabela 7)
(FERNANDES et. al, 2021).
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TABELA 7 - CITOTOXICIDADE DE OLEO ESSENCIAL DE P. guajava EM CELULAS EPITELIAIS

%o of lysis £ 5.D./concentration (pg/mlL.)

6.25 12.5 25 50 100 200 400  CC,, (ng/mL)

PG-EO 100+0 10040 10020 86.3+£2.7 622409 35941.1 152443 250.5

PG-EQO: essential oil from P guajava flowers; 8.D. Standard deviation.

Fonte: Fernandes et. al., 2021.

4.3. Dengue

A dengue € uma doenga febril aguda causada pelo virus da dengue, um
arbovirus do género Flavivirus, em que atualmente sdo conhecidos quatro sorotipos. A
forma classica possui evolugao benigna, porém, quando evolu para sua forma
hemorragica, a situagao clinica € considerada grave. Esta doencga é tida como um grave
problema no sistema de saude de paises tropicais, como o Brasil, ja que as condigdes
ambientais presentes nesses paises propiciam a proliferagcdo dos principais vetores
desta doencga, os mosquitos da espécie Aedes - A. aegypti ou A. albopictus (BRASIL,
2002). A doenga provoca gastos de aproximadamente 39 bilhdes de ddlares por ano
com o tratamento médico, controle de vetores e produtividade perdida (FURTADO et.
al., 2019).

O mosquito Aedes é um vetor urbano com habitos diurnos e que se reproduz em
repositérios de agua. O ciclo de transmissao inicia-se quando o mosquito fémea pica
uma pessoa infectada, uma vez dentro do vetor, o virus se reproduz no intestino do
mosquito até alcangar as glandulas salivares e, consequentemente, a corrente
sanguinea da proxima pessoa picada. No organismo humano, o virus se reproduz em
orgaos como o bacgo, figado e células sanguineas. O periodo de incubagédo desta
doenca varia, em média, de cinco a seis dias (FURTADO et. al, 2019).

Os aspectos clinicos desta doenga variam desde infecgbes inaparentes até
hemorragia e morte. A dengue classica possui sintomas muito variaveis, pois depende,
principalmente, do sorotipo e do paciente, os principais sintomas séo febre, cefaléia,
nauseas, vomitos e artralgia que duram cerca de cinco a sete dias (BRASIL, 2002). Ja a
dengue hemorragica € mais grave, a sintomatologia inicial é similar a dengue classica,

mas evolui rapidamente para manifestagcbes hemorragicas e alteracdo da
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permeabilidade vascular, acarretando no aumento de hematécrito e hemoconcentragao
resultando em choque hipovolémico (FURTADO et. al, 2019).

As células mononucleares, como monodcitos e células dendriticas, sdo os
principais alvos do virus da dengue no organismo humano. Uma vez que essas células
sdo ativadas apos a infecgdo, sdo produzidas citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6,
IL-8), que levam a ativacdo de células endoteliais e aumento da permeabilidade

vascular, desencadeando as formas mais graves da doenca (REIS et al., 2008).

4.3.1. Dados Epidemiolégicos

Aproximadamente 4 bilhdes de pessoas no mundo moram em areas de risco de
contaminagao por dengue. Anualmente, 400 milhdes de pessoas sao infectadas pelo
virus, 100 milhdes adquirem infeccdo e 40 mil morrem devido as complicagdes da
dengue severa. Surtos de dengue sao frequentes em diversas regides como América
do Sul e Central, Africa, Oriente Médio, Asia e llhas do Pacifico (CDC, 2021).

Nas ultimas décadas, o Brasil foi destaque em quatro grandes epidemias
causadas pelos quatro tipos de sorotipos virais. Os sorotipos DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4 foram evidenciados nos anos de 1998, 2008, 2002 e 2010,
respectivamente (FURTADO et. al, 2019).

De acordo com o ultimo Boletim Epidemiolégico, foram notificados no Brasil no
ano de 2021, 103.595 casos provaveis de dengue - redugao de 74,3% dos casos em
comparagao ao ano de 2020 (Tabela 8). A regido Sudeste apresenta o maior numero de
casos em comparagao as outras regides (41.320 casos), provavelmente, por ser uma
area urbana densamente povoada e com alto fluxo populacional, devido as atividades
econdmicas e turismo, favorecendo assim, a disseminagao do virus pelo vetor. Em
relacdo a incidéncia de dengue em relagdo ao numero de casos/100 mil habitantes, a

regido Centro-Oeste possui maior destaque (BRASIL, 2021).



TABELA 8 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS DE DENGUE NO ANO DE 2021

Dengue SE 10 Chikungunya SE 10 Zika SEB
Regido/UF Casos Incidéncia Casos Incidéncia Casos Incidéncia
(casos/100 mil hab.) (casos/100 mil hab.) (casos/100 mil hab.)

Norte 1581 847 361 19 82 0,54
Ronddnia 629 35,0 L] 6 B 0,45
Acre 1.778 13168 a8 98 n 347
Amazonas 2,030 482 16 04 18 0,43
Roraima n 43 B 13 1 06
Para B51 93 ]| 10 ] 0,07
Amapa 51 59 B 1 0z
Tocantins 455 86 &3 7 1,07
Nordeste 10.564 18,4 31528 61 242 0,42
Maranhdo %83 6,8 18 03 o
Piaui m 6,4 | F. 0.4 0,03
Ceard (Wat] 18,6 153 34 37
Rio Grande do Norte 463 B 183 53 25 58
Faraiba 639 158 BD& 20,0 13 032
Pemambuco 1.950 203 653 68 &5 047
Alagnas 106 32 B 02 ] 08
Sergipe 126 54 29 99 9 039
Bahia AT 32,6 1461 98 38 66
Sudeste kel &4 167 &1 65 0,07
Minas Gerais 8156 383 1.026 &, FL on
Espirito Santo 1.367 6 150 BB o 0,00
Rio de Janeira 293 1.7 ] 0,5 0 0,06
Sdo Paulo 11,504 Ba1 2219 &8 12 0,07
Sul 15152 502 a9 03 15 0,05
Parand 13.083 13,6 34 [ 1 0,01
Santa Catarina am 121 48 07 ] 0,08
Ria Grande do Sul 1188 10,4 7 0 ] 0,07
Centro-Oeste 0738 us7 e 0.8 Ak 027
Mato Grossa do Sul 952 m7 b 1.6 5 oj8
Mato Grosso 420 1253 14 1.0 30 0,85
Goias 124 1283 i 0,4 B i
Distrito Federal 202 21 6 0,5 1 0,03
Brasil 103,595 48,9 178 37 kB on

4.3.2. Tratamento Terapéutico Atual

Fonte: Brasil, 2021.

31

Atualmente, ndo ha um tratamento especifico contra o virus da dengue. Neste

sentido, o tratamento da dengue classica consiste no uso de analgésicos e

antitérmicos, como paracetamol e dipirona para o alivio dos principais sintomas. Nao é

recomendavel a prescricao de salicilatos e antiinflamatérios ndo hormonais, pois o seu

uso pode potencializar as manifestagdes hemorragicas e aumentar os niveis de acido

no sangue. Em casos de dengue hemorragica, os pacientes geralmente sao internados

a fim de se observar qualquer sinal de choque e realizar o manejo clinico apropriado
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através da reidratacdo com soro via intravenosa e a utilizagdo de medicamentos
anti-hemorragicos. Em ambas as formas da doenga, a hidratagcdo e o repouso sao
medidas que facilitam o tratamento contra o virus da dengue no organismo (BRASIL,
2002).

4.3.3. Agentes Terapéuticos Inovadores com Base na Flora Brasileira

4.3.3.1. Extrato Etandlico de Cissus erosa (Vitaceae)

Cissus erosa (Vitaceae) é uma planta trepadeira amplamente distribuida desde o
México até a América do Sul. No Brasil € mais conhecida como Cipdé Fogo, esta
presente no Cerrado majoritariamente na forma arbustiva, na Amazénia em forma de
lianas e em regides de Caatinga e Mata Atlantica (ARAUJO et al., 2020). O Cipé Fogo é
uma planta medicinal utilizada principalmente para o tratamento de verrugas e ulceras
externas (REIS et al., 2020).

Reis et al. (2020) avaliaram a atividade antiviral do extrato etandlico proveniente
do caule e das folhas da espécie em relacdo aos virus da Dengue e Zika utilizando
métodos colorimétricos.

As folhas e caules da Cissus erosa (Vitaceae) foram coletados, separados e
secos a 40 °C. Em seguida, o material vegetal foi triturado e extraido utilizando etanol a
96% a temperatura ambiente. O solvente foi removido com o auxilio de um
rota-evaporador. A partir do extrato realizou-se a caracterizagao fitoquimica do material,
utilizando técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas. A analise fitoquimica de C. erosa identificou a presenca de
diversos compostos como flavondides, taninos e terpendides. Os flavondides
detectados em grande propor¢ao foram vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina
(REIS et al., 2020).

Os resultados da atividade antiviral in vitro contra o virus da dengue tipo 2 foram
realizados em células LLCMK,, utilizando concentragdes que variam entre 500 a 1,95
Mg/mL e contra o virus Zika em células da linhagem Vero, empregando concentragbes
que variam entre 400 a 1,56 pg/mL. Conforme observado na Tabela 9, o extrato

proveniente das folhas apresentou ECs, equivalente a 18,2 yg/ml para o virus da
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dengue e 82,8 pg/ml para o virus do Zika. Ja o extrato proveniente do caule nado
apresentou atividade antiviral contra o virus da dengue, mas ainda se mostrou ativo
contra o virus do Zika. Foram utilizados dois controles positivos neste ensaio: interferon
a e ribavirina. Pode-se observar as concentragdes de citotoxicidade nos extratos da

folha e caule, bem como o indice de seletividade (REIS et al., 2020).

TABELA 9 - ATIVIDADE ANTIVIRAL (EC ) E CITOTOXICIDADE (CC;,) DOS EXTRATOS DE C. erosa

LLCMK, DENV-2 Vero ZIKV
Extract / Positive control ) SI< ) . SI*
CCypg/mL* EC,pg/mL® CCypg/mL* EC,pg/mL"
Leaves > 500.0 18.2+0.7 =215 309.2+ 14.1 828+24 3.7
Cissus erosa
Stems 835+169 NA® 387.6+90 458 =31 8.5
Interferon a 2.5 = 10°¢
Ribavirin 3704+ 1.2 945+27 39
30 % cytlotoxic concentration, 30 % effective concentration of viral replication; ~ = Sl (Selectivity index): ratio between extract CC_ and EC_ ;
! =NA: No active; 80 a 100 % cytopathic effect mhibition and U/'mL concentration

Fonte: Reis et al., 2020

4.3.3.2. Extrato Etandlico de Uncaria tomentosa (Willd.) DC

A Uncaria tomentosa (Willd.) DC, conhecida popularmente como Unha-de-Gato,
€ uma planta encontrada nas zonas tropicais da Floresta Amazdnica brasileira e demais
paises da América do Sul. A Unha-de-Gato € uma espécie de trepadeira, que possui
este nome por ter espinhos em formato de garra de gato. Seu uso medicinal foi
descoberto pelos indigenas peruanos que utilizavam as cascas, raizes e folhas para
producao de chas medicinais com efeitos antiinflamatdrios, antivirais e antimutagénicos
(MIRANDA, 2005). Tais propriedades terapéuticas sdo decorrentes da presenca de
alcaldides inddlicos, glicosideos e flavondides, que individualmente ou sinergicamente
estimulam o organismo contra tumores, virus e inflamacdes (REIS et al., 2008).

Reis e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antiviral e imunomoduladora
do extrato etandlico de Unha-de-Gato em mondcitos infectados com o virus da dengue
tipo 2. Neste estudo, foi utilizado o extrato hidroetandlico de U. tomentosa, a partir deste
foram derivadas duas fragdes particionadas - fragdo com alcaldides e sem alcaldides.

As amostras foram submetidas a processos de cromatografia em camada delgada e
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cromatografia liquida de alta eficiéncia para identificagdo dos compostos em ambas
fracdes. Apos a infecgado do virus da dengue nas células humanas, observou-se que o
alvo principal do virus foram as células CD14+. Através da técnica de citometria de
fluxo, foi possivel identificar antigenos virais nos mondcitos a partir do segundo dia
apoés a infecgao, indicando a replicagao viral. Com isso, foi coletado o sobrenadante da
cultura celular diariamente e detectou-se a presenca de oito citocinas diferentes, dentre
elas as citocinas pro-inflamatoérias, TNF-a, IL-6 e IL-10 (Fig.13). Logo, a partir dos dois
dias de infecg&o, foram realizados os testes com o extrato de U. tomentosa (REIS et al.,

2008).
FIGURA 13 - PERFIL DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EM CELULAS INFECTADAS
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Apods a infeccdo dos mondcitos in vitro, nota-se o aumento da producao de citocinas pré-inflamatérias no
sobrenadante celular em comparagao com o grupo controle e células inativadas com calor.
Fonte: Reis et. al., 2008

As culturas de monécitos infectadas pelo virus da dengue foram tratadas com o
extrato etandlico bruto de U. tomentosa, assim como, com as fragdes com alcaldide e
sem alcaloide. Tais extratos foram comparados com a dexametasona apds dois dias de
cultura. Pode se observar que através a concentragao de 10 ug/mL de extrato etandlico
bruto houve diminuicdo significativa da presenga de antigenos em mondcitos, ja a
fracdo rica em alcaldides apresentou maiores efeitos inibitérios com apenas 1 pg/mL,
enquanto que nenhum efeito foi observado na fragdo nao alcaldide. A dexametasona
apresentou resultados semelhantes aquelas de U. tomentosa (Fig.14) (REIS et al.,
2008).
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FIGURA 14 - ATIVIDADE ANTIVIRAL DO EXTRATO E FRAGOES
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A atividade inibitéria foi identificada através de citometria de fluxo. Neste grafico pode se identificar o

efeito da U. fomentosa em células de mondcitos infectadas. Fonte: Reis et. al., 2008

Além da atividade inibitéria, a fracdo enriquecida de alcaldides apresentou,
diferentemente das demais, propriedade imunomoduladora nas citocinas
pré-inflamatérias. Foram medidas as concentracées de TNF-q, IL-6, IL-10 e IFN-a dos
sobrenadantes das células infectadas e notou-se que a fragdo com alcaldides inibiu as

citocinas TNF-a e IFN-a a partir da concentragdo de 100 ug/mL, nivel semelhante ao
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tratamento com dexametasona. Com relacdo a citocina IL-6, ndao foi detectada
nenhuma inibigdo com os tratamentos usando U. tomentosa ou dexametasona, ja em
relagdo a citocina IL-10, o tratamento com o extrato rico em alcaldides reduziu as
concentragdes de antigenos virais de 572 + 219 pg/mL para 244 + 60 pg/mL apos o
tratamento (REIS et al., 2008).

5.DISCUSSAO

5.1. Leishmaniose Visceral

Amaral e colaboradores (2019) desenvolveram quatro derivados semissintéticos
a partir do desidrodieugenol B e o metil desidrodieugenol B - neolignanas extraidas da
Nectandra leucantha Nees. Dentre estes quatro derivados, o composto 2 foi
considerado o mais promissor ja que demonstrou ser o composto mais potente contra a
forma amastigota, com baixa toxicidade e alta seletividade. Assim, entende-se que o
composto pode eliminar as formas amastigotas independentemente das células de
defesa do hospedeiro, sendo um ponto que pode ser mais explorado em estudos
futuros.

Os compostos 1 e 3 demonstram ser os mais citotoxicos, o éster fendlico do
composto 1 foi considerado como um risco potencial, pois pode ser metabolizado em
um fenol no metabolismo humano. Porém, as modificagbes realizadas no composto 2
foram bem toleradas e, de acordo com os autores, modificagdes nas cadeias laterais
alilicas em compostos derivados de produtos naturais sdao bem toleradas e néao
acarretam prejuizos tao significativos a bioatividade no organismo.

Este estudo sugere que o composto 2 pode ser considerado como um composto
lider para desenvolvimento, uma vez que foi comprovada a sua acao anti leishmania
por causar comprometimento mitocondrial do protozoario, diminuicido do ATP e afetar a
replicacdo do DNA parasitario. Como este composto possui o potencial de inibir as
enzimas do complexo do CP450, podem ser realizadas modificagdes moleculares com

o intuito de aprimorar as suas caracteristicas farmacocinéticas.
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O artigo de Silva e colaboradores (2018) analisou a atividade protozoaricida do
SC de agai, que apesar de possuir atividade contra a forma amastigota do protozoario,
apresentou maior agcao sobre a forma promastigota. Com isso, a partir da dose de
1:12,5 houve reducdo de cerca de 93,88% das promastigotas apos 72 h. Além de
causar alteragcbes morfologicas, a partir de 48 h, observou-se reducédo do tamanho
celular do parasita. O SC de agai apesar de promover a producgao de IL-10, acarretando
na diminuicdo de citocinas pré-inflamatérias, ocasionou aumento das espécies EROs
no parasita, culminando na sua apoptose. Apesar do agai ser composto principalmente
por flavondides que sdo conhecidos pela sua atividade antioxidante e por inibir a
producdo de EROs, o SC pode possuir efeitos seletivos nas organelas do parasita,
como por exemplo, a mitocondria. Uma vez causado o dano mitocondrial, ha o aumento
da produgdo de EROs no parasita, seguida de apoptose. Por conta da composigéo
quimica do agai, contendo principalmente flavondides com alto poder antioxidante,
muitos estudos estdo sendo realizados explorando os beneficios da utilizacdo de
Euterpe oleracea. Estudo realizado por Cedrim e colaboradores (2018) demonstrou os
beneficios das antocianinas do acai para melhorar os danos causados por doencgas
crénicas, uma vez que este fruto possui efeito anti hipertensivo e leva a redugao de
colesterol total, LDL e triglicerideos no sangue.
Portanto, o agai e seus derivados possuem alto potencial para o tratamento
tanto de LV, como demais doencas crénicas que afetam a populacédo. No caso de LV,
em que o tratamento atual possui alto custo e toxicidade, a utilizacdo do suco clarificado
pode permitir a diminuicdo do preco do tratamento uma vez que € uma planta muito
encontrada em territério brasileiro e, de acordo, com o estudo realizado possui baixa

citotoxicidade e alta atividade contra a forma promastigota da leishmania.

5.2. Doencga de Chagas

O artigo desenvolvido por Cornélio e colaboradores (2017) explora a descoberta
do flavondide, tilirosideo (canferol-3-O-(6"-O-p-cumaroil)-B-D-glucopiranose), pela
primeira vez na planta Spiranthera odoratissima. Com abordagem mais cinética e
computacional, este artigo trouxe descobertas sobre a atividade deste flavondide contra

o protozoario causador da DC. Este tilirosideo atua como inibidor ndo competitivo da
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enzima GAPDH. Esta € uma enzima chave na via glicolitica do T. cruzi, também, esta
presente na via glicolitica humana e € muito estudada para terapias anticancerigenas
(CORNELIO et al., 2017). O artigo ndo divulgou dados a fim de comparar a
citotoxicidade do composto em relagdao as células humanas, o que poderia ser um
possivel ponto de alerta para novos medicamentos derivados do tilirosideo.

Através da utilizacdo da ferramenta computacional para verificagao dos sitios de
ligacdo do composto tilirosideo, pode-se verificar seu perfil inibidor ndo competitivo,
uma vez que seu sitio de ligagdo mais provavel é um bolséo diferente da ligagado do
substrato e do cofator. Este tipo de ferramenta tem grande importancia para a
descoberta de novos compostos lideres e candidatos a farmacos, pois permite simular
as ligagdes entre os compostos inibidores e as enzimas de interesse.

O artigo publicado por Fernandes et al. (2021) reportou a agao tripanocida do
oleo essencial de Psidium guajava L. frente ao agente etiolégico da DC, principalmente,
devido a sua constituicdo de terpendides (a-cadinol e B-cariofileno). Em comparagao ao
controle positivo benznidazol, o 6leo essencial apresentou acao tripanocida satisfatoria
na medida que os niveis de IC5, sdo relativamente similares, 9,8 ug/mL e 14,6 yg/mL,
respectivamente.

Com relagdo a citotoxicidade, o 6leo essencial possui um CCs, superior ao
observado no benznidazol, 250,5 ug/mL e 147,3 ug/mL, respectivamente. A toxicidade
do composto adquirido da Psidium guajava L. pode ser considerada moderada, o que
indica que este composto pode ser tolerado no organismo humano, porém novos testes
devem ser realizados in vitro e, posteriormente, in vivo (FERNANDES et al., 2021).

Portanto, tanto o flavondide proveniente da S. odoratissima, como o 6leo
essencial de P. guajava L. apresentaram caracteristicas interessantes para o tratamento
de DC, visto que por mecanismos de acdo diferentes puderam apresentar acao
antichagasica. Estudos complementares devem ser realizados para anadlise de
possiveis efeitos adversos provenientes do uso destes compostos a fim de se realizar a

comparagao com o medicamento disponivel na terapéutica, o benznidazol.
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5.3. Dengue

Com relagao aos dados obtidos por Reis et al. (2020) sobre a capacidade
antiviral do extrato etandlico proveniente do caule e das folhas de Cipé-Fogo, pode-se
inferir que o extrato das folhas apresentou atividade antiviral contra ambos virus
testados. Neste extrato nota-se melhor atividade contra o virus da dengue, sendo
necessaria menor concentragcdo do composto para induzir metade do efeito antiviral
maximo e indice de seletividade superior (>27,5) em comparagao com o obtido no virus
da Zika (3,7). Com relagdo, a atividade antiviral contra o virus da Zika, o extrato
proveniente do caule da planta foi mais eficiente que o extrato das folhas, uma vez que
apresentou maior indice de seletividade, maior atividade antiviral e menor citotoxicidade
(REIS et al., 2020).

A atividade antiviral observada pode ser resultante do efeito sinérgico entre os
flavondides e demais constituintes do extrato (REIS et al., 2020). Apesar de haverem
poucos estudos sobre agentes antivirais provenientes de plantas, algumas pesquisas
como a realizada por Pérez (2003) catalogaram grande numero de compostos de
diversas estruturas quimicas provenientes de plantas, que possuem atividade antiviral,
dentre eles flavondides como apigenina, quercetina, rutina, fisetina, naringina e dentre
outros.

A partir dos dados obtidos por Reis et al. (2008), detectou-se que o tratamento
com o extrato de U. tomentosa, além de ser capaz de reduzir os antigenos virais em
monocitos infectados pelo virus da dengue, também possui capacidade
imunomoduladora em citocinas pré-inflamatoérias.

O extrato hidroetandlico de U. tomentosa na concentragcao de 10 ug/mL diminuiu
significativamente os antigenos virais, demonstrando que de fato a planta possui algum
constituinte com caracteristica antiviral. No extrato enriquecido de alcaldides foram
identificados alcaldides oxinddlicos pentaciclicos (POA). Tais alcaldides ja séao
conhecidos por regularem a proliferagao de linfocitos humanos (WURM et al., 1998). A
atividade antiinflamatéria da Unha-de-Gato pode, também, estar associada com o efeito
sinérgico com outros compostos da planta, como os glicosideos. Neste estudo, foi

possivel identificar que os alcaldides possuem fungao significativa na imunomodulagéo
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e capacidade antiviral, ja que o extrato rico em alcaldides foi mais efetivo que os
extratos puro e sem alcalodides (REIS et al., 2008).

As citocinas TNF-q, IL-6 e IL-10, uma vez ativadas, séo as grandes responsaveis
pelo desenvolvimento de manifestagdes clinicas hemorragicas da doenga, uma vez que
aumentam a permeabilidade vascular e ativam a cascata de coagulagéo. O TNF-a € um
dos responsaveis por ativar as células endoteliais, aumentando a sintese de células de
adeséo. A IL-10 induz a proteina supressora da sinalizagao de citocinas, o que reduz a
sintese de interferons e Oxido nitrico - ambos compostos com caracteristicas antivirais
(REIS et al., 2008). Como o extrato rico em alcaldide apresentou reducao nos antigenos
virais em células infectadas e diminuicdo da producdo de TNF-a, IFN-a e IL-10, tal
atividade imunomoduladora apresentada pela U. tomentosa é de grande importancia,
pois reduzir o processo inflamatério e as chances de evolugdo da doenca que,
atualmente, n&o possui tratamento especifico.

Portanto, o desenvolvimento de novos tratamentos a partir da Unha-de-Gato e
extrato de Cipoé-fogo devem ser considerados nas etapas de Pesquisa e
Desenvolvimento de novos agentes terapéuticos especificos contra o virus da dengue,

visto que, atualmente contamos apenas com farmacos para o alivio dos sintomas.

6.CONCLUSAO

As opgoes terapéuticas atuais para o tratamento das DTNs apresentam, em
suma, toxicidade elevada, baixa eficacia, e ampla gama de efeitos adversos. Com isso,
alternativas relevantes devem ser investigadas na busca por novos medicamentos para
o tratamento dessas enfermidades, sendo que a biodiversidade brasileira pode
contribuir como fonte de inspiragdo na pesquisa desses novos agentes terapéuticos.
Varios estudos demonstraram a importadncia das plantas medicinais encontradas
geograficamente em solo brasileiro para o tratamento de LV, DC e dengue. Tais plantas
possuem como constituintes neolignanas, polifendis, antocianinas, flavonoides e os
seus respectivos glicosideos, que individualmente ou sinergicamente promovem a agao
antiparasitaria. Tais estudos foram realizados in vitro, que consistem em uma analise

preliminar, ndo permitem a avaliagdo de possiveis interagdes fisioldgicas que possam



41

ocorrer no organismo, assim, para a comprovagao da eficacia e seguranga de tais
compostos, estudos adicionais in vivo devem ser realizados.

Com isso, através da realizacdo de mais estudos, pode-se desenvolver farmacos
com caracteristicas mais interessantes do que os presentes na terapia atual. No caso
de LV, farmacos administrados oralmente, com menor tempo de tratamento e menores
efeitos adversos sdo considerados ideais. Em relacdo a doenga de Chagas, o
desenvolvimento de farmacos com acado na fase crénica da doenga e que possuam
menores efeitos adversos s&o considerados mais vantajosos. Por fim, acerca do
tratamento da dengue, devido ao tratamento atual ser somente profilatico em relagéo
aos sintomas, os estudos realizados demonstrando as caracteristicas antivirais de
plantas como cipo-fogo e unha-de-gato, aumentam as expectativas para um tratamento
especifico contra o virus da dengue e menores recorréncias da forma grave da doencga.

Portanto, considerando a ampla biodiversidade da flora brasileira e o0 aumento
das pesquisas relacionadas ao estudo de novos compostos para o tratamento de DTN,
0 cenario de pesquisa e desenvolvimento no Brasil pode ser considerado positivo e
prospectivo. Vale destacar que o Brasil sera um dos grandes beneficiados com o

avango dessas pesquisas, pois € um dos paises mais atingidos com as DTNSs.
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