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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodrios do género Leishmania,
consideradas pela OMS como doencas tropicais negligenciadas, responsaveis por
cerca de 30.000 mortes por ano, sendo endémicas em Mato Grosso do Sul, Brasil.
Os tratamentos disponiveis dificultam a adesdo pelo alto custo, administracéo
parenteral e diversos efeitos colaterais. Considerando a vasta biodiversidade e
levantamentos etnofarmacol6gicos em nosso pais, a busca por tratamentos mais
seguros e eficazes com produtos naturais € desafiadora e necessaria. Assim,
avaliamos a atividade in vitro de extratos vegetais da familia Rubiaceae de Rudgea
viburnoides, Diodia kuntzei, Richardia grandiflora, Tocoyena formosa, Randia armata
e Coutarea hexandra contra Leishmania amazonensis. Observamos uma reducéo na
viabilidade celular das formas promastigotas de L. amazonensis e uma reducao nas
amastigotas intracelulares em macréfagos infectados, e os indices de seletividade
foram calculados nos quais os extratos de Tocoyena formosa, Rudgea viburnoides e
Randia armata apresentaram valores de 6,7, 3,2 e 2,7, respectivamente. Com 0
objetivo de investigar algum mecanismo envolvido na atividade anti-Leishmania, a
producédo de 6xido nitrico por macréfagos infectados foi avaliada por meio da reacéo
de Griess. A realizacdo de estudos fitoquimicos e o fracionamento dos extratos
seréo essenciais para rastrear a atividade anti-Leishmania desses extratos.

Palavras-chave: Rubiaceae; Rudgea viburnoides; Diodia kuntzei; Tocoyena formosa;

Leishmania amazonensis.



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases caused by protozoans of the Leishmania genus,
considered by the WHO as neglected tropical diseases, responsible for about 30,000
deaths per year, being endemic in Mato Grosso do Sul, Brazil. The available
treatments make adherence difficult due to the high cost, parenteral administration
and several collateral effects. Considering the vast biodiversity and
ethnopharmacological surveys in our country, the search for safer and more effective
treatments with natural products is challenging and necessary. Thus, we evaluated in
vitro activity of Rudgea viburnoides, Diodia kuntzei, Richardia grandiflora, Tocoyena
formosa, Randia armata and Coutarea hexandra plant extracts of the Rubiaceae
family against Leishmania amazonensis. We observed a reduction in cell viability of
promastigotes forms of L. amazonensis and a reduction in intracellular amastigotes
in infected macrophages, and the selectivity indices were calculated in which
Tocoyena formosa, Rudgea viburnoides and Randia armata extracts presented
values of 6.7, 3.2, and 2.7, respectively. In order to investigate some mechanism
involved in the anti-Leishmania activity, the production of nitric oxide by infected
macrophages was evaluated using the Griess reaction. The realization of
phytochemical studies and the fractionation of extracts will be essential to track the

antileishmanial activity of these extracts.

Keywords: Rubiaceae; Rudgea viburnoides; Diodia kuntzei; Tocoyena formosa;

Leishmania amazonensis.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doencas Negligenciadas

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou um grupo de 20
doencas tendo origem principalmente infecciosa, causadas por bactérias, virus,
parasitas, dentre outros, como doencgas tropicais negligenciadas (DTN’s). Estas
incluem: Dengue e Chikungunya, Dracunculiase (Doenca do verme-da-Guiné),
Doenca de Chagas, Envenenamento por picada de serpentes, Equinococose,
Esquistossomose, Filariose linfatica (Elefantiase), Helmintiases transmitidas
pelo solo, Leishmanioses, Hanseniase, Micetoma, Cromoblastomicose e outras
micoses sistémicas, Oncocercose, Bouba, Raiva, Escabiose e outros
ectoparasitas, Teniase/ Cisticercose, Tracoma, Trematodiases transmitidas por
alimentos, Tripanossomiase africana humana (Doenca do sono) e Ulcera de
Buruli (OMS, 2021a).

As doencas tropicais negligenciadas afetam principalmente paises
tropicais e subtropicais em desenvolvimento, acometendo em grande
proporcdo populacdes de baixa renda e de acesso limitado aos servigos
sanitarios e de saude. Foram classificadas como negligenciadas devido ao
investimento em pesquisa e erradicacdo serem insuficientes frente a magnitude
e alta morbimortalidade geradas por elas (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2019)

Recentemente, a OMS publicou um roteiro bastante promissor para o
enfrentamento das DTN'’s, referente ao periodo de 2021 a 2030. Neste material
estdo concentradas diversas estratégias que visam melhorar em pontos
cruciais 0 cenario dessas doencas, tais como: prevencao efetiva, diagnostico
precoce e facil acesso aos tratamentos pela populagédo em risco (OMS, 2021a).

O impacto sobre a saude causado por essas doengas pode ser
subestimado devido ao fato de que muitas infeccbes sdo assintomaticas e
estdo associadas com periodos de incubacdo mais longos, tornando dificil
estabelecer uma conexdo entre uma morte particular e a infeccdo
correspondente que esta latente durante um longo periodo de tempo
(MARTINS-MELO et al., 2018).
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Em 2017, Mitra e colaboradores relataram que mais de um bilhdo de
pessoas eram portadoras de uma ou mais DTN’s, e uma andlise de distribuicdo
global apresentou que a maior diversidade dessas doencas localiza-se no
Brasil e em alguns paises da América Central, Africa Oriental e no 1émen,
seguido por india, Bangladesh e China.

O Brasil registrou o maior nimero de casos da América Latina em
diversas doencas negligenciadas. As distribuicbes geogréaficas sdo variadas,
apresentando maiores indices em regides de maior pobreza e de recursos
escassos, principalmente nas regides Norte e Nordeste. Algumas dessas
doencas sao classificadas como emergentes ou reemergentes, devido ao seu
alto impacto pregresso, momentaneo e futuro, tendo como importantes
exemplos a Doenca de Chagas, dengue e as leishmanioses (MARTINS-MELO
et al., 2018).

As leishmanioses permanecem como uma das doengas mais
negligenciadas no mundo, afetando principalmente a Africa, Asia e América
Latina. O Brasil foi elencado dentre os paises que apresentam maior namero
de casos globais tanto para leishmaniose visceral, quanto para leishmaniose
tegumentar (OMS, 2021b).

1.1.1 Leishmanioses

As Leishmanioses sdo doengas que podem acometer humanos e muitos
animais. Ocorrem através da infeccdo por diferentes espécies de parasitas
protozoarios pertencentes ao género Leishmania, ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae. Sao responsaveis por diferentes formas clinicas da
doenca, podendo ser divididas em dois tipos, de acordo com 0s 0rgaos que
acometem: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que acomete pele e
mucosas; e Leishmaniose Visceral (LV), em que a doencga apresenta-se de
forma sistémica, principalmente em 6rgdos como figado e baco, podendo ser
fatal se néo tratada (CONCEICAO-SILVA; MORGADO, 2019).

A transmissdo ao homem se da através da picada de pequenos vetores,
insetos dipteros hematdéfagos da familia Psychodidae e subfamilia

Phlebotominae. Popularmente chamados de flebotomineos ou mosquito-palha,
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nas Ameéricas, 0 género Lutzomyia sp. € 0 mais importante em termos de
participacdo direta na transmissdo e que demanda maior atencdo, havendo
mais de 400 espécies ja identificadas, no entanto, pouco mais de 10% delas
sdo consideradas como espécies potencialmente ligadas a transmissdo das
Leishmanioses (OPAS/OMS, 2017). As fémeas do vetor sdo as responsaveis
por manter o ciclo da doenca (Figura 1), possuindo preferencialmente habitos
alimentares noturnos, e se infectam no ato do repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado infectado (MANN et al., 2021).

Os protozoarios do género Leishmania se alternam entre duas principais
formas morfoldgicas durante o seu ciclo de vida heteroxénico (Figura 1):
amastigotas e promastigotas. No trato digestivo do vetor encontram-se as
formas promastigotas dos parasitas (Figura 2A), as quais possuem forma
alongada, sdo moveis (flageladas), possuindo uma organela rica em DNA
mitocondrial denominada cinetoplasto, estando localizado entre o nucleo e a
extremidade anterior, e, a medida que permanecem no trato digestivo do vetor,
essas formas se diferenciam até se tornarem a forma infectante para os
humanos, denominadas promastigotas metaciclicos. Apés a inoculacdo dessas
formas infectantes no homem, estas séo capturadas por células fagociticas
(macréfagos), onde se transformam em uma forma arredondada, com
cinetoplasto visivel, imovel (sem flagelo exteriorizado) e sdo denominadas
amastigotas (Figura 2B). As amastigotas se diferenciam intensamente até que
haja o rompimento da célula infectada, liberando o conteddo e infectando
novas células (AGUIAR; RODRIGUES, 2017; ANVERSA et al., 2018).



Figura 1 Ciclo de vida heteroxénico dos parasitas do género Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de CDC, disponivel em: https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html

Figura 2 Formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de Leishmania spp.
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Fonte: 2A - Adaptado e disponivel em: http://www.faperj.br/?id=816.2.2; 2B - Adaptado e disponivel em:
https://repositorio.ufsc.br/xmlui/bitstream/handle/123456789/91195/248379.pdf?sequence=1
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A interacdo parasita-hospedeiro apresentada no ciclo (Figura 1) tem

ampla participagéo do sistema imunoldgico (Sl), que recruta diversas células e

moléculas a fim de evitar que a infeccdo se instale. Apos as formas

promastigotas metaciclicas

serem i

nseridas no hospedeiro,

estruturas

presentes nas ceélulas do parasito como o proprio flagelo, lipofosfoglicanos e

lipoproteinas se ligam a receptores de superficie de células do Sl e séo


https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html
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reconhecidas, gerando diversas modificagbes morfolégicas e bioquimicas
nestes fagocitos para que haja a producédo de substancias que podem levar a
morte do parasita (ROCHA et al. 2019).

Ao longo dos anos, espécies de Leishmania desenvolveram
mecanismos de escape em diversas etapas das defesas imunologicas do
hospedeiro, tendo algumas formas promastigotas conseguido lidar com o
primeiro arsenal imunologico sendo entdo internalizadas por endocitose no
interior dos macrofagos, e transformando-se em formas amastigotas, as quais
sdo mais resistentes a grande liberacdo de substancias desse microambiente,
podendo inativar enzimas hidroliticas, a producdo de 6xido nitrico e metabdlitos
oxidativos, prejudicando assim a eficiéncia fagocitica do macrofago (ANVERSA
et al., 2018)

Pertencentes ao grupo das doencas tropicais negligenciadas
classificadas pela OMS, as Leishmanioses afetam principalmente pessoas com
baixo poder aquisitivo em todo o mundo, sendo endémica em 98 paises e
presente nos cinco continentes. No mundo, h& cerca de 12 milh6es de pessoas
infectadas e 0,9 a 1,6 milhdes de novos casos sao relatados a cada ano. Esse
cenario tem acarretado de 20.000 a 30.000 mortes/ano e 350 milhdes de
pessoas estao em risco de infeccdo (OPAS/OMS, 2020).

No Brasil, entre 2003 e 2018 foram registrados mais de 300.000 casos
de LTA, gerando uma média de 21.158 casos por ano, sendo a regidao Norte
responsavel pelo maior nimero de infec¢bes durante o periodo, seguido da
regido Centro-Oeste (ZICKER; ALBURQUERQUE; FONSECA, 2019).

Atualmente, sdo conhecidas aproximadamente 21 espécies de
Leishmania capazes de infectar o homem, sendo que L. (V.) braziliensis e L.
(L.) amazonensis sdo o0s principais agentes causadores de LTA no Brasil
(ANVERSA et al., 2018)

No Estado de Mato Grosso do Sul, a LTA é considerada endémica, com
notificacdo de 1.659 casos no periodo de 2007 a 2019, sendo notificados 177
casos apenas no ano de 2014 (BRASIL. DATASUS, 2021).

1.1.2 Manifestac¢des clinicas
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Grifferty e colaboradores (2021) definiram as Leishmanioses como:
antigas, debilitantes e estigmatizantes, pois podem gerar nos acometidos
severa desfiguragdo ao longo dos anos, reducdo da qualidade de vida,
discriminacdo, grande impacto psicossocial e problemas de saude fisica e
mental.

As manifestac¢des clinicas da LTA variam de acordo com a espécie de
Leishmania envolvida na infeccdo e a resposta imunoldgica desenvolvida pelo
hospedeiro, sendo estes os fatores de maior relevancia para o desfecho das
formas clinicas. Desta maneira, a LTA ou cutanea é classificada em:
Leishmaniose cutadnea localizada (LCL) causada por: Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (L.) amazonensis,
Leishmaniose cutanea disseminada (LD) causada por: Leishmania (V.)
braziliensis e Leishmania (L.) amazonensis, Leishmaniose cutanea difusa
(LCD) causada por: Leishmania (L.) amazonensis e Leishmaniose cutaneo-
mucosa (LM) causada por: Leishmania (V.) braziliensis (ANVERSA et al.,
2018).

O periodo de incubagcdo da doenca pode variar de quinze dias a dois
meses. Apoés a picada, que ocorre geralmente em areas expostas da pele, é
formada uma macula no local de inoculagdo das promastigotas infectantes, a
gual evolui para uma papula, gue aumentara ao longo do tempo até que o local
figue ulcerado. Nos estagios iniciais, a Ulcera tem aparéncia mais rasa e com
alta densidade de parasitas nas bordas, podendo causar ulceracdo profunda de
bordos salientes. As Ulceras apresentadas na Leishmaniose cutanea
normalmente sdo indolores, de base eritematosa e com formato arredondado
bem delimitado podendo chegar a poucos centimetros (ANVERSA et al., 2018;
BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Na Leishmaniose cutanea localizada (LCL) as lesdes ulceradas (Figura
3) sao restritas a pele e acometem a mesma em grau primario, de tendéncia a
cura espontanea e boa resposta ao tratamento. As lesdes podem ser Unicas ou
multiplas, neste ultimo caso, podendo apresentar até 20 lesdes em um mesmo
segmento corporal (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Figura 3 Ferida ulcerada e Unica de Leishmaniose cutanea
localizada

Fonte: Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_vigilancia_leishmaniose_tegumentar.pdf
A Leishmaniose cutanea disseminada (LD) é observada em cerca de 2%
dos casos e normalmente, é uma classificacdo ndo muito comum. As lesdes
apresentam-se de forma multipla em diversos segmentos corporais (Figura 4),
preferencialmente no tronco e rosto, com caracteristicas papulares e
acneiformes (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017)

Figura 4 Feridas miltiplas de Leishmaniose cutanea
disseminada

Fonte: Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_vigilancia_leishmaniose_tegumentar.pdf

A Leishmaniose cuténea difusa (LCD) é bastante rara e grave. A nao
responsividade do sistema imunoldgico do paciente ou anergia é caracteristica
dessa forma clinica, que apresenta lesdes nodulares ndo ulceradas ricas em
macréfagos (Figura 5), que ndo cicatrizam espontaneamente e sao resistentes

aos tratamentos convencionais (ANVERSA et al., 2018)
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Figura 5 Feridas nodulares de Leishmaniose cutdnea difusa
(LCD)

Fonte: Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_vigilancia_leishmaniose_tegumentar.pdf

Na Leishmaniose cutaneo-mucosa (LM), as lesdes localizam-se
preferencialmente em regibes mucosas das vias aéreas superiores, em maior
propor¢cdo na mucosa nhasal, formando lesbes de carater destrutivo de
cartilagens e até de ossos. A forma classica da LM é proveniente de lesGes
cutaneas antigas curadas sem tratamento ou com tratamento inadequado que
podem gerar metastases anos apoés a lesao inicial. Essa evolugcdo de LC para
LM é relativamente lenta, levando cerca de 2 a 10 anos. As areas acometidas
geralmente sdo bastante edemaciadas devido ao recrutamento celular e
inflamacé&o local (Figura 6). O processo de destruicdo tecidual tende a gerar
distarbios de desfiguracao, degluticao, da fala e anemia moderada, de maneira
que tais debilitacbes prejudicam as defesas especificas do paciente,
favorecendo infeccbes secundarias, podendo levar a morte (ANVERSA et al.,
2018; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017)

Figura 6 Feridas ulceradas e edemaciadas de Leishmaniose
cutineo-mucosa (LM)

Fonte: Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_vigilancia_leishmaniose_tegumentar.pdf
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1.1.3 Diagndstico

Quando o paciente apresenta lesdes caracteristicas de LTA, sendo
essas com aparéncia ulcerada em regides expostas da pele, de formato
arredondado, base eritematosa e bordas bem delimitadas e elevadas, o
diagndstico clinico normalmente é sugestivo para LTA, contudo, deve-se levar
em consideracdo se 0 paciente reside em areas endémicas ou se esteve em
locais de notificagcdo de LTA. O diagndstico clinico-epidemiolégico deve ser
associado a outras metodologias para obter-se um diagndstico conclusivo, pois
muitas doencas tais como a Paracoccidioidomicose, Hanseniase Virchoviana,
Sifilis terciaria, dentre outras, compartiham de caracteristicas clinicas
semelhantes a LTA e o diagnédstico diferencial se faz necessario (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; ROCHA et al., 2019).

Sendo sugestivo como positivo o diagnéstico clinico-epidemiolégico,
exames mais acessiveis sdo inicialmente elegiveis para a confirmacdo da
doenca, sendo o teste intradérmico ou intradermorreacdo de Montenegro
(IDRM) e o exame parasitologico direto, indicados como provas fundamentais.
A intradermorreacdo de Montenegro é uma técnica baseada na resposta de
hipersensibilidade celular retardada e seu resultado deve ser interpretado com
muita atencdo, pois em areas endémicas, a IDRM positiva pode ser
interpretada como leishmaniose anterior ou mesmo por realizacdo anterior
desse mesmo teste, também por exposicdo ao parasito sem doenca, por
alergia ao diluente do teste ou reacdo cruzada com outras doencgas tais como
doenca de Chagas, tuberculose, entre outras. A IDRM também pode negativar
até seis semanas ap6s o surgimento da lesdo cutanea, e ap0s esse periodo,
quando positiva, a IDRM tem cerca de 90% de sensibilidade. Sendo negativa e
com a lesdo em curso, outras metodologias séo indicadas para um diagnostico
diferencial (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Devido a IDRM ser um teste indireto, muitas vezes gera lacunas
diagndsticas ou imprecisdao, sendo assim, 0 exame parasitologico direto pode
ser definido como padrao ouro no diagndéstico da doenca. Este teste € rapido,
tem baixo custo e é de facil execugdo. A investigacdo do parasita neste teste

pode ser feita através da coleta do material por escarificagdo da borda da
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lesdo, bidpsia com fragmento da lesdo em lamina e por pungdo aspirativa.
Quando o parasita é visualizado em formas amastigotas através dessa analise,
o diagnostico do processo infeccioso é confirmado, sendo a sensibilidade desta
técnica aumentada através da leitura de varias réplicas de laminas contendo o
material em andlise. O tempo de evolucdo da doenca faz com que a
sensibilidade seja menor, pois quanto maior o tempo de evolugcdo da leséo
menor a probabilidade de encontrar o parasita na analise (ANVERSA et al.,
2018; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Estas técnicas citadas sdo répidas e baratas, contudo, possuem
sensibilidade limitada, principalmente em lesdes cronicas, e, nos casos em que
o diagnostico ndo for conclusivo pelos testes anteriormente apresentados,
outros testes laboratoriais deverdo ser realizados no paciente, empregando-se
metodologias diferentes. Além de contribuir para confirmar o processo
infeccioso, a utilizagcdo de outros métodos é capaz de agregar informacdes
epidemiologicas e genéticas da espécie de Leishmania circulante, o que
contribui para o avanco no conhecimento da infeccdo e as medidas
empregadas para controlar o agravo e a disseminacao da doenca (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

No cultivo in vitro em meio NNN (Neal, Novy e Nicolle) sédo inoculadas
amostras clinicas provenientes de fragmentos cutaneos ou de mucosa obtidos
por bidpsia da borda ulcerada, contudo, esse método € pouco utilizado na
pratica clinica, pois demanda mao-de-obra qualificada, apresenta alto custo e o
crescimento dos parasitas e a espera para observagcao e liberagcdo do laudo
pode levar meses. O cultivo in vivo em animais, geralmente hamsters, melhora
a acuracia em comparagcao com demais testes. Contudo, o cultivo in vitro ndo é
rotineiro na pratica clinica devido ao longo tempo para conclusdo do
diagnéstico, alto custo, necessidade de autorizacdo de uso de animais e
morosidade envolvida no processo metodoldgico (ANVERSA et al., 2018;
BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020).

Exames histopatologicos também podem ser realizados através da
observacdo em microscopia através de achados na amostra colhida da leséao,
que se caracteriza pela visualizagdo de granulomas classificados como

tuberculoides, com infiltrado inflamatério linfoplasmocitario associado. Podem
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ocorrer variabilidades e inespecificidades, supostamente relacionadas ao
tempo de evolucdo da doenca, o aspecto macroscopico da lesédo e a condi¢ao
imunologica do paciente, entre outros. Por fim, o diagndstico da LTA é
dependente da visualizacdo das formas amastigotas de Leishmania intra ou
extracelulares, e nem sempre estas sdo observadas (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem se mostrado
altamente promissora no diagnéstico das Leishmanioses por possuir alta
sensibilidade e especificidade, pois é baseada na amplificacgdo do DNA dos
parasitas em diferentes tipos de amostras de LTA, tais como pele e mucosa.
Por utilizar diferentes alvos moleculares, 0 método permite a caracterizacao de
diferentes espécies de Leishmania, em adicional, permite a deteccdo do DNA
do parasita mesmo quando a carga parasitaria encontra-se baixa, o que é fator
limitante para muitos outros métodos. Essa técnica é largamente utilizada em
laboratorios de pesquisa, contudo, ainda néo foi popularizada para utilizacdo na
pratica clinica, devido ao alto custo dos insumos utilizados em técnicas
moleculares, o risco eminente de contaminagcédo e infraestrutura laboratorial
necessaria (ANVERSA et al., 2018; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

As provas sorologicas tais como: Imunofluorescéncia indireta (IFI),
Imunoenzimatico (ELISA) e aglutinacdo direta (DAT) sdo padronizados para a
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, contudo, apresentam limitacdes
importantes, principalmente para o diagnostico de LTA, pois o nivel de
anticorpos geralmente é baixo. Outra limitacdo € conhecida quando se trata de
individuos residentes em areas endémicas com sorologia positiva; estes podem
desenvolver ou ndo a doenca, e a positividade do teste também nédo esta
inteiramente relacionada a doenca ativa, pois 0s niveis de anticorpos podem se
manter elevados no soro do paciente por um longo periodo apdés a cura clinica.
Esses testes podem apresentam reagdo cruzada como outros
tripanosomatideos e, em casos de coinfecc¢do com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), os resultados dos testes apresentam-se frequentemente
negativos, pois o HIV causa imunossupressdao, o que diminui o nivel de
anticorpos circulantes que possivelmente positivariam o teste (ANVERSA et al.,
2018; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020).
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1.1.4 Controle

O controle das leishmanioses € complicado, pois depende de varios
fatores, tais como o controle quimico vetorial, ambiental, infecgcdo de outros
animais reservatorios e também o controle sanitario por meio da diminuicao de
criadouros em lixos urbanos. O controle quimico vetorial € realizado pelo uso
de inseticidas de acéo residual, sendo esta uma medida recomendada no
ambito da protegcédo coletiva, apresentando efetividade apenas para o inseto
adulto, com finalidade de evitar ou reduzir o contato entre o vetor e a populacéo
humana no domicilio, diminuindo assim o risco de transmissdo da doenca. Em
regides de surto de LTA, a aplicacdo dos inseticidas é imediatamente
recomendada, principalmente nas residéncias (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Medidas de controle e tratamento de animais doentes, tanto silvestres
guanto os domesticados ndo sao recomendadas devido ao potencial risco de
selecionar cepas resistentes ao tratamento humano, sendo a eutanasia
indicada somente quando os animais infectados apresentarem lesdes cutaneas
graves, com aparecimento de lesées mucosas e infeccbes secundarias que
poderdo conduzir o animal ao sofrimento (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Alguns trabalhos brasileiros demonstraram boa protecdo canina a
Leishmaniose através do uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4%,
reduzindo a prevaléncia, incidéncia e consequentemente, o0 risco de
adoecimento, sendo este, tratado pelos autores como potencial fator indireto
para prevencao de Leishmaniose em humanos (KAZIMOTO, 2016; TOLEZANO
et al., 2018).

Quanto ao controle sanitario frente acimulo de lixo urbano para prevenir
a reproducdo do inseto vetor, estratégias de educacdo em saude devem ser
amplamente divulgadas para a populagcdo. Outro fator importante € o
conhecimento da doenca por esta populacéo, através de informacgdes sobre a
prevencdo através do uso de repelentes, mosqueteiros, roupas compridas e

evitar habitacdo em areas proximas a mata, cabendo as equipes
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multidisciplinares manter as acdes de vigilancia epidemiolégica para controle e
manejo da doenca (DIVE/SES/SC, 2018).

1.1.5 Tratamento

Para estabelecer o controle e manejo eficazes para as leishmanioses, 0
uso de medicamentos € imprescindivel, contudo, o arsenal conhecido até o
momento deve ser aprimorado, por ser de alto custo, de administracao
complicada e requerendo diversas doses, podendo chegar a meses de
tratamento. Além disso, efeitos colaterais graves como pancreatite, toxicidade
cardiaca e renal foram relatados, assim como casos de resisténcia a
terapéutica (CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019).

No Brasil, os tratamentos otimizados disponiveis para LTA séo
constituidos pelo Antimonial pentavalente (antimoniato de meglumina) (
Figura 7) e as formulaces de Anfotericina B (AMB) (Figura 8), desoxicolato e
lipossomal. A escolha terapéutica a ser conduzida depende da forma clinica,
diagnostico diferencial e o perfil do paciente, variando de acordo com a faixa
etaria, presenca de gravidez e de comorbidades (AGUIAR; RODRIGUES,
2017; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 7 Estrutura do antimoniato de meglumina
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Fonte: PubChem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Glucantime
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Figura 8 Estrutura da Anfotericina B (AMB)

Fonte: PubChem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280965#section=2D-Structure

Os antimoniais pentavalentes sdo utilizados como tratamento padrao
para leishmanioses em todo mundo ha muitos anos, contudo, seu mecanismo
de acado ainda nao foi totalmente elucidado: pressupde-se que varias enzimas
de Leishmania sejam inibidas seletivamente, exercendo efeito leishmanicida.
Aparentemente, a fosfofrutoquinase € inibida, com consequente bloqueio da
producdo de adenosina trifosfato (ATP) (SANOFI-AVENTIS. GLUCANTIME®,
2011; KAPIL; SINGH; SILAKARI, 2018).

No Brasil, o antimonial pentavalente utilizado é o antimoniato de
meglumina, o qual ocasiona ao paciente alta toxicidade, e muitos casos de
resisténcia tem sido relatados com o passar dos anos. No Brasil, 0 esquema
terapéutico recomendado pelo Ministério da saude é a administracdo via
intramuscular (IM) ou endovenosa (EV) de 10 mg-20 mg/kg/dia, e em alguns
casos faz-se a injecdo intralesional por via subcutanea (SC) de
aproximadamente 5 mL por sessdo, com intervalo de 15 em 15 dias (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019).

A Anfotericina B é um antifungico poliénico que apresenta altas taxas de
cura, tendo acdo direta sobre ambas as formas do parasita ao se ligar ao
ergosterol da membrana celular levando a formagdo de poros, o que
desencadeara a permeacdo de ions, 4gua e outras moléculas causando a
morte do parasita. Outro possivel mecanismo leishmanicida a auto-oxidacéo,
ou seja, a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A apresentacéo
na forma de desoxicolato de AMB tem alta toxicidade por ter baixa seletividade

celular com o hospedeiro, gerando muitos efeitos colaterais tais como nauseas,
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vOmitos, tremores e lesbes renais. Ja a formulacdo de Anfotericina B
lipossomal tem apresentado maior tolerabilidade no tratamento pelos
pacientes, pois os efeitos adversos sdo bem menos frequentes que a
formulacdo de desoxicolato de AMB, sendo a nefrotoxicidade reduzida em
metade dos casos quando comparadas as diferentes apresentagdes, contudo,
esta possui alto custo (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017; KAPIL;
SINGH; SILAKARI, 2018).

Outros principais farmacos ja utilizados para o tratamento da LTA sdo
miltefosina, azitromicina, itraconazol, cetoconazol, alopurinol e paramomicina
(CHEUKA et al., 2017; NEVES et al., 2011). Sampaio et al. 2019 compararam
os efeitos do uso a longo prazo de miltefosina e antimoniato de meglumina,
revelando que a miltefosina pode ser uma boa alternativa no tratamento de LM,
sendo de administracao facilitada por via oral, boa taxa de cura e segura.

Dentre outras opcoes terapéuticas estao a pentoxifilina e o isetionato de
pentamidina. A pentoxifiina tem seu uso de maneira coadjuvante,
apresentando potencial efeito imunomodulador, gerando um tempo de cura
reduzido quando comparado ao tratamento convencional isolado. Ja a
pentamidina é de uso preconizado em areas endémicas e em casos de LTA
gue nao respondem aos antimoniais pentavalentes, ou na impossibilidade de
seu uso, porém apresenta diversos efeitos colaterais (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2017; NEVES et al., 2011).

2 PRODUTOS NATURAIS NAS LEISHMANIOSES

Os tratamentos atualmente utilizados para as leishmanioses sédo de alto
custo, dificil manejo, apresentam casos de resisténcia e possuem muitos
efeitos deletérios aos individuos em tratamento. Tais limitagdes encontradas
nos tratamentos evidenciam a necessidade de busca de novas opg¢Oes de
medicamentos antiprotozoarios efetivos e seguros, principalmente através de
estratégias inovadoras no ramo de produtos naturais, pois ha muitos relatos em
literatura a respeito do potencial de flavonoides, alcaloides, fitosterdis e
saponinas apresentando atividade no combate as leishmanioses (ORYAN,
2015; SANDJO et al., 2016).
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O uso de plantas para diminuir processos dolorosos e buscar a cura
para doencas possivelmente foi um dos primeiros indicios do uso destas ervas
para fins medicinais, e pode-se relacionar essa pratica como parte da propria
evolucdo humana. Nos paises da América Latina, as plantas geralmente sao
utilizadas como tratamento alternativo, mas em muitas comunidades de baixa
renda tem sido uma forma eficaz de atencéo priméaria a satde, em que muitos
pesquisadores tém mostrado grande interesse em estudar o conhecimento
tradicional adquirido por essas populacdes, pois este tem se mostrado como
potencial ponto de partida na descoberta de novos farmacos. Contudo, estudos
para elucidar seus metabdlitos, seguranca e toxicidade sdo necessarios e
dispendiosos (SARQUIS et al., 2019; PASSERO et al., 2021; VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Passero e colaboradores (2021) elencaram diversos trabalhos que
tratam sobre o uso de plantas medicinais em leishmanioses, sendo as folhas as
partes mais utilizadas, e a principal via de administracdo foi a topica,
principalmente em lesdes de LTA. Em adicional, demonstraram como € vasto o
conhecimento tradicional nas formas de utilizagdo dessas plantas, seja no
preparo dos extratos, lo¢des, cremes, mas muito além disso, € que muitas
dessas ervas apresentam acdes comprovadas em estudos realizados em
laboratorios, comprovando a importancia dos estudos etnofarmacoldgicos.

Ha inimeros relatos na literatura de atividade anti-Leishmania utilizando
produtos naturais, em que possiveis mecanismos de acdo sdo apresentados de
acordo com a classe de compostos presentes nas plantas em estudo. E
importante destacar que na maioria desses estudos os testes sao realizados in
vitro, trazendo resultados de atividade leishmanicida apenas em formas
promastigotas, as quais sédo as ceélulas do parasita que habitam o vetor, mas
que sao largamente utilizadas em laboratérios pela sua praticidade e néo
necessitar do uso de animais em testes iniciais, sendo esses importantes para
determinar a citotoxicidade das plantas em analise (BONIFACE; FERREIRA,
2019).

Extratos vegetais contendo flavonoides com atividade anti-Leishmania
sao largamente estudados, por apresentarem efeitos imunomoduladores no

hospedeiro através do aumento de 6xido nitrico (NO) em macrofagos, inibirem
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a da sintese de DNA do parasita e induzir a producédo de desencadeamento de
ERO’s induzindo a apoptose do parasita (MORAIS et al., 2020; SARKAR et al.,
2008; ULLAH et al., 2016).

Outros mecanismos com acao anti-Leishmania foram relatados em
plantas que possuem compostos como as chalconas que agem no parasita a
nivel mitocondrial gerando inibicdo de sua cadeia respiratoria. As saponinas
tiveram acdo contra o parasita em sua membrana, fazendo com que sua
integridade seja perdida, gerando a morte do parasita. As quinonas agem
aumentando a geracéo de radicais livres, induzindo a morte do parasita. Ja a
atividade antiparasitaria mediada pela acdo dos alcaloides esta envolvida por
mecanismos enzimaticos, geracao de radicais livres e producédo de NO. Outros
compostos como as lignanas, taninos, terpendides e oxilipinas também tiveram
suas acdes anti-Leishmania descritas (MORAIS et al., 2020; ORYAN, 2015;
SAKYI et al., 2021).

2.1 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é uma das mais diversas dentre as angiospermas,
podendo apresentar espécies de grandes folhagens, belas flores, ervas,
arbustos ou arvores, se mostrando presentes em regides tropicais e
subtropicais, e largamente distribuidas no Cerrado Brasileiro (JUNIOR; VIEIRA,
2015).

Com os avancos nos estudos filogenéticos, moleculares e taxonémicos
das Ultimas décadas, a familia Rubiaceae sofreu varias reorganizacoes.
Atualmente, é dividida em 650 géneros e 13.000 espécies (DELPRETE;
JARDIM, 2012). Muitas espécies detém importancia econdmica, sendo
utilizadas nos ramos alimenticio e ornamental, também tendo importancia
terapéutica em diversas localidades do mundo. Exemplos populares séao:
Coffea arabica L. (café) e também a Cinchona pubescens (produtora de
quinina) utilizada no tratamento de malaria (COELHO; AGRA; BARBOSA,
2006).

As espécies contém grande diversidade de metabdlitos secundarios:

iridoides, alcaloides inddlicos, antraquinonas, flavonoides, derivados fendlicos,
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diterpenos, triterpenos, dentre outros alcaloides, porém, o perfil fitoquimico de
seus compostos ainda € muito pouco explorado (VALLI; YOUNG; BOLZANI,
2016). Na medicina popular, espécies da familia Rubiaceae sao utilizadas para
tratar hematomas, entorses, dores, problemas reumaticos e outros processos
inflamatorios. Entretanto, estudos quimicos e farmacologicos adicionais séo
necessarios para comprovar tais atividades. Algumas pesquisas isoladas ja
demonstram as propriedades antifungica, anti-inflamatéria e antitumoral (
CESARIO et al., 2019; OLMEDO et al., 2007; VALLI; YOUNG; BOLZANI,
2016).

Alguns estudos empregando plantas da familia Rubiaceae apresentam
potencial efeito anti-Leishmania, tais como o de Bolivar e seus colaboradores
(2011) que testaram a espécie Galium mexicanum neste contexto e obtiveram
a elucidacdo de diversos compostos bioativos em extratos hexandlicos e
metandlicos, tendo o primeiro apresentado forte atividade contra os parasitas e
a fracdo metandlica foi capaz de reduzir o processo inflamatorio induzido por
macrofagos.

Baldé et al. (2010) foram o primeiro grupo de pesquisa a relatar atividade
anti-Leishmania na espécie Pavetta crassipes, declarando como responsaveis
por tal efeito a presenca de alcaloides nesses extratos, ao qual também foram
ativas contra cepas de Trypanosoma spp. tendo relatado também a acédo
antiproliferativa em canceres de diferentes linhagens celulares e outros
microrganismos estudados.

Trabalhos envolvendo as espécies Gardenia ternifolia e Morinda lucida
apresentaram efeito atividade anti-Leishmania, contudo, maiores evidéncias
precisam ser construidas, principalmente em relacdo a seguranca e toxicidade
destas plantas (ADEWOLE; ATTAH; ADEBAYO, 2021; AHUA et al., 2007).

Um estudo utilizando plantas africanas conduzido por Bapela et al.
(2017) os extratos de Vangueria infausta em fracdo de diclorometano
apresentaram altos efeitos anti-Leishmania e seletividade inicial satisfatoria,
assim como demonstrado na espécie Rothmannia hispida, que também é
presente na Africa, e em algumas regibes da Asia, em que seus extratos
exibiram compostos com potente atividade anti-Leishmania e excelentes
indices de seletividade (NKWENTI WONKAM et al., 2020).
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O Brasil é um pais que possui vasta biodiversidade de espécies da
familia= Rubiaceae e um crescente aumento nos levantamentos
etnofarmacoldgicos vem ocorrendo nos ultimos anos (BOTSARIS, 2007;
CARVALHO; CONTE-JUNIOR, 2021).

O Cerrado brasileiro é conhecido por possuir uma abundante variedade
de espécies da familia Rubiaceae, e estas vem sendo estudadas para tratar
diversas patologias que acometem a populacdo, um exemplo € a Coutarea
hexandra (Figura 9), amplamente conhecida como Quina-quina ou Quina-
brava. Suas cascas quando utilizadas demonstram como principais atividades
o efeito antimalario e antitérmico, e o uso de suas frutas demonstrou acao
citotoxica em células tumorais por conterem curcubitacinas (BOTSARIS, 2007;
OLMEDO et al., 2007).

Figura 9 Partes da planta Coutarea hexandra ou Quina-quina. A - casca externa,

B - folhas, flores e botdes florais, C - flores e botbes florais e D - frutos imaturos.
¥ ' A6 A A P _

Fonte: Adaptado e disponivel em: http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2018/02/04/coutarea-

hexandra-jacq-k-schum/

Ceséario e seus colaboradores (2018a, 2018b, 2019) estudaram
amplamente a espécie Tocoyena formosa (Figura 10), popularmente conhecida
como Genipapo-Bravo, a qual apresentou propriedades antioxidantes,
significativa atividade gastroprotetora, acdo anti-inflamatoria sistémica e
antiedematogénica em modelos animais, possuindo baixa toxicidade aguda.
Além disso, indicaram possiveis efeitos antinociceptivos, inidicando a
participacdo de mecanismos opioides, glutamatérgicos, de 6xido nitrico, dentre
outros. O perfil quimico também foi estudado, sendo muitos compostos
identificados, tais como: taninos, flavonoides (rutina, quercetina e luteolina),

saponinas, acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico e elagico.
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Figura 10 Partes da planta Tocoyena formosa. A - espécimes floridos, B - superficie do tronco
e casca interna, C - flores e botdes florais e D - frutos proximos da maturagao.
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Fonte: Adaptado e disponivel em: http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/08/06/tocoyena-

formosa-cham-schitdl-k-schum/

A espécie Richardia grandiflora (Figura 11) tradicionalmente conhecida
como ervanco, poaia ou ipeca-mirim, possui indicios etnofarmacol6gicos
através do uso de seu decocto no alivio das hemorroidas e como vermifugo. As
informacdes sobre esta espécie ainda sdo bem escassas, contudo, um estudo
fitoquimico contribuiu para a elucidacdo e isolamento de alguns de seus
constituintes quimicos, sendo uma mistura de esteroides: B - sitosterol e
estigmasterol, o 4cido o-hidroxibenzdico, o &cido m-metoxi-p-hidroxi-benzdico e
a feofitina A (DE TOMAZ et al., 2008).

Figura 11 Flores de Richardia grandiflora

Fonte: Adaptado e disponivel em: https://faunaefloradorn.blogspot.com/2014/10/poaia-rasteira-richardia-

grandiflora.html

A planta Rudgea viburnoides (Figura 12) é popularmente conhecida e
utilizada como congonha-de-bugre ou erva de bugre, possuindo relatos de
acdo hipotensora, depurativa do sangue, antirreumética, diurética e no
tratamento de dor nos rins e bexiga. Moreira Galdino et al. (2017) avaliaram a
melhora na funcdo renal apds estimularem nefrotoxicidade in vivo e

confirmaram o efeito renoprotetor dessa planta. A acdo diurética com extrato de
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Rudgea viburnoides também foi revelada in vivo através do aumento de
parametros urinarios tais como volume de urina em 24 h, maior excre¢do dos
eletrdlitos sodio, potassio e cloreto (PUCCI et al., 2010).

Analises in vivo e perfil fitoquimico foram realizados por Paulin et al.
(2021) com o objetivo de elucidar os relatos etnofarmacolégicos ja relatados
para a espécie Rudgea viburnoides, sendo estes positivos neste estudo em
gue mostrou reducdo o avanco da doenca cardiorrenal em ratos hipertensos,
esta importante contribuicdo pode estar relacionada com diminuicdo do
estresse oxidativo, inibicdo da enzima de conversao da angiotensina e ativacao
da via NO/ Monofosfato ciclico de guanosina (cGMP).

Num estudo conduzido Almeida et al. (2018) foi avaliado o potencial de
extratos da planta Rudgea viburnoides para reverter a obesidade, ou mais
precisamente, a sindrome metabdlica, em que muitos outros processos
inflamatoérios ocorrem de forma associada, desta maneira, ocorreu a reducao
do tamanho das células gordurosas, melhora na tolerancia e uso celular da
glicose frente a insulina, reducdo dos niveis de colesterol e de outros
marcadores inflamatérios, sendo esse desempenho comprovado através de
achados de compostos como acidos clorogénico e cafeico e flavonoides (rutina

e quercetina).

Figura 12 Partes da planta Rudgea viburnoides. A - casca externa e cor da casca interna, B -
folhas jovens, C - inflorescéncias e folhas adultas, e D - frutos maduros.
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Fonte: Adaptado e disponivel em: http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2019/02/05/rudgea-

viburnoides-cham-benth/

Santos et al. (2013) testaram extratos de diversas plantas encontradas
no Pantanal para avaliar potencial acaricida na espécie Rhipicephalus

(Boophilus) microplus, e observaram que dentre outras, Diodia kuntzei (Figura
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13), Richardia grandiflora e Tocoyena formosa apresentaram atividade
acaricida maior que 95% contra o0 estagio larval para os extratos na
concentracdo 40% (m/v), e Randia armata (Figura 14) apresentou eficacia

moderada.

Figura 13 Flores de Diodia kuntzei

Fonte: Adaptado de Souza, 2020; e disponivel em: https://plantidtools.fieldmuseum.org/pt/nip/catalogue/3669583

Figura 14 Partes da planta Randia armata. A - espécime da planta limao

Fonte: Adaptado de Paulus, 2005
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7

O estudo e levantamento destas plantas do Cerrado é de suma
importancia para valorizar a biodiversidade local e nacional, além disso, nos
encoraja a bioprospeccao por tratamentos promissores utilizando extratos de
plantas, visto que, as plantas Coutarea hexandra, Diodia kuntzei, Randia
armata, Richardia grandiflora, Rudgea viburnoides e Tocoyena formosa né&o
possuem ensaios e nem relatos na literatura como analisadas ou utilizadas no

tratamento das leishmanioses.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Muitas plantas tém sido estudadas como possiveis fontes de novos
medicamentos, e 0s produtos naturais ainda sdo um excelente ponto de
partida, ou triagem para essas pesquisas pela industria farmacéutica
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Diante da ampla utilizacdo de espécies de plantas da familia Rubiaceae
na medicina popular, principalmente na América do Sul, bem como no emprego
destas na busca de compostos bioativos para o tratamento de doencas de
carater inflamatdério, tumoral e gastroprotetor, por exemplo, ndo h& duvidas de
que essa familia representa uma importante fonte de compostos bioativos
naturais que poderdo ser utilizados na induastria farmacéutica apés
conhecimento detalhado de suas propriedades (BOTSARIS, 2007; CESARIO et
al., 2019; OLMEDO et al., 2007).

O estudo da atividade antiparasitaria dessas espécies de Rubiaceae
nativas do Mato Grosso do Sul pode revelar informacdes preliminares
relacionadas aos dados de seu potencial bioativo, uma vez que ainda nao
temos tais informagbes. Considerando a importancia dos dados
etnofarmacologicos e potenciais terapéuticos apresentados pelas espécies da
familia Rubiaceae, neste trabalho foi avaliada a atividade anti-Leishmania dos
extratos de Coutarea hexandra, Diodia kuntzei, Randia armata, Richardia
grandiflora, Rudgea viburnoides e Tocoyena formosa nativas do Mato Grosso
do Sul.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral:

Avaliar a atividade anti-Leishmania in vitro de extratos de plantas da

familia Rubiaceae nativas do Mato Grosso do Sul;

4.1.1 Especifico:

Analisar a acdo dos extratos sobre formas promastigotas de L.
amazonensis através de ensaio colorimétrico de viabilidade;

Avaliar a acdo dos extratos sobre formas amastigotas intracelulares de
L. amazonensis em macrofagos infectados;

Avaliar a citotoxicidade dos extratos sobre fibroblastos murinos
(NIH/3T3), para se estimar seu indice de seletividade;

Analisar possivel mecanismo de acao dos extratos através da dosagem

de oxido nitrico produzido pelas células infectadas e tratadas.
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In vitro antileishmanial activity of hydroalcoholic extracts from

Rubiaceae family plants found in Brazilian Cerrado

Abstract

Leishmaniasis are diseases caused by protozoans of the Leishmania genus,
considered by the WHO as neglected tropical diseases, responsible for about 30,000
deaths per year, being endemic in Mato Grosso do Sul, Brazil. The available
treatments make adherence difficult due to the high cost, parenteral administration and
several collateral effects. Considering the vast biodiversity and ethnopharmacological
surveys in our country, the search for safer and more effective treatments with natural
products is challenging and necessary. Thus, we evaluated in vitro activity of Rudgea
viburnoides, Diodia kuntzei, Richardia grandiflora, Tocoyena formosa, Randia armata
and Coutarea hexandra plant extracts of the Rubiaceae family against Leishmania
amazonensis. We observed a reduction in cell viability of promastigotes forms of L.
amazonensis and a reduction in intracellular amastigotes in infected macrophages, and
the selectivity indices were calculated in which Tocoyena formosa, Rudgea viburnoides
and Randia armata extracts presented values of 6.7, 3.2, and 2.7, respectively. In order
to investigate some mechanism involved in the anti-Leishmania activity, the production
of nitric oxide by infected macrophages was evaluated using the Griess reaction. The
realization of phytochemical studies and the fractionation of extracts will be essential to

track the antileishmanial activity of these extracts.

Keywords: Rubiaceae; Rudgea viburnoides; Diodia kuntzei; Tocoyena formosa;

Leishmania amazonensis.

1. Introduction

Leishmaniases are considered by the World Health Organization (WHO)
to be a neglected tropical disease, primarily affecting people with low
purchasing power worldwide, and is endemic in 98 countries on five continents.
There are an estimated 700,000 to 1 million new cases reported each year, and
20,000 to 30,000 deaths per year (WHO, 2021). Currently, approximately 20

species of Leishmania capable of infecting humans are known, with L. (V.)
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braziliensis and L. (L.) amazonensis are the main causative agents of
tegumentar leishmaniasis in Brazil. Given the complicated therapies available,
the search for new molecules with potential safety and activity against the
leishmaniases becomes indispensable (Roatt et al., 2020).

The Rubiaceae family is one of the most diverse among angiosperms,
and can present species with large foliage, beautiful flowers, herbs, shrubs or
trees, being present in tropical and subtropical regions, and widely distributed in
the Brazilian Cerrado. With the advances in phylogenetic, molecular and
taxonomic studies in recent decades, the Rubiaceae family has undergone
several reorganizations. Currently, it is divided into 650 genera and 13,000
species (Martins & Nunez, 2015). Many species have economic importance,
being used in the food and ornamental branches, also having therapeutic
importance in various parts of the world. Popular examples are: Coffea arabica
L. (coffee) and also Cinchona pubescens (producer of quinine) used in the
treatment of malaria (Martins & Nunez, 2015).

The species contain a great diversity of secondary metabolites: iridoids,
indolic alkaloids, anthraquinones, flavonoids, phenolic derivatives, diterpenes,
triterpenes, among other alkaloids, however, the phytochemical profile of its
compounds is still very little explored. In folk medicine, species of the
Rubiaceae family are used to treat bruises, sprains, pain, rheumatic problems
and other inflammatory processes. However, additional chemical and
pharmacological studies are needed to prove such activities. Some isolated
research already demonstrates antifungal, anti-inflammatory antihypertensive
and antitumor properties (Almeida et al., 2018; Balde et al., 2010; Bolivar et al.,

2011; Fabri, Nogueira, Braga, Coimbra, & Scio, 2009; Paulin et al., 2021).
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The study of the antiparasitic activity of these Rubiaceae species native
to Mato Grosso do Sul may reveal preliminary information related to data on
their bioactive potential, since we still do not have such information. Considering
the importance of ethnopharmacological data and therapeutic potential
presented by species of the Rubiaceae family, we aimed to evaluate the
antileishmania activity of the extracts from Rudgea viburnoides, Diodia kuntzei,
Richardia grandiflora, Tocoyena formosa, Randia armata and Coutarea
hexandra.

2. Results and discussion

The plant materials related to the species Rudgea viburnoides, Diodia
kuntzei, Richardia grandiflora, Tocoyena formosa, Randia armata and Coutarea
hexandra were collected in the state of Mato Grosso do Sul and data regarding
parts of each plant used is shown in Table 1. Each plant extract was diluted in
dimethyl sulfoxide (DMSO) and sterilized by filtration at concentration of 25
mg/mL. Subsequently, the extracts were diluted in Schneider’s insect medium
for the L. amazonensis promastigotes viability experiment.

Promastigotes of L. amazonensis were cultured in the presence of
different concentrations (1000, 500, 250 and 125 pg/mL) of Rudgea
viburnoides, Diodia kuntzei, Richardia grandiflora, Tocoyena formosa, Randia
armata and Coutarea hexandra extracts, and cell viability was assessed by the
resazurin method after 72 hours (Figure 1). Controls were made using medium
only and 2% (v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO, viability higher than 95%) and all
samples were tested in sextuplicates. We observed a reduction in the cell
viability of L. amazonensis promastigotes when treated with Rudgea

viburnoides, Diodia kuntzei, Richardia grandiflora and Tocoyena formosa
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extracts at different concentrations compared to the control (Figure 1). Randia
armata inhibited promastigote viability at only the higher concentration, and
Coutarea hexandra, showed no activity against L. amazonensis under the
conditions tested. The ICso of each extract were calculated and is showed in
Table 1.

We also evaluated the effects of Rubiaceae plant extracts in intracellular
amastigote forms, which is the parasite form found in mammalian hosts, by
treating L. amazonensis-infected mice macrophages. Infected cells were treated
with 200, 100, 50 and 25 pg/mL of each extract for 24 hours. After fixing and
staining the slides, the number of amastigotes forms inside 200 macrophages
per coverslip were determined by optical microscopy. We observed a reduction
in the average number of amastigote forms inside each macrophage treated
with Rudgea viburnoides, Diodia kuntzei, Richardia grandiflora and Tocoyena
formosa extracts at different concentrations compared to the control (Figure 2).
Randia armata and Coutarea hexandra, showed no activity against amastigote
L. amazonensis under the conditions tested. The ICsy of each extract were
calculated and is showed in Table 1.

The cytotoxicity of each plant extracts was also evaluated by treating
NIH/3T3 cells for 24 hours, determining cell viability and calculating its CCsyo,
which is shown in Table 1. Most of the extracts exhibited cytotoxicity in
concentrations higher than 100 pg/mL, and some showed CCso similar to its
ICs5o against promastigote forms, resulting in low selectivity indexes for this
parasite form. However, regarding the selectivity index to intracellular
amastigote forms, Rudgea viburnoides, Tocoyena formosa and Randia armata

extracts showed selectivity indexes of 3.2, 6.7 and 2.7, respectively (Table 1).
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Finally, in order to investigate some mechanism involved in anti-
Leishmania activity, we assessed nitric oxide production by infected and treated
macrophages analyzing nitrite levels in culture supernatant by Griess reaction
(Figure 3). Most of extracts and controls showed similar nitrite levels to the
controls, infected macrophages without treatment. Only Rudgea viburnoides
and Diodia kuntzei extracts at the highest concentration (200 pg/mL) exhibited
nitrite levels higher than the control cells, together with 12,5 uM of pentamidine.

Several studies reported antiparasitic effect from Rubiaceae plant
extracts, including Leishmania species (Almeida-Souza, de Oliveira, Abreu-
Silva, & da Silva Calabrese, 2018; Balde et al., 2010; Bolivar et al., 2011;
Cardona et al., 2020). The plants used in this study have not been tested to
date to assess anti-Leishmania activity, but some of them have their popular
use reported, such as Rudgea viburnoides, traditionally used for kidney
problems and adjuvant in weight loss. Recent studies also explored its
nephroprotective effect and treatment of metabolic and inflammatory
disarrangement caused by obesity (Almeida et al., 2018; Moreira Galdino et al.,
2017). Alves and collaborators (2004) conducted a study that bring
ethnopharmacological, phytochemical and pharmacological characteristics of
several species of the Rubiaceae family: Coutarea hexandra was cited for
having vitamins, flavonoids and coumarins, having its popular use to treat
bronchitis, dandruff, inflammation in general, flu and malaria. Richardia
grandiflora was also reported with popular use for respiratory and
gastrointestinal ailments. The species Tocoyena formosa, on the other hand, is
traditionally used to treat inflammatory problems, mainly of a joint and kidney

nature. They also reported the presence of tannins, flavonoids, triterpenes and
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saponins by thin layer chromatography of Rudgea viburnoides (R. M. S. Alves,
Stehmann, Isaias, & Brandao, 2004).

Santos and collaborators (2013) tested extracts of several plants found in
the Pantanal to evaluate the acaricidal potential on Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, and observed that among others, Diodia kuntzei, Richardia
grandiflora and Tocoyena formosa showed acaricidal activity greater than 95%
against the larval stage for extracts at 40% (w/v) concentration (dos Santos et
al., 2013). Some reports also explored the phytotoxic effect of Tocoyena
formosa and Rudgea viburnoides (Vargas, Coelho, Cowo, Orrillo, & Spiller,
2019) and Rudgea viburnoides on Spodoptera frugiperda development, with
poor effects (D. S. Alves, Carvalho, Oliveira, & Corréa, 2018).

Recently, the aqueous extract from Rudgea viburnoides was described
reduce the progression of cardiorenal disease in hypertensive rats, and the
analysis of this extract showed glycosylated iridoids, chlorogenic acids,
glycosylated triterpenes, O-glycosylated flavonols, and triterpenoid saponins
(Paulin et al., 2021). Iridoids were recently revised as a potencial class of
antileismanial molecules. Also, phytochemical investigation of Morinda lucida
Benth. (Rubiaceae) leaves yielded the isolation of three tetracyclic iridoids with
anti-promastigote activity (Arrache Goncalves, Eifler-Lima, & von Poser, 2021).
Purified clorogenic acid (CGA) showed in vitro activity against promastigotes
and intracellular amastigotes into RAW264.7 macrophages inducing cell cycle
arrest (Majumder et al., 2020). Triterpenes are known to be a representative
group of phytochemicals with broad range of pharmacological effects, including
antileishmanial activity (Cortes, Bruno de Sousa, Morais, Lago, & Campino,

2020). Also, flavonols can act as arginase inhibitors, which has emerged as a
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potential therapeutic target against Leishmania (Carter et al., 2021). The
structures and action of several plant neoflavonoids were revised. The structure
of a 4-phenylcoumarin found in Coutarea hexandra, coutareagenin, has been
reported for antidiabetic effect in rats (Padam Kumar, 2020).

Despite all the recent literature regarding the phytochemical composition
and biological activities of several plants from Rubiaceae family, this is the first
description of antileishmanial activity for these species. The nitric oxide
production was detected in some extracts, but this is only one potential
mechanism against parasites, which could involve membrane disruption,
inhibition of enzymes, cell cycle arrest, and so on (Raj, Sasidharan, Balaji, &
Saudagar, 2020). Also, the selectivity indexes obtained here for theses extracts
are low, as Sl higher than 10 are desirable regarding promising extracts and
molecules with therapeutical potential (Gervazoni, Barcellos, Ferreira-Paes, &
Almeida-Amaral, 2020; Katsuno et al., 2015). A more elaborate phytochemical
study and the fractionation of extracts will be essential to track the
antileishmanial activity of these extracts.

3. Concluding remarks

The study of the antiparasitic activity of these Rubiaceae species native
to Mato Grosso do Sul may reveal preliminary information related to data on
their bioactive potential against Leishmania. Considering the importance of
ethnopharmacological data and therapeutic potential presented by species of
the Rubiaceae family, future phytochemical study and the fractionation of

extracts will be essential to track the antileishmanial activity of these extracts.
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4. Experimental

4.1 Plant material and extracts

The plant materials related to the species Rudgea viburnoides, Diodia kuntzei,
Richardia grandiflora, Tocoyena formosa, Randia armata and Coutarea
hexandra were collected in the state of Mato Grosso do Sul (Fazenda Séo
Bento - municipality of Sidrolandia), properly identified by and deposited in the
herbarium of University of Mato Grosso do Sul (UFMS). Data regarding parts of
each plant used is shown in Table 1. Plant materials were dried in a circulating
air oven, crushed and extracted using a Dionex ASE 150 pressurized fluid
extractor, using ethanol:water (7:3), which were previously extracted with
hexane:acetone (8:2) to remove apolar substances. Each plant extract was

diluted in dimethyl sulfoxide (DMSQO) and sterilized by filtration.

4.2 Antipromastigote assay

Promastigotes of L. (L ) amazonensis strain PH8 (IFLA/BR/67/PHS8) in
logarithmic phase in Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich - appropriately
supplemented) were distributed in 96-well plates (1x10° promastigotes/100
uL/well) containing the extracts at concentrations of 1000, 500, 250 and 125
pug/mL of each extract. The plates were incubated for 72 hours at 26°C, after
this step, 5 pL of a 0.2 mg/mL resazurin solution (Sigma-Aldrich/USA) was
added to each well. After 4 hours of incubation at 37°C, absorbance reading of
the wells was performed by spectrophotometry at 570 and 600 nm. Control
wells with DMSO 2.5% (v/v) and Amphotericin B 1 uM (Sigma-Aldrich/USA)
were also made. Wells containing only the parasites and culture medium were

considered as 100% viability (live control - VC). The viability of all wells was
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calculated according to the information and formula available by manufacturer.
The calculation of the inhibition concentration (ICs) was done by linear
regression plotting the log;o of each inhibitor concentration against the percent

activity with the GraphPad Prism 5 software.

4.3 Anti-intracellular amastigotes assay

Peritoneal macrophages from Balb/c mice (Ethics certificate CEUA/UFMS n°
1.041/2019) were adhered to circular coverslips at the bottom of 24-wells
plates, maintained at 37°C and 5% CO, humidified atmosphere, RPMI
supplemented medium, infected with L. amazonensis promastigotes and treated
with 200, 100, 50 and 25 pg/mL of each extract for 24 hours. Then the
coverslips with cells were fixed with Bouin solution, stained with Giemsa, and
mounted with Entellan on microscope slides to assess, by optical microscopy,
the number of amastigote forms inside 200 macrophages per coverslip. Each
concentration of plant extract and controls were tested in sextuplicate. The
calculation of the inhibition concentration (ICsp) was done by linear regression
plotting the logip of each inhibitor concentration against the percent activity with

the GraphPad Prism 5 software.

4.4 Citotoxicity assay

NIH/3T3 cells (ATCC CRL-1658, mouse fibroblasts lineage) were cultured in
96-well plates (1 x 10* cells in 100 pL per well) in RPMI 1640 medium
supplemented with penicillin, streptomycin, and 10% fetal bovine serum and
adhered overnight at 37°C and 5% CO2. The medium was replaced by fresh
RPMI medium with different concentrations of each plant extract (2000 at 31.25

png/mL) in quintuplicate and incubated for 24 hours. Fibroblasts treated with
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doxorubicin (100 to 1.56 puM) were used as a death control, as well as
fibroblasts cultured with culture medium alone were used as a life/viability
control. Then 10 pl of 5 mg/ml MTT solution (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich, USA) was added to each well and
incubated for 4 h 37°C and 5% CO2. The medium was discarded and 80 pl of
dimethylsulfoxide was added to each well to dissolve the formazan crystals and
then the plate was read at 570 nm (Varioskan LUX Multimode Microplate
Reader, Thermo Scientific). Cell viability was evaluated from optical density at
570 nm and compared to untreated cells. The calculation of the cytotoxic
concentration (CCsp) was done by linear regression plotting the log;o of each
inhibitor concentration against the percent activity with the GraphPad Prism 5

software.

4.5 NO determination.

To determine NO levels in the supernatant of infected macrophages cultures,
the concentration of nitrite was determined by the Griess reaction (Gilliam,
Sherman, Griscavage, & Ignarro, 1993; Vespa, Cunha, & Silva, 1994). Briefly,
50 uL of each culture supernatant were mixed with 50 pL of Griess reagent [1:1
(v/v) 0,1% N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (NEED, Sigma-
Aldrich) in water: 1% sulfanilamide (Sigma-Aldrich) in 3% phosphoric acid
(Sigma-Aldrich)] in 96-well plates (Costar). After 5 minutes of incubation, the
absorbance was recorded at 554 nm in a spectrophotometer. RPMI was used
as blank reaction and a calibration curve was made with known concentrations
of NaNO;, (Sigma-Aldrich) diluted in RPMI. The assay was performed in

sextuplicate.
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4.6 Statistical analysis
All experiments were performed in sextuplicate and the mean and standard
deviation were calculated for each of the determinations. When necessary to
compare variances, ANOVA was used, supplemented by the parametric "t" test,
with a 95% confidence interval. The statistical tests were performed with the

GraphPad Prism 5.0 software. The significance level was 5%.
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TABLES

Table 1. Activity of Rubiaceae plant extracts against Leishmania amazonensis.

52

ICso £ SD CCso+ SD Slyro  Slama
N° ICs0 = SD (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Parts of
Plant species Herbarium lant promastigotes intracellular NIH/3T3
an
UFMS P forms amastigotes fibroblasts
forms
Rudgea viburnoides CGMS L 101.1+£0.11 40.25 £ 0.07 128.9 £ 0.15 1,27 3,20
74319
Diodia kuntzei CGMS TP/FL 350.6 £ 0.06 89.77 £ 0.07 109.7 £ 0.10 0,31 1,22
K.Schum. 34921
Richardia grandiflora CGMS
(Cham. & Schitdl.) 34929 AP/FL 404.1 £ 0.08 123.8+£0.14 238.7£0.12 0,59 1.93
Steud.
Tocoyena formosa CGMS
(Cham. & Schitdl.) 34946 L/TB 209.7 £0.16 57.57 £ 0.07 384.9 £0.17 1,83 6,69
K.Schum.
Randia armata (Sw.)  cgms  |rr/Ta > 1000 230.1 £ 0.33 627.4+015 062 272
DC
34943
Coutarea hexandra CGMS
(Jaca.) K.Schum. 38933 B/L/TB > 1000 296.7 £0.18 151.6 £ 0.15 0,15 0,51
Amphotericin B (uM) ) - - 1.196 + 0.08 19.26 + 0.1 - 16,10
Pentamidine (uM) - - - 7.925 +0.05 13.67 0.1 - 1,72
Doxorrubicin (uM) - - - - 7.71+0.3 -
Notes: (-): not tested. TP: total parts (root, leaves, thin branches); FL: flowers; AP:
aerial parts; TB: thin branches; L: leaves; B: bark; FR: fruits. CCsy = half-maximal
cytotoxic concentration + standard deviation on NIH/3T3 cells. ICs, = half-maximal

inhibitory concentration + standard deviation in promastigote or amastigote forms. Sl
= CCs 0n NIH-3T3 cells / ICso on promastigotes; Slyma = CCso 0N NIH-3T3 cells / ICsg

on amastigotes.
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Figure 1. Effect of Rubiaceae plants hydroalcoholic extracts on promastigotes
forms of L. amazonensis and a reference drug amphotericin B. A) Rudgea
viburnoides (Rv); B) Diodia kuntzei (DKk); C) Richardia grandiflora (Rg); D)
Tocoyena formosa (Tf). E) Randia armata (Ra); F) Coutarea hexandra (Ch);
CV: control of viability (medium only); ANFB: amphotericin B 1uM. Significant
differences between non-treated controls and treatments are expressed as
*p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001 (One-way ANOVA).
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Figure 2. Effect of Rubiaceae hydroalcoholic extracts on amastigote forms of L.

amazonensis-infected macrophages and reference drugs anphotericin B (Anf)
and pentamidin (Pent). A) Rudgea viburnoides (Rv); B) Diodia kuntzei (Dk); C)
Richardia grandiflora (Rg); D) Tocoyena formosa (Tf). E) Randia armata (Ra);

F) Coutarea hexandra (Ch); CV: control of viability (medium only); Significant

differences between non-treated controls and treatments are expressed as

*p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001 (One-way ANOVA).
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Figure 3. Effect of Rubiaceae hydroalcoholic extracts on nitric oxide production
by L. amazonensis-infected macrophages and reference drugs anphotericin B
(AMPB) and pentamidin (Pent). Rudgea viburnoides (Rv); Diodia kuntzei (Dk);
Richardia grandiflora (Rg); Tocoyena formosa (Tf); Randia armata (Ra);
Coutarea hexandra (Ch); C: control (medium only); Significant differences
between non-treated controls and treatments are expressed as **p<0,01 and
***p<0,001 (One-way ANOVA).
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» Leishmaniasis are caused by Leishmania sp. protozoan, considered by

the WHO as neglected tropical diseases.

 Available treatments make patient adherence difficult due to the high

cost, parenteral administration and several collateral effects.
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+ Considering the vast biodiversity and ethnopharmacological surveys in
our country, we evaluated in vitro activity of plant extracts of the Rubiaceae

family against Leishmania amazonensis

* We observed the reduction of cell viability of promastigotes forms of L.
amazonensis and reduction of intracellular amastigote in infected macrophages.
The realization of phytochemical studies and assays with intracellular
amastigotes could contribute to perfect the pharmacological profile of these

extracts.
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