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RESUMO

Introducédo: As leishmanioses fazem parte do grupo de doencas negligenciadas,
causadas por protozoarios do género Leishmania, sendo endémicas em 98 paises. A
terapéutica utilizada para esta enfermidade estd associada a alta toxicidade,
dificuldade de administragdo, altos custos e resisténcia parasitéria. Logo, a busca por
novas alternativas medicamentosas mais eficazes e menos toxicas se faz necessaria
e os inibidores de proteases sdo moléculas cruciais, visto que as proteases de
Leishmania estdo envolvidas em diversos mecanismos fisiolégicos e patoldgicos.
Objetivo: Identificar os constituintes quimicos do extrato de Bauhinia forficata Link,
bem como o efeito citotéxico do extrato e da fracdo de inibidor de aspartico-proteases
sobre Leishmania amazonensis (L.). Materiais e métodos: primeiramente foi
realizado a preparacdo do extrato, seguida da dosagem de proteinas, através do
método de Bradford, e em seguida essas proteinas foram identificadas através do
método de eletroforese. Outro método realizado foi o estudo dos constituintes
quimicos presentes no extrato, em que foi utilizado o teste de triagem fitoquimica de
Matos, seguido da cromatografia de camada delgada, e a identificacdo dos
constituintes quimicos foram determinados através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia. ApGs a caracterizacdo quimica, foram realizados os testes de citotoxicidade
in vitro utilizando eritrécitos de carneiro e células imortalizadas de linhagem RAW, e
ensaios de toxicidade in vivo em larvas de Tenebrio molitor. Quanto a atividade
leishmanicida em promastigota de Leishmania amazonensis, o ensaio foi através do
método de MTT (3-(4,5-dimethyithiazol2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide), e a
atividade antiamastigota foi realizada com ensaio de infeccdo de macrofagos RAW.
Resultados e discussédo: Derivados de quercetina e kaempferol foram os principais
metabdlitos encontrados no BF-CA. Apés o isolamento do inibidor de aspartico
protease (BFI) foi obtido 130,6 + 29,94 ug de proteina, com um rendimento
aproximadamente de 4,41 + 0,77 %, ou seja, 4,41% das proteinas de BF-CA. O extrato
e BFI ndo apresentaram citotoxicidades para eritrécitos de carneiro. Em células RAW,
0 extrato e o inibidor testados (BF-CA e BFI) apresentaram uma concentracao
citotoxica para 50% das células (CC50) de 166.5 pg/mL e 371,3 pug/mL,
respectivamente, e a pentamidina com CC50 de 15,24 pg/mL. Ao analisar a
concentracéo inibitoria em 50% (ICso) dos extratos, sobre as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, obtivemos ICso de 54,9 pg/mL para o BF-CA e de 8,33
pg/mL para o BFI, que exibiu toxicidade em quase todas as concentracdes testadas.
Ao avaliarmos a inibicdo de proteases o BFI inibiu 44,66% da atividade da pepsina
protease comercial e inibiu 40% da serino protease secretada por L. amazonensis, a
LSP Ill. Conclusédo: O BF-CA possui uma composicao rica em flavonoides, com
comprovada acéo leishmanicida em formas promastigotas, também foi identificado
atividades leishmanicida contra as formas amastigotas, evidenciadas pela diminuicao
da infec¢do. Quanto ao BFI, 0 mesmo inibiu a atividade da serino protease secretada
por L. amazonensis (LSPIII), o tornando um potencial alvo terapéutico, uma vez que
esta enzima esta associada a viruléncia e/ou patogenicidade do parasito. Sendo
assim, os inibidores de proteases despertam interesse, uma vez que sao capazes de
inibir proteases especificas, interferindo no curso das leishmanioses.

Palavras-chave: Anti-Leishmania. Flavonoides. Inibidores de Proteases. Serino
Protease.



ABSTRACT

Introduction: Leishmaniasis is part of the group of neglected diseases, caused by
protozoa of the genus Leishmania, being endemic in 98 countries. The therapy used
for this disease is associated with high toxicity, difficult administration, high costs and
parasitic resistance. Therefore, the search for new drug alternatives, more effective
and less toxic is necessary and protease inhibitors are crucial molecules, since
Leishmania proteases are involved in several physiological and pathological
mechanisms. Aim: To identify the chemical constituents of the Bauhinia forficata Link
extract, as well as the cytotoxic effect of the extract and the aspartic protease inhibitor
fraction on Leishmania (L.) amazonensis. Materials and methods: firstly, the
preparation of the extract was carried out, followed by the dosage of proteins, through
the Bradford method, and then these proteins were identified through the
electrophoresis method. Another method performed was the study of the chemical
constituents present in the extract, in which the Matos phytochemical screening test
was used, followed by thin layer chromatography, and the flavonoid contents were
determined by high performance liquid chromatography. After chemical
characterization, in vitro cytotoxicity tests were performed using sheep erythrocytes
and immortalized cells of the RAW lineage, and in vivo toxicity tests in Tenebrio molitor
larvae. As for the leishmanicidal activity in Leishmania amazonensis promastigotes,
the assay was performed using the MTT method (3-(4,5-dimethyithiazol2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide), and the antiamastigote activity was performed with RAW
cells. Results and discussion: Derivatives of quercetin and kaempferol were the main
metabolites found in BF-CA. After isolation of the inhibitor of aspartic profease (BFI),
130.6 + 29.94 ug of protein was obtained, with a yield of approximately 4.41 + 0.77 %,
that is, 4.41% of the proteins of BF-CA. The extract and BFI did not show cytotoxicity
to sheep erythrocytes. In RAW cells, the extract and the inhibitor tested (BF-CA and
BFI) showed a cytotoxic concentration for 50% of the cells (CC50) of 166.5 pug/mL and
371.3 pg/mL, respectively, and for pentamidine with CC50 of 15.24 pg/ml. By analyzing
the inhibitory concentration in 50% (IC50) of the extracts on the promastigote forms of
Leishmania amazonensis, we obtained an IC50 of 54.9 pg/mL for BF-CA and 8.33
pug/mL for BFI, which exhibited toxicity at almost all concentrations tested. When
evaluating the inhibition of proteases, BFI inhibited 44.66% of the activity of commercial
pepsin protease and inhibited 40% of the serine protease secreted by L. amazonensis,
LSP 1ll. Conclusion: Therefore, BF-CA has a composition rich in flavonoids, with
proven leishmanicidal action in promastigote and amastigote forms, evidenced by the
reduction of infection. As for BFI, it inhibited the activity of the serine protease secreted
by L. amazonensis (LSPIII), making it a potential therapeutic target, as it is capable of
interfering in the pathophysiology of leishmaniasis

Keywords: Anti-Leishmania. Flavonoids. Protease inhibitors. Serino Protease.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas de transmisséo vetorial, que fazem parte do
grupo de doencas infecciosas negligenciadas. Nas Américas, as leishmanioses séo
causadas por parasitos do género Leishmania e cerca de 21 espécies produzem
formas clinicas que afetam a pele, as membranas, mucosas e as visceras, sendo
transmitidas aos seres humanos e a animais vertebrados, através da picada de insetos
vetores do género Lutzomya. Nas Américas é caracterizada como uma zoonose, que
apresenta diferentes padrdes de transmisséo, sendo o ciclo silvestre o principal da
leishmaniose cutanea e o urbano da leishmaniose visceral. A transmissdo do parasito
também pode ocorrer de homem a homem por transfusées de sangue contaminado e
uso de seringas contaminadas (OPAS, 2019).

No Brasil as espécies que causam leishmaniose tegumentar americana em
humanos, séo: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) naiffi
e Leishmania (Leishmania) amazonensis. J4 a espécie que causa a leishmaniose
visceral (LV), no territério brasileiro, é a Leishmania (Leishmania) chagasi e sua
transmisséo ocorre, principalmente, pela picada do inseto vetor, Lutzomya longipalpis
(LIMA CUNHA, 2018).

Para o tratamento da leishmaniose, a droga de primeira escolha € o antimonial
pentavalente (Sb5+), com excecdo para os pacientes coinfectados com HIV e
gestantes. Ndo havendo resposta satisfatéria com o tratamento pelo antimonial
pentavalente, as drogas de segunda escolha sdo a anfotericina B e o isotiocianato de
pentamidina (BRASIL, 2017). A taxa de cura clinica com Sb5+ varia de 60% a 90%
(CARVALHO et al., 2019).

Mesmo sendo uma droga utilizada ha anos, o mecanismo de acdo do
antiménio pentavalente ainda ndo estd completamente elucidado, acredita-se que
iniba a via glicolitica do parasito, reduzindo a sintese de trifosfato de adenosina (ATP)
e, por ser derivado de um metal pesado, apresenta propriedades toxicas e quimicas
comparados aos outros metais pesados, sendo um inibidor enzimatico irreversivel e
inespecifico (SINHORIN et al., 2020).

Entretanto, a descoberta de propriedades terapéuticas ativas de extratos
vegetais tem despertado grande interesse na investigacdo de novas opcodes de

tratamento das leishmanioses baseadas em plantas medicinais (LIMA et al., 2015). E
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dentre essas propriedades, encontram-se os inibidores de proteases (IPs), que
possuem diferentes funcbes como regular a atividade de proteases enddgenas,
participar da defesa contra os ataques de insetos e predadores, e impedir infeccdes
por microrganismos patogénicos (COLARES et a., 2017).

As proteases de Leishmania sdo essenciais para a manutencao da vida e da
infeccdo provocada por estes parasitos (SILVA-LOPEZ & DE SIMONE, 2004 a, b;
SILVA-LOPEZ et al., 2005; SILVA-LOPEZ et al., 2007; SILVA-LOPEZ et al., 2010 a),
dessa forma, constituem potenciais alvos quimioterapicos para o desenvolvimento de
novas drogas leishmanicidas mais especificas, baseadas na atividade inibidora de
proteases. Por isso, os IPs obtidos de plantas parecem ser opg¢0es terapéuticas com
menor custo e menos toxicas para seus hospedeiros (SILVA-LOPEZ, 2010 b; SILVA-
LOPEZ, 2012; VASCONELOS, 2015).

Sendo assim, a pesquisa elencou a hipotese de que o extrato de B. forficata
bem como seu inibidor isolado apresentam atividade leishmanicida contra

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A Leishmania e as leishmanioses

O parasito se apresenta basicamente sob duas formas evolutivas: amastigota
e promastigota (Figura 1). As amastigotas tém morfologia aproximadamente esférica,
ovoide ou fusiforme, auséncia de flagelo externo, o nucleo é relativamente grande e
redondo, e cinetoplasto bem visivel em preparacdes microscopicas. O diametro médio
das amastigotas € 1,5a 3,0 x 3,0 a 6,5 pm.

A forma promastigota, encontrada no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado, é flagelada, corpo lanceolado longo e pavimentoso com presenca de
cinetossomo (corpo celular), cinetoplasto em forma de bastdo localizado na regido
anterior préximo a saida do flagelo. O diametro do corpo é muito variavel, sendo 10,0
a 40,0 x 1,5 a 3,0 ym; com relagéo ao flagelo, 0 mesmo tem comprimento igual ou
superior ao corpo do parasito (NEVES, 2011; REY, 2011).

Figura 1. Formas evolutivas da Leishmania sp. (A) forma promastigota. (B) forma amastigota. (c)
esquema estrutural, ilustrativo. Fonte: adaptado de Martins, 2016; Rey, 2011, respectivamente.

Dessa forma, o género Leishmania compreende protozoarios parasitas, com
um ciclo de vida digenético, vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e
insetos vetores para que assim complete o seu ciclo de vida, sendo o vetor
responsavel pela transmisséo dos parasitas de um mamifero a outro (KAYE; SCOTT,
2011, READY, 2013).

A leishmaniose € uma doenca tropical considerada uma das seis doencas mais
importantes da lista da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) / Pesquisa de Doencas

Tropicais. E essa patologia afeta principalmente regides mais escassas de recursos,
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sendo considerada, por este motivo, uma doencga associada a pobreza, estimando-se
entre 700.000 a 1 milhdo de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes anualmente (OMS,
2020).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), 17 dos 18
paises endémicos das Américas reportaram um total de 989.096 casos de
leishmaniose cutanea (LC) e mucocutanea (LMC) no periodo de 2001-2018, com uma
média anual de 54.950 casos e uma tendéncia decrescente.

E quanto a leishmaniose visceral (LV), a forma mais grave da doenca, foram
registrados 63.331 casos novos no mesmo periodo, com média anual de 3.518 casos.
Em 2018, 97% (3.466) do total de casos foram reportados pelo Brasil e os demais por
Argentina, Colémbia, El Salvador, Guatemala, Honduras, Paraguai, Venezuela e
Uruguai (OPAS, 2019).

As leishmanioses causam consideravel morbidade e mortalidade, tal nome é
dado a doencgas com diversas manifestacdes clinicas (PEARSON; SOUZA, 1996). A
LV é a forma mais letal e se ndo tratada ocasiona Obito. Outras espécies de
Leishmania causam a LC e LMC, que ndo sédo fatais, mas sao responsaveis pela
consideravel morbidade de um grande nimero de pessoas nos focos endémicos
(SILVA, 2016).

Também tem a Leishmaniose Cuténea Difusa (LCD), que é a forma invasiva da
LT, e é caracterizada clinicamente pela presenca de nédulos e placas nao ulceradas
em diversas partes do corpo, sendo essa forma um grande desafio ao tratamento,
com recidivas constantes (CARVALHO, 2019).

Atualmente, 54 espécies de Leishmania sdo conhecidas e pelo menos 21 delas
sao patogénicas para humanos (AKHOUNDI et al., 2016). As formas promastigotas
sdo transmitidas para os vertebrados pela picada de fémeas de flebotomineos
infectadas e os canideos, roedores, marsupiais, mangustos, morcegos e hyraxes sao
as principais fontes de infecgdo ou hospedeiros primarios (AKHOUNDI et al., 2017).

A LV é frequentemente causada por L. donovani na Iindia e na Africa, L.
infantum no Mediterraneo e L. chagasi na América Latina. Ocasionalmente, espécies
causadoras da LC (L. amazonensis, L. mexicana e L. major) sdo isoladas em
pacientes com a forma visceral classica. Apos o reestabelecimento da LV, podem

aparecer lesGes de pele cronicas denominadas de leishmaniose dermal pés-calazar
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(LDPK), que se apresenta como papulas ao redor da boca e eventualmente se espalha
por grandes areas do corpo (VEERAREDDY; VOBALABOINA; ALI, 2009).

A LC é aforma clinica mais frequente e é classicamente dividida nas formas do
Novo e do Velho Mundo. A LC do Novo Mundo é endémica nas Américas do Sul e
Central e € primariamente causada por membros do complexo mexicana (L.
mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis) e do complexo braziliensis (L.
braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis). No Brasil, as principais espécies que
causam a leishmaniose tegumentar s&o L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonensis. O espectro da doenca varia de uma Ulcera cutanea simples e localizada
na LC e nédulos disseminados na LCD ao envolvimento mucocutaneo como na LMC
e até mesmo ao envolvimento visceral (SILVA-LOPEZ, 2010).

LC do Velho Mundo é frequentemente causada por L. major, L. tropica e L.
aethiopica e ocorrem nas regides tropicais e subtropicais da Asia menor, na Bacia do
Mediterraneo, india, China e Africa. A les&o classica é Unica, cronica e ulcerativa. A
LC pode evoluir para LCD e comeca tipicamente como papulas localizadas e néo
ulceradas e as amastigotas disseminam-se pela pele e produzem nddulos cutaneos
na face e extremidades. E uma forma rara, variante anérgica da LC e, no Brasil, tem
sido associada com as infeccBes causadas por L. amazonensis (SILVA-LOPEZ,
2010).

2.2 Ciclo biolégico da Leishmania

A Leishmania apresenta ciclo biolégico digenético, necessitando de um
hospedeiro invertebrado e outro vertebrado para conclusao de seu ciclo. No inseto, os
protozoarios estéo localizados no tubo digestivo, no qual as amastigotas no intestino
do flebotomineo sdo modificadas em promastigotas, as quais sao capazes de realizar
divisbes celulares (divisédo binéria) ocorrendo a multiplicacdo dos parasitos ingeridos.

Em grande quantidade, as formas promastigotas chegam ao proventriculo do
inseto e se transformam em promastigotas metaciclicos sem capacidade de divisao
binaria e alta infectividade.

Quando a fémea de flebotomineo precisa realizar repasto sanguineo para
maturacdo dos ovos, inocula no local da picada as promastigotas metaciclicas de

Leishmania para o hospedeiro vertebrado. Nos vertebrados, as células infectadas pela
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Leishmania sdo os macrofagos ou outras células do sistema fagocitico mononuclear
de pele, visceras e medula 6ssea (ROQUE; JANSEN, 2014).

Os vetores de transmissédo das leishmanioses estdo classificados na familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. No mundo, sdo descritas 1026 espécies
(994 atuais e 32 fésseis), nas Américas sao 546, das quais 529 sado atuais e 17 fosseis
(GALATI, 2019), sendo 266 delas de ocorréncia no Brasil (GALATI, 2019). No entanto,
apenas cerca de 10% dessas espécies sao transmissoras ou suspeitas de
transmitirem os agentes causadores das leishmanioses (CIPA GROUP, 1999;
MAROLI et al., 2013).

A saliva do inseto € anticoagulante, vasodilatadora e impede a agregacéo de
plaguetas, favorecendo o fluxo de sangue e linfa intersticial para o inseto. Além destes
efeitos, sabe-se que fatores presentes na saliva de flebotomineos tém acao
quimiotatica para mondcitos e imunorregulador, com capacidade de interagir com 0s
macréfagos, aumentando sua proliferacdo e impedindo a acdo efetora destas células
na destruicao dos parasitos. A saliva de Lutzomyia longipalpis contém o mais potente
vasodilatador conhecido, o maxidilan, que além disso, parece ser responsavel pela
maioria dos efeitos imunomodulatérios da saliva deste inseto sobre a célula
hospedeira, durante a transmisséo de Leishmania (NEVES, 2005).

O sistema imune inato, que é a primeira linha de defesa do organismo
representado pelas células do sistema fagocitico mononuclear, especialmente o0s
macrofagos, reconhece imediatamente a presenca do protozoario e o fagocita. Dentro
da célula hospedeira forma-se o vacuolo parasitéforo onde ocorre a diferenciacéo de
promastigotas em amastigotas.

A forma amastigota, menor e aflagelada, realiza vérias divisbes binarias,
proliferando de maneira significativa, que causa a lise celular, liberando essas
amastigotas que sao consequentemente expostas e fagocitadas por outros
macrofagos, continuando assim a multiplicacdo do parasito no tecido do vertebrado.
Ocasionalmente, outro flebotomineo pode realizar o repasto sanguineo neste
vertebrado e, ser contaminado, reiniciando o ciclo em outro hospedeiro vertebrado
(NEVES, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo biolégico da leishmania.Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention, 2017.
1. Os flebotomineos injetam as promastigotas metaciclicas ao ingerirem o sangue no hospedeiro
vertebrado. 2. As promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos e outros tipos de células fagociticas
mononucleadas. 3. As promastigotas se transformam em amastigotas dentro do macréfago. 4. As
amastigotas se multiplicam por divisdo simples em vérios tecidos e infectam outras células. 5. Os
flebotomineos séo infectados ao ingerirem amastigotas durante a picada. 6. As amastigotas se
multiplicam no flebotomineo de rompem as células. 7. As amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino do flebotomineo. 8. As promastigotas realizam divisao binaria e migram para
a probéscide.

2.3 Tratamento da leishmaniose

Os medicamentos de escolha para o tratamento de todas as formas de
leishmaniose tém sido ha mais de 60 anos, 0s antimoniais pentavalentes. O primeiro
derivado de antiménio foi um sal de antimdnio trivalente, conhecido como tartaro
emético. Alguns anos depois, na lItalia, este composto foi utilizado no tratamento do
calazar, a forma visceral da doenca. Devido a toxicidade elevada e os graves efeitos
colaterais associados ao seu uso, 0s antimoniais trivalentes foram logo substituidos
por formulagdes contendo antimdnio pentavalente (Sb®*) (SILVA, 2017).

Em geral, a primeira linha de medicamentos utilizada no tratamento contra a

leishmaniose se baseia no uso dos antimoniais pentavalentes complexados a
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carboidratos, o antimoniato de metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de
sédio (Pentostam®) (VASCONCELOS, 2015).

Com relacdo ao mecanismo de acao, foi proposto que esses quimioterapicos
atuam no parasito pela inducao do efluxo de glutationa (GSH) e tripanotiona (T[SH]2)
e a inibicdo da atividade da enzima tripanotiona redutase (TryR) (WYLLIE et al., 2004).
Mesmo sendo uma droga utilizada h& anos, seu mecanismo de acdo ainda nédo esta
completamente elucidado, acredita-se que iniba a via glicolitica do parasito, reduzindo
a sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e, por ser um metal pesado, apresenta
propriedades téxicas e quimicas comparados aos outros metais pesados, sendo um
inibidor enzimatico irreversivel e inespecifico (SINHORIN et al., 2020).

Sabe-se ainda que a conformacdo (Sb®*) é inativa e que em macréfagos é
convertida para a forma ativa (Sb Ill), estas inibem a atividade glicolitica das
amastigotas, sendo esta inibicdo acompanhada por uma inibicdo dose-dependente na
producédo de ATP e trifosfato de guanosina (GTP) (PETITTI; VANNI; BARRESI, 2008;
ROYCHOUDHURY; SINHA; ALI, 2011). Sugere-se também que o0 antiménio
pentavalente possa ser uma pro-droga, sendo convertido a antimdnio trivalente apos
a administracdo, e que assim possa interferir no processo de p-oxidacdo de acidos
graxos e glicélise do parasita, levando a uma deplecao dos niveis de ATP intracelular
(BALANA et al., 1998; ROBERTS et al., 1998).

No Brasil, o antimoniato de meglumina, € a droga de primeira escolha, e
portanto, a mais utilizada na maioria dos casos, enquanto que a forma lipossomal da
anfotericina B e o isotianato de pentamidina sdo drogas de segunda escolha, para
casos mais graves, ou quando ha falha terapéutica de antimoniais (BRASIL, 2014).
Os medicamentos utilizados para tratar a leishmaniose desencadeiam uma série de
efeitos colaterais, que incluem a resisténcia do parasito e rea¢cfes adversas tais como
cardionefrotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, podendo levar o
hospedeiro a morte. Outro fator importante, € que todos os farmacos disponiveis sao
administrados por via parenteral, necessitando da colaboracdo do paciente, o que
gera muito abandono do tratamento, fator que favorece o aparecimento de cepas
resistentes (SILVA- LOPEZ, 2019).

A pentamidina é uma diamina aromatica que tem alta eficacia como farmaco
de segunda linha em pacientes nao responsivos a terapia antimonial (CORREIA, et.
al.,, 1996; BRYNCETON, 2001). O medicamento é administrado por via intravenosa
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ou intramuscular profunda que também apresenta vérios efeitos indesejaveis, sendo
0S mais comuns, dor e abscessos estéreis no local de aplicacdo, nduseas, vomitos,
dores musculoesqueléticas, cefaleia, hipotensao, lipotimia, sincopes, hipoglicemia e
hiperglicemia. Ha relatos de cardiotoxicidade grave, porém seu efeito toxico mais
importante é o desenvolvimento de diabetes insulino dependente que pode se
manifestar a partir da administragéo total de 1g. (BRASIL, 2003; SUNDAR, 2011).

A utilizacdo de miltefosina® por via oral, na India, tem obtido resultados
promissores para o tratamento de leishmanisoe. Todavia, seu emprego € limitado pela
sua toxicidade e a possibilidade de permanecer em niveis subterapéuticos no plasma
do paciente durante algumas semanas, 0 que poderia levar ao surgimento de
resisténcia parasitaria (CUNHA, 2016). Este medicamento para ter sucesso precisa
ser administrado em associacdo com outros farmacos. Contudo, o medicamento ainda
nao teve seu uso regulamentado no Brasil, mas ja foi usada em dois estudos de LC
na Bahia (MACHADO et al., 2010) e no Amazonas (CHRUSCIAK-TALHARI et al.,
2011), que demonstraram que o uso de miltefosina foi mais seguro e com maior taxa
de cura quando comparado com o antimoniato.

A anfotericina B é um antifungico utilizado como segunda escolha para o
tratamento de leishmaniose, desencadeando diversos efeitos colaterais, sendo a
nefrotoxicidade uma das principais complicacdes. E, uma nova formulacdo da
anfotericina B, na forma lipossomal vem sendo indicada para pacientes com
leishmanisoes visceral grave que desenvolveram insuficiéncia renal ou toxicidade
cardiaca durante o tratamento com do Glucantime, entretanto, a anfotericina B
lipossomal apresenta um custo elevado (BRASIL, 2014).

Passarini (2017) ressalta que a leishmaniose € a Unica doenca tropical tratada
com drogas que originalmente ndo foram desenvolvidas para este fim. Além disso,
seus mecanismos de acdo ainda nao foram completamente elucidados, e a maioria
das pesquisas é financiada para ensaios clinicos sdo substancias ja utilizadas para
tratar a doencga, o0 que justifica a procura por novas alternativas no tratamento das

leishmanioses.

2.4 Inibidores de proteases (IPs) e proteases de Leishmania amazonensis

O tratamento atual das leishmanioses que inclui os antimoniais, anfotericina B

e pentamidina, tém efeitos colaterais graves, como mencionado anteriormente. O alto
22



custo desses medicamentos e do tratamento parenteral resultou em reducédo da
adesdo a terapia, estimulando ao desenvolvimento de novas opcdes para o controle
da doenca (ALVES et al., 2017).

Ainda ndo existem vacinas eficazes para as leishmanioses humanas e, o
controle da doenca baseia-se na quimioterapia e no controle do vetor. Apesar do
tratamento das leishmanioses ser o mesmo, 0s antimoniais pentavalentes, a mais de
70 anos nenhum dos medicamentos disponiveis sdo bons pela grande toxicidade,
tratamento a longo prazo, alto custo e administracdo invasiva. Portanto, ha uma
necessidade urgente de novos compostos com efeito leishmanicida significativo e
baixa toxicidade para o hospedeiro (SILVA-LOPEZ, 2012).

O estudo de proteases de Leishmania tém evidenciado que essas enzimas
desempenham fun¢des importantes na fisiologia desses organismos, bem como na
patologia, e que a inibicdo dessas enzimas por inibidores especificos pode constituir
importante estratégia para a producdo de potentes agentes antiparasitarios
(COOMBS; MOTTRAN, 1997).

Os IPs podem ser genericamente classificados de acordo com sua estrutura
em dois grupos: inibidores de baixo peso molecular e inibidores peptidicos com uma
ou mais cadeias polipeptidicas. A maioria dos IPs naturais séo polipeptideos, apenas
alguns microrganismos secretam pequenos compostos peptideomiméticos ou nao-
peptidicos que blogueiam a atividade das proteases de seus hospedeiros. Os IPs,
sintéticos ou naturais, tém sido empregados, com grande éxito, no tratamento de
algumas enfermidades, tais como enfisema pulmonar, epilepsia, doencas hepéaticas e
reumaticas, virais dentre outras (SILVA-LOPEZ, 2009).

Tradicionalmente as proteases ou peptidases sdo enzimas que catalisam a
hidrolise de ligacdes peptidicas em proteinas ou peptideos, liberando peptideos de
tamanho variavel ou aminoécidos livres. Na nomenclatura internacional de
classificacdo de enzimas (EC), as peptidases pertencem a classe 3 e subclasse 3.
gue ainda esta dividida em dois grandes grupos: as exo e as endopeptidases
(BARRET, 1994).

Existe ainda a classificacdo de acordo com a protease que inibem. Sendo
assim, Colares et al., (2016) afirmam que proteases possuem seus inibidores

subdivididos em 16 classes, entretanto, destacam-se: os inibidores de tripsina do tipo
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Kunitz, os inibidores de Bowman-Birk (BBI) e os inibidores presentes na batata do tipo
lell

Dentre as classes de proteases que sao descritas na Leishmania, atualmente
foram descritas quatro: cisteino, serino, aspartico e metaloprotease (ALMEIDA et al.,
2014). Dentre estas, as cisteino-proteases sdo as mais investigadas em Leishmania
e muitas delas possuem suas sequéncias depositadas em bancos de dados e seus
genes isolados. Sdo enzimas que pertencem ao subgrupo A e superfamilia das
proteases semelhantes & papaina (SILVA-LOPEZ, 2010).

Quanto as serino proteases, atualmente existem trés tipos que diferem de
outras serino proteases isoladas de Leishmania (SILVA-LOPEZ; DE SIMONE, 2004;
SILVA-LOPEZ; PINTO COELHO; DE SIMONE, 2005). A primeira serina protease
identificada é soluvel em detergente (LSP-I) e apresenta atividade maxima na
temperatura de 28°C em um pH 7, sendo sensivel a variacdes de temperatura. A
segunda serino protease soluvel (LSP-Il) também apresenta atividade 6tima em 28°C,
porém com distinta localizacdo celular (MORGADO-DIAZ et al., 2005). A terceira
serino protease (LSP-IIl) foi purificada do sobrenadante de cultura de promastigotas
de L. amazonensis e apresenta uma boa estabilidade térmica.

Em amastigotas, a enzima também foi encontrada em estruturas eletrodensas
correspondendo a megassomos, sitios de atividade proteolitica em Leishmania
envolvidos em processos de diferenciacdo e sobrevivéncia intracelular (UEDA-
NAKAMURA et al., 2002). Podemos entdo concluir que a LSP-Ill é uma enzima
secretada, podendo estar, portanto, associada a viruléncia e/ou patogenicidade. Além
disso, o fato de essa enzima estar colocalizada em megassomas com outras
proteases podera possibilitar a compreensdo do trafego intracelular de material
proteico, evento fundamental para manter o ciclo de vida do parasito (SILVA-LOPEZ
& DE-SIMONE, 2004).

Alguns IPs com atividade anti-Leishmania foram descritos e sdo mostrados na
tabela 1 (Machado et al., 2019).
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Inibidor Protease Concentragéo in vitro Espécie de Efeitos adversos
Alvo (ICs0Y) Leishmania
Coccinia grandis Serino promastigota-308ug/mL L. donovani ND*
Tubérculo de Serino promastigota-312.5 ug L. donovani Atéxico para
batata /mL macréfagos murinos
Amastigotas-82.3 pg/mL até 2,5 mg/mL
aziridina-2,3- catepsina B Promastigota-37.4 yM L. major N&o afetado
dicarboxilato) (cisteino) Amastigota-2.3 uM
benzofenona Cisteino Amastigota- 74.4 uM L. Macrofagos murinos
derivado amazonensis  -CC50 = 496,1 uM
Au2Phen Cisteino Amastigota- 3.17 yM L. infantum  Fibroblasto humano
(complexo com -ICs0 = 2,16 pM
ouro)
AubipyC Cisteino Amastigota- <0.25 yM L. infantum Fibroblasto
(complexo com humano-1Cs0=0.42
ouro) UM
MDL 28170 Calpain Promastigota- 23.3 yM L. ND*
(dipeptidil (cisteino) amazonensis
aldeido)
Hirudin GP63 Promastigota-0.6 uM L. tropica Méacrofagos
Amastigota-0.43 uM humano-CC50)=
860.11ug/mL
DAN* Aspartico Promastigota- 22 uM L. Mexicana ND*
Nelfinavir Aspartico Promastigota- 14.05 yM L. infantum ND*
Saquinavir Aspartico Promastigota 55.12 uM L. infantum ND*
Nelfinavir Aspartico Promastigota- 9.85 yM L. Mexicana ND*
Saquinavir Aspartico Promastigota- 42.8 uM L. Mexicana ND*
Indinavir Proteossoma Promastigota- 8.3 uM L. major ND*
Saquinavir Proteossoma  Promastigota- 7.0 yM L. major ND*
GNF5343 Proteossoma Amastigota- 7.3 uM L. donovani ND*
(azabenzoxazo)
GNF6702 Proteossoma Amastigota- 18 nM L. donovani  N&o inibe enzima de
(azabenzoxazo) mamifero

Tabela 1. IPs descritos que apresentam atividade contra Leishmania

*|Cso: concentracao inibitoria de 50% de crescimento parasitario

*DAN: éster diazo-acetilnorleucinometilico
*ND: nao determinado

Fonte: Machado et al., (2019).

2.5 Plantas medicinais na terapéutica da leishmaniose

Historicamente, o uso de plantas com finalidade terapéutica é registrado desde
os primérdios da humanidade. No tratamento das doencas, as plantas podem ser
utilizadas de diferentes formas: in natura, pulverizadas, extratos brutos ou fragdes
enriguecidas, extratos padronizados, tinturas e outros, ou podem passar por varios

processos de extracao e purificacdo para isolamento de uma substancia especifica. A
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planta medicinal, quando passa por um preparo e seu derivado € incorporado a uma
formulacéo especifica, torna-se um medicamento fitoterapico (CUNHA, 2016).

Existem pesquisas com varias espécies de plantas demonstrando extratos,
fracOes e principios ativos com atividade leishmanicida contra todas as espécies de
Leishmania patogénicas ao homem (CHOUHAN et al., 2015). O mecanismo de acao
para alguns compostos com atividade leishmanicida ja foram elucidados, sendo
demonstrados alvos importantes, como a tripanotiona redutase, DNA topoimerase I, a
via de apoptose, entre outros (PASSARINI, 2017). Dessa forma, entende-se a
importancia de investigar substancias ativas que possam dar origem a novos
medicamentos para o tratamento das leishmanioses. Neste caso, as espécies
vegetais podem representar uma alternativa muito promissora para o desenvolvimento
de novos agentes leishmanicida (CUNHA, 2016).

Como o presente trabalho visa estudar a atividade IP de um extrato aquoso de
caule da leguminosa Bauhinia forficata na viabilidade de L. amazonensis, alguns
aspectos botanicos, moléculas isoladas, bem como atividades biolégicas de algumas
espécies do género Bauhinia e da espécie forficata serdo abordados nos tépicos

seguintes.

2.6 Plantas do género Bauhinia

Dentre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se as
do género Bauhinia, as quais sdo encontradas principalmente nas areas tropicais do
planeta, compreendendo aproximadamente 300 espécies. E um género denominado
por Carolus Linnaeus, em 1753, em homenagem ao boténico franco-suico Gaspar
Bauhin (SILVA-LOPEZ; SANTOS, 2015). Muitas destas plantas sdo usadas como
remédio na medicina popular em varias regides do mundo, incluindo a Africa, Asia e
América Central e do Sul. Os estudos fitoquimicos e farmacolégicos realizados com
estas espeécies indicam que sao constituidas principalmente de glicosidios
esteroidicos, triterpenos, lactonas e flavonéides (SILVA; FILHO, 2002).

O género Bauhinia esta incluido na familia Leguminosae ou Fabaceae de
acordo com a lista de espécies da Flora do Brasil (VAZ, 2013). Esta familia possui
distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 650 géneros e aproximadamente 18000
especies, representando uma das maiores familias de Angiospermas. No Brasil

ocorrem 200 géneros e 1500 espécies (NOGUEIRA et al., 2013). O género Bauhinia,
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popularmente conhecidas como pata-de-vaca, unha-de-vaca, dentre outras
denominacdes, possui aproximadamente 300 espécies com caracteristica pantropical
e no Brasil 200 espécies nativas foram catalogadas. As espécies de Bauhinia séo
detentoras de uma variedade de beneficios a salude pelas suas propriedades
medicinais. As folhas, caules e raizes, especialmente de B. manca, B. megalandra, B.
rufescens, B. forficata, B. cheitantha, B. racemosa e B. splendens sdo amplamente
utilizadas no Brasil e em outros paises em forma de chas e outras preparacoes
fitoterapicas para o tratamento de varias doencas (MENEZES, 2007).

Menezes (2007), explica que o que caracteriza as plantas deste género, é 0
formato de suas folhas, que se parece muito com uma pata de vaca. Se por um lado
esta caracteristica torna facil a sua identificacéo, também gera grande confusao, pois
para a populacéo todas estas espécies tém o mesmo nome popular de "pata-de-vaca”,
porém a composicdo quimica e as acdes terapéuticas sao distintas.

O potencial ornamental do género Bauhinia é reforcado ainda por outras
espécies como: B. galpinii N.E. Br., B. tomentosa L., B. purpurea L. e Bauhinia x
blakeana Dunn (Figura 3).

Figura 3. Plantas do género Bauhinia. (A) Bauhinia x Blakeana dunn. (B) Bauhinia tomentosa. (C)
Bauhinia purpurea. (D) Bauhinia galpinii.
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Algumas espécies deste género foram e estdo sendo estudadas fitoquimica e
farmacologicamente e, com isto, muitos compostos foram isolados e identificados.
Assim, diferentes classes de compostos organicos de interesse medicinal foram
relatadas, incluindo lactonas, flavondides, terpendides, esterdides, triterpenos, taninos
e quinonas (SILVA; FILHO, 2000).

No Brasil vérias espécies de Bauhinia sdo usadas pela populagdo como
hipoglicemiante. As folhas s&o consideradas anti-diabéticas, diuréticas e
hipocolesteremiantes, no tratamento de cistites, parasitoses intestinais e elefantiase
(MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Além disso, sao atribuidas propriedades
antifingicas, antibacterianas e antidiabéticas. Outras espécies sao utilizadas como
alimentos (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

Ademais dos metabdlitos secundarios de plantas do género Bauhinia, os IPs
constituem uma importante classe de moléculas biologicamente ativas (SILVA-
LOPEZ; SANTOS, 2015). Os primeiros inibidores isolados foram do tipo tripsina e
obtidos das espécies B. petandra e B. bauhinoides (OLIVA, 1986; OLIVA; SAMPAIO;
SAMPAIO, 1988). Posteriormente foram isolados quatro outros inibidores de tripsina
de B. bauhinioides: o BbTI-I, o BbTIII que inibe a calicreina pancreética (OLIVA et al.,
1999). Em sementes de B. purpurea foram obtidos dois inibidores de tripsina, o BpuT]
com 20 kDa e estrutura primaria muito semelhante com BbTI-I e BdTIII (SILVA LUCA
et al., 2010).

Mesmo que muitos IPs tenham sido identificados em varias espécies de
Bauhinia, apenas uma unica protease de 30 kDA foi identificada e caracterizada em
folhas B. forficata (ANDRADE et al., 2011; SILVA-LUCA et al., 2013). Esta enzima
chamada baupaina é uma cisteino protease capaz de clivar o cininogénio de alto peso
molecular humano e liberar bradicinina, que € um modulador potente do tdnus da
musculatura lisa de diversos 6rgdos (ANDRADE et al., 2011; KAPLAN, 2014).

2.6.1 Bauhinia forficata Link

Bauhinia forficata Link caracteriza-se como uma arvore de porte pequeno,
pertencente a familia Fabaceae, que abrange mais de 300 espécies do género
Bauhinia, é uma espécie nativa da América do Sul, com distribuicdo na Argentina,

Bolivia, Paraguai, Peru, Uruguai e predominantemente no Brasil (Figura 4).
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Sua importancia esta voltada para o seu largo uso popular para diversas
finalidades terapéuticas. A infuséo de suas folhas é utilizada como agente diurético,
tbnico e depurativo, mas se destaca por seu uso como hipoglicemiante, sendo
inclusive conhecida como insulina vegetal (PEPATO et al.,, 2004; MORAES et al.,
2010; GASPARETTO, 2014).

Peru
Boll'vi;\
Argentina \

Grau de ocorréncia

0 -

Brasil

Paraguai

Uruguai

Figura 4.Distribuicdo geogréafica mundial de Bauhinia forficata link. Os paises onde a espécie Bauhinia
forficata é encontrada séo mostrados em tons de verde, variando da tonalidade mais clara (grau 1) para
a mais escura (grau 5) de acordo com o grau de ocorréncia. Fonte: adaptado de
https://www.tropicos.org/name/13027281. Acesso em: 12 de agosto de 2020.

A leguminosa B. forficata se assemelha muito com outras folhas de outras
espécies do género Bauhinia, contudo sua principal caracteristica morfolégica é a
presenca de suas flores que séo exclusivamente brancas e espinhos (Figura 5 A e B)
(OLIVEIRA; SAITO, 1989). Ela possui dois espinhos no ramo onde fica aderido o

peciolo de cada folha, formando uma espécie de forca, dando origem ao nome.

Figura 5. Flores (a), espinhos (b) e folha (c) de bauhinia forficata link. Fonte:
https://www.flickr.com/photos/; https://www.oficinadeervas.com.br/busca/diabetes. Acesso em: 24 de
novembro de 2020.
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E uma planta arbustiva, decidua, grande ou arbérea, perene, que atinge até 8m
de altura. Tem ramos frageis, pendulares, glabros ou pubescentes, com aculeos
gémeos na axila foliar. Folhas alternas, medindo de 8 a 9 cm de comprimento, ovais
ou lanceoladas, divididas acima do meio, glabras, compostas de dois foliolos unidos
pela base, pouco divergentes, obtusas ou um pouco agudas, ou acuminadas na base,
arredondadas ou subcodiformes, membranaceas, com a forma tipica de 9 nervos
(Figura 5 C). Aculeos quase sempre gémeos, ora uniformemente retos, ora
ligeiramente curvos para dentro, finos ou grossos (SILVA-LOPEZ; SANTOS, 2015).

Na medicina popular, a infusdo das folhas desta espécie, é utilizada
predominantemente no tratamento do diabetes mellitus, sendo ainda empregada
como agente diurético, tdnico, depurativo (PIZZOLATTI et al., 2003). Além disso, no
estudo realizado por Oliveira et al., (2005) com B. fortificata, atribuem propriedades
anticoagulantes e antifibrinogenoliticas a mesma, enquanto extratos de caules e
cascas mostraram efetiva acdo antimicrobiana, contra dermatdfitos fangicos.

Além disso, no estudo realizado por Oliveira et al., (2005) com B. fortificata,
atribuem propriedades anticoagulantes e antifibrinogenoliticas a mesma, enquanto
gue extratos de caules e cascas mostraram efetiva acdo antimicrobiana, contra

dermatdfitos fungicos.

Outros estudos pré-clinicos evidenciam a atividade antidiabética das folhas de
B. forficata L., atribuindo-a aos glicosideos flavonoidicos canferdlicos e quercetinicos,
e, em particular, ao 3,7-di-O-a-L-rhamnopiranosilcanferol (canferitrina), marcador
quimico, presente somente nas folhas (PEPATO et al., 2002; JORGE et al., 2004,
SOUZA et al.,, 2004; VASCONCELOS et al.,, 2004; CAZAROLLI et al., 2006;
MENEZES et al., 2007; ENGEL et al., 2008; DA CUNHA et al., 2010).

30



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar os constituintes quimicos do extrato de Bauhinia forficata Link, bem
como o efeito citotoxico do extrato e da fracao de inibidor de aspartico-proteases sobre

Leishmania amazonensis (L.).

3.2 Especificos

° Identificar a concentracdo de proteinas do extrato e seu perfil em eletroforese;
° Determinar os teores de substancias fendlicas totais e flavonoides totais

presentes no extrato de Bauhinia forficata Link;

° Caracterizar a composicdo quimica do extrato por LC-MS.
° Isolar uma fracédo rica em inibidores de proteases do tipo aspartico protease;
° Estudar a atividade de inibidores de aspartico-proteases do extrato de

Bauhinia forficata em LSPIII;

° Analisar o efeito citotoxico do extrato de Bauhinia forficata e inibidor de
aspartico protease por meio de ensaios in vitro;

° Analisar toxicidade aguda do extrato de Bauhinia forficata em larvas de
Tenebrio molitor (in vivo)

° Avaliar os efeitos leishmanicida do extrato de Bauhinia forficata e inibidores
aspartico-protease isolados de plantas sobre promastigotas e amastigotas de L.

amazonensis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material

Os peciolos das folhas de B. forficata foram fornecidas pela Plataforma
Agroecoldgica de Fitomedicamentos da Fundacdo Oswaldo Cruz (PAF-FIOCRUZ),
Campus Mata Atlantica, localizada no bairro de Jacarepagud, na cidade do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil (S:22° 56" 24.10"/W: 43° 24" 09.22"). O material vegetal foi coletado
no periodo da manha em dias ensolarados, entre agosto de 2019 e julho 2020. A
exsicata da espécie encontra-se depositada no Jardim Botanico do Rio de Janeiro,

Rio de Janeiro, Brasil, sob o registro RB - 511.138.

4.2 Preparacao do extrato

O material vegetal fresco foi selecionado, lavado com &gua destilada, e
imediatamente processado para preparacao do extrato. Os peciolos foram triturados
com triturador com laminas e suas proteinas extraidas com agua destilada em 4
pulsos rapidos de 5 segundos para prevenir a desnaturacdo das proteinas. O
sobrenadante obtido foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4 °C e,
posteriormente, liofilizado, obtendo-se o extrato aquoso de folha, nomeado como
extrato aquoso de Bauhinia forficata (BF-CA).

4.3 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de
Bradford (BRADFORD et al., 1976), utilizando soro albumina bovina (BSA) como
proteina padrdo. Esta é uma técnica sensivel e com poucas substancias que
interferem a quantificagdo por este meétodo. Esta metodologia minimiza a
interferéncia de alcaloides e polifendlicos como flavonoides e taninos que séao
comumente encontradas observadas nos vacuolos dos citoplasmas vegetais (ZAIA et
al., 1998).

Para tal, foi feita uma solucdo de albumina bovina sérica (BSA) (Codigo:1870;
Temperatura: 2-8°C; Fabricacado: 07/2017; Validade: 01/2022), na concentracéo de

2mg/mL, tanto para o BF-CA, que foi utilizado 5mg, e também para o BFI, sendo
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utilizada 2mg, apos foi feita diluicdo seriada. Foi transferido 190uL do reagente de
Bradford por pogo e acrescentado 10uL da amostra (BSA que é o padréo e amostra
de concentracdo desconhecida). As absortividades das reacdes foram medidas em

espectrofotdmetro a 595 nm.

4.3.1 Identificac&o de proteinas por eletroforese

As amostras do extrato provenientes da purificacao (item 4.5) foram submetidas
a deteccao por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE), foi realizada utilizando-se as condi¢cdes descritas por Laemmli
(LAEMMLI, 1970) num sistema de eletroforese Mini-protean Il (Bio-Rad) e com
espacadores de 0,75 mm. O gel separador sera preparado na concentracédo de 12%
e 0 empacotador (superior) a 5%. As amostras foram preparadas em solucdo de
tampéao Tris-HCI 1,2 mM pH 7,0, SDS 1%, glicerina 5%, uréia 5% e azul de bromofenol
0,25% e B-mercapto etanol 3%, que sera usado para preparar as amostras reduzidas,
todas foram aquecidas em banho de areia por 7 min a 100 °C. Apds a corrida em
tampéo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 contendo 192 mM de glicina, as proteinas foram
reveladas pelo reagente de Azul de Coomassie R-250 0,2 % em metanol/acido
aceético/agua (4:1:5). A caracterizacdo da massa molecular mass foi utilizado um
padrdo de peso molecular “Precision Plus Protein Standards” (250-10 kDa) num
sistema Mini Protean ambos da Bio-Rad (Berkeley, CA, USA).

4.4 Andlise fitoquimica do extrato de B. forficata

4.4.1 Prospeccao dos constituintes quimicos

Para a identificacdo dos metabolitos secundarios presentes no BF-CA, foi
realizado testes quimicos qualitativos, seguindo o protocolo de Matos (1997). Na
preparacdo da amostra, 1 g de BF-CA foi diluido em 20 mL de metanol e agua, na
proporcao de 1:9, a amostra foi centrifugada a 10.000 x g durante 10 minutos & uma
temperatura de 8 °C, e ap0s centrifugacao foi coletado o sobrenadante. Foi retirado
metade do volume do sobrenadante, e 0 mesmo foi diluido em quatro vezes para

posterior realizacdo dos testes, sendo os seguintes: fendis e taninos; antocianinas;

33



flavondis; flavononas; diidroflavondis e xantonas. A outra metade do sobrenadante foi
submetida a uma particdo com éter, para posterior identificacdo de alcaloides. Para a
realizacdo de identificacdo de estereoides, triterpenoides e saponinas, usou-se 80 mg
do extrato, que foi diluido em 3 mL de cloroférmio, em que foram usadas a fracéao

organica e fracéo soluvel (MATOS, 1997).

o Fendis e taninos: cerca de 1 mL do sobrenadante reagiu com uma gota de
solucéo alcodlica de cloreto férrico (FeCls) 10% e foi agitado até homogeneizacdo. A
alteracdo da coloracgéo, variando entre o azul e o vermelho, é indicativo da presenca
de fendis. A formacdo de um precipitado escuro € indicativo de taninos. Se o
precipitado for azul sugere taninos hidrossoliveis e se for esverdeado taninos
condensados ou catequinas (MATOS, 1997).

o Antocianinas, antocianidinas: trés aliquotas de 1 mL foram reservadas, uma
delas acidificada com solugéo de HCI 40% para pH < 3, uma alcalinizada com solugéo
de NaOH 70% para pH > 11 e a outra mantida em pH neutro. As solucdes foram
homogeneizadas e a mudanca na coloracdo pode sugerir a presenca ou auséncia de
tais substancias pela variacdo de cores de acordo com os diferentes tratamentos
conforme uma tabela padréo de Matos, 1997.

o Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas: como descrito na etapa
anterior, as amostras foram acidificadas, alcalinizadas e mantidas em pH neutro.
Posteriormente, estas foram aquecidas a 60°C em banho-maria por 10 min e as
mudancas de coloracdo ocorridas foram comparadas com as amostras da etapa
anterior, indicando a presenca ou auséncia de tais substancias (MATOS, 1997).

o Flavondis, flavanonas, diidroflavanois e xantonas: em um tubo com 1 mL
do sobrenadante foi adicionado um pequeno pedaco de magnésio em fita e trés gotas
de HCI concentrado. Apos a efervescéncia foi feita a comparacdo da mudanca de
coloracdo em relacdo a solugéo inicial. O aparecimento ou intensificacdo da cor
originalmente observada sugere a presenca de tais flavonoides (MATOS, 1997).

o Alcaloides: dez mililitros do sobrenadante foram alcalinizados com 70% de
NaOH até pH > 11 e particionados com trés lavagens de 10 mL com éter em um funil
de separacdo. A fase organica (etérea) foi filtrada com sulfato de sodio anidro
(Na2SOs4) a fim de eliminar qualquer residuo permanente da fase aquosa. Foram

reservados trés tubos contendo cerca de 3 mL da fase organica filtrada e em cada
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tubo adicionou-se trés gotas dos reagentes indicadores da presenca de alcaloides
(Dragendorff, Mayer e Bertrand). A formacéo de precipitado floculoso em duas das
trés amostras é um indicativo da presenca de alcaloides (MATOS, 1997).

o Esteroides e triterpenoides: a solucao cloroférmica foi filtrada em um funil
com papel de filtro, contendo algodao e alguns gramas de Na2SOa4 anidro. Ao filtrado
foi adicionado 1 mL de anidrido acético e dez gotas de acido sulfarico concentrado
(H2S04) e cuidadosamente agitado. O rapido aparecimento de uma coloragéo azul ou
verde sugere a presenca de esteroides livres, enquanto o aparecimento de uma
coloragdo que varia entre o pardo até o vermelho indica a presenca de triterpenoides
pentaciclicos livres (MATOS, 1997).

o Saponinas: o residuo insolivel da etapa anterior (retido no algodédo) foi
deixado exposto na capela até a total evaporacao do cloroformio. Esse material foi
entdo lavado e suspenso em 5 mL de agua destilada. A solucéo foi filtrada para um
tubo com tampa e agitada manualmente de modo vigoroso por dois min. A formacgao
de espuma abundante e persistente € um indicativo da presenca de saponinas. Um
teste confirmatorio foi realizado, adicionando 2 mL de HCI concentrado ao contetudo
do tubo preparado. Essa solucao permaneceu imersa por 1 h a 70°C em banho-maria.
Apos o resfriamento, a solucéo foi neutralizada com 70% de NaOH e a formacao do
precipitado, ausente de espuma, confirmou a presenca de saponinas (MATOS, 1997).
Além dos testes qualitativos, foram realizadas cromatografias em camada fina
(CCD) para cada classe de metabdlitos secundarios. No preparo de amostra, 2,5
mg do BF-CA foram diluidos em 0,5 mL de metanol ou etanol. As amostras
permaneceram em ultrassom (UstraSonic Cleaner USC-1800A) durante 5 min e entao
10 uL foram aplicados nos “spots” das cromatoplacas de silica gel 60 F254 (Merck).
Apoés a saturacdo da cuba com a fase movel, a cromatoplaca foi colocada dentro da
cuba cromatogréfica e a separacéo ocorreu pela migracédo da fase moével da base até
a marcacao na parte superior (front). Em seguida, as placas foram retiradas da cuba
e, ap0s estarem secas, os reveladores foram nebulizados. As fases moveis e 0s
reveladores utilizados foram especificas para cada classe de metabdlitos secundarios
de acordo com a metodologia de Wagner e colaboradores (1984) e estéo
apresentados na seguinte tabela (Tabela 2) (WAGNER et al., 1984).
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Tabela 2. Fases moveis, reveladores e reagentes utilizados na CCD para identificacédo

dos metabdlitos secundarios do BF-CA

TIPO DE METABOLITO

FASE MOVEL

REVELADOR

Alcaloides

Cumarinas

Flavonoides

Saponinas

Terpenoides

Tolueno - acetato de etila -
dietilamina (70:20:10)

Tolueno - éter (1:1)

Acetato de etila - acido féormico
- acido acético glacial - agua
(100:11:11:27)

Cloroférmio - metanol - agua
(64:50:10)

Acetato de etila - metanol -
agua (77:15:8)

Reagente de Draggendorf

KOH etanélico - obervar em UV
365 nm

NP/PEG - Observar em UV 365
nm

Vanilina sulfarica (ou anisaldeido
sulfurico) - observar levando a
placa ao aquecimento

Vanilina sulfarica (ou anisaldeido

sulfarico) - observar levando a

placa ao aguecimento

Fonte: adaptado de Wagner et al., 1994.

4.4.2 Determinagéo dos teores de flavonoides totais

A determinacéo de flavonoides totais foi realizada por regressao linear com
comparacgao da curva padrao de quercetina com concentragdes entre 5 a 50 ug/mL,
logo depois foi verificado a absorbéancia de 2 mL de cloreto de aluminio a 2% (m/v) em
2 mL do extrato deixados a dez minutos em ambiente escuro, apds esse tempo as
amostras foram lidas contra um branco (solucdo de 2 mL de &gua purificada com 2
mL de cloreto de aluminio 2%). A leitura foi realizada no espectrofotdmetro a 425 nm.

As analises seréo realizadas em triplicatas.

4.4.3 Analise do extrato bruto por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Foram diluidos 10 mg do extrato em 500 pyL de metanol/agua (8:2), sendo
filtrado em seguida, apds foi adicionado 100 uL de agua deionizada. A amostra foi
homogeinizada por 5 minutos no vortex. Em seguida a maquina foi lavada com 2 ml
de H20 (MeOH (1:1)). Com uma seringa de precisao foram injetados 10 pL da
amostra, em uma Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE-PDA), modelo Shimadzu

(Shimadzu Corp. Quioto, Japao), constituido por um moédulo de bombas binario,
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detector PDA (SPA-10A) com coluna Luna 5um C18 100 A (150 ym x 4,6 ym). Os
solventes de elui¢do A (Agua e Acido acético a 1%) e B (Metanol). As amostras foram
eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 10% a 100 % de B em 60 min a um fluxo
de 1mL/min. O volume de injecdo da amostra foi de 10 yL. Os dados foram coletados

e processados utilizando o software LC Solution.

4.4.4 Andlise por cromatografia de camadas delgada acoplada a espectrometria
de massas

A amostra foi preparada com 10 mg do extrato aquoso de BF-CA diluido em
500 pyL de metanol:agua (8:2), sendo filtrado em membrana PES 0,22 um, 30 mm 1
unidade Kasvi. Sendo a amostra analisada analisado por HPLC (LC-20AD) Shimadzu,
e uma coluna Phenomenex Luna C-18 (250 x 4,6 mm — 5 um). As fases moveis
consistiam de agua ultrapura contendo 0,1% de acido féormico (A) e metanol (B). O
seguinte gradiente linear foi aplicado: 0 min, 5% B; 1-60 min, 5-100% B; 60-70 min,
100% B na taxa de fluxo de 1 mL/min. O LC foi acoplado a um espectrbmetro de
massa (Amazon Speed ETD, Bruker, MA, USA) equipado com ionizagao por
eletrospray (ESI) e um analisador do tipo ion-trap (IT) em modo negativo, nas
seguintes condicfes: tensao capilar a 4,5 kV, temperatura capilar de 325 °C, fluxo de
gas de arrastamento (N2) a 12 L/min e pressao do nebulizador de nitrogénio a 27 psi.

O intervalo de aquisi¢ao foi m/z 100—1000, com 2 ou mais eventos.

4.5 Cromatografia de afinidade em pepsina-sepharose para isolamento do

inibidor de pepsina (aspartico protease) proveniente de BF-CA

Para o isolamento do BFI foram utilizadas diferentes concentracdes de BF-CA,
que variou de 200 e 600 mg, entretanto o melhor redimento foi obtido usando 300 mg
de BF-CA. Portanto o isolamento dos IPs do tipo aspartico proteases envolveu uma
etapa cromatografica classica de afinidade utilizando seringa de 5 mL de plastico
recheada resina pepsina-sepharose, que possui pepsina imobilizada por ligacdes
amidicas a polimeros de Sepharose (GE, healthcare, Co). A coluna foi previamente
lavada vinte vezes com tampéo Citrato de s6dio 10 mM, pH 5,5 com 20 mM de CacClz
e as proteinas adsorvidas foram eluidas em tampao acetato de so6dio 10 mM, pH 5,5

contendo 1,5 M de NaCl. ApOs exaustivas lavagens com tampao de equilibrio, as
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fragOes de 1,0 mL foram coletadas num fluxo de 15 mL/h. As fragdes 4 e 8 de maior
absorbancia, que foram a 280 nm foram reunidas, liofilizadas e acondicionadas a -4
°C para estudos posteriores de cinética enzimatica e de caracterizacdo bioquimica.
Esta fracdo foi denominada de BFI, que € um inibidor de aspartico protease de extrato

de caule aquoso de B. forficata.

4 6 Ensaios citotoxicos com extrato de Bauhinia forficata

4.6.1 Ensaios de hemdlise com eritrécitos de carneiro

A atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia de Almaaytah et
al., (2014). Foram coletados 10mL de sangue de carneiro em um tubo contendo &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), disponibilizado pelo biotério da Universidade
Federal do Maranhdo, o mesmo foi submetido ao comité de ética e pesquisa de uso
de animais, tendo recebido o seguinte parecer: Processo n. 23115.005441/2017-62
(CEUA). O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, a 20 °C. O plasma foi
removido e os eritrocitos foram lavados trés vezes com tampéao fosfato salina (PBS).
Uma aliquota de 100uL de suspensao de eritrocitos foi misturada a 200 pL de extrato
(BF-CA) e inibidor de aspartico protease (BFI), em microplaca de 96 pocos, em
diferentes concentracdes de BF-CA (15; 7.5; 3.75; 1.87; 0.93; 0.46; 0.23; 0.11 pg/mL)
gue foram incubadas por 1 hora a 37°C. Os controles positivo e negativo receberam
100 uL de Triton x-100 a 1% e PBS, respectivamente. Apds 1 hora de incubacédo a
37°C, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 20°C. Foi retirado
0 sobrenadante (100 ou 150 pL), transferido para uma microplaca e suas

absorbancias medidas a 450 nm.

A atividade hemolitica foi expressa em relacdo a acdo do Triton x-100 e
calculada pela seguinte formula:
Hemolise % = [(Abssso amostra tratada com o extrato — Abssso amostra tratada
com PBS)/ (Absaso amostra tratada com Triton x-100-Absaso tratada com PBS)]*100.

_ (Absaso/extrato - Absaso/PBS)
Hemolise %= x 100

(Absaso/Triton x-100 - Absss0/PBS)

Onde: Absaso/extrato € Absaso amostra tratada com o extrato; Abssso/PBS é Absaso
amostra tratada com PBS); e Absaso/Triton € Absaso amostra tratada com Triton.
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4.6.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro (Células RAW)

Macrofagos de linhagem murina RAW 264.7(doadas pelo Laboratorio de
Imunologia Aplicada — Rio de janeiro) foram mantidos em garrafas de cultura estéreis
com meio RPMI 1640 (SIGMA) contendo penicilina (100 pg/mL), estreptomicina (100
U/mL), anfotericina B (0,25 pg/mL) e suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB) em estufa a 5% de COc a 37 °C.

Para a realizacéo do ensaio de citotoxicidade, utilizou-se 5x10°/mL de células
em meio RPMI-1640 suplementado com 1% se SFB. As células foram adicionadas
num volume de 100 pL por pogco em placas de 96 pocos de fundo chato. Em seguida
os macréfagos foram acondicionados por 1 hora em estufa de CO2 a 5% para
aderéncia ao fundo da placa.

ApoOs esse periodo, os macrofagos foram incubados com diferentes
concentracbes BF-CA (1000-7,81 pg/mL) e BFI (100-1,56 pg/mL), para
posteriormente realizar o calculo da CC50. Como controles serdo mantidos pogos com
células sem tratamento e tratados com pentamidina® (100-1,56 pg/mL). Apds
incubacdo por 48 horas, MTT (3-(4,5-dimethyithiazol2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (Sigma, EUA) (5 mg/mL) foi adicionado na cultura, sucedendo-se nova
incubacéo (3 h/37° C). A viabilidade das células foi avaliada com base no metabolismo
do MTT, sendo a mesma proporcional ao valor da absorbancia gerada em
espectrofotdbmetro, sob comprimento de onda igual a 540 nm. Apés as 3 horas de
incubacéo, adicionou-se 100 uL de DMSO por poco e leu-se em leitor de Elisa 540
nm, a porcentagem de citotoxicidade foi realizada de acordo com o calculo (BARROS,
et al., 2016): (% citotoxicidade = (1- Densidade otica do teste/ Média do controle
negativo) X 100.

A citotoxicidade foi expressa em porcentagem, sendo determinada a
concentracéo citotoxica de 50% das células (CCso) utilizando o programa GraphPad

Prism 8.

4.6.3 Ensaio de toxicidade in vivo (Tenebrio molitor)
A toxicidade aguda BF-CA foi avaliada empregando modelo in vivo da larva

Tenebrio molitor. As larvas, que foram adquiridas e cultivadas no Laboratorio de
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Imunofisiologia (LIF/JUFMA), com peso médio de 100 mg, foram distribuidas de forma
randdmica, em placas de petri em quatro grupos teste nas concentracdes de 1000;
500; 250 e 100 mg, e no grupo controle (PBS), contendo 15 larvas cada. Com o auxilio
de uma seringa de insulina, foram inoculados 5 pL na regido caudal das larvas do BF-
CA e do controle PBS. As larvas permaneceram em temperatura ambiente e a taxa
de sobrevida foi observada em intervalos de 24 h, durante 7 dias. Para estabelecer a
morte das larvas, verificou-se visualmente a melanizacdo e resposta aos estimulos

fisicos.
4.7Ensaios de inibicao do extrato de B. forficata e do inibidor de proteases

4.7.1 Inibicdo das proteases de referéncia

O potencial inibitério do extrato de B. forficata foi avaliado sobre proteases de
referéncia representando as classes: serino, cisteino e aspartico-proteases utilizando
respectivamente: a tripsina, a papaina e a pepsina a 1 mg/mL. As proteases foram
pré-incubadas com 10 ug de BFI extratos de B. forficata por 30 min a temperatura
ambiente. Nos casos em que foram ensaiadas fracdes dos extratos submetidos
previamente a estratégias cromatograficas, foi utilizado 1 mg das proteases de
referéncia. A reacao iniciou apos a adi¢ao do substrato BSA (0,5 mg/mL) no tampé&o
de pH 6timo das enzimas a 25 °C por 30 min. Os tampdes: 50 mM de tris HCI pH 8,5,
50 mM de fosfato de sédio pH 5,5 e 50 mM acetato de sddio pH 4,5, respectivamente
para tripsina, papaina e pepsina. As reacfes foram paralisadas com 10% (p/v) de
acido tricloroacético (TCA) e as absorbancias foram quantificadas em 280 nm.
Controles apropriados foram conduzidos usando a mesma solucdo enzimatica livre
dos extratos e a inibicdo foi expressa como porcentagem da atividade residual destes

controles. Os experimentos foram feitos em triplicatas e repetidos trés vezes.

4.8Atividade leishmanicida
4.8.1 Parasitos
As formas promastigotas e amastigotas (5x10°mL) de Leishmania
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas no Laboratorio de Imunofisiologia
(UFMA) em garrafas para cultura estéreis contendo meio Schneider (SIGMA),
gentamicina (50pg/mL) e suplementado com Soro Fetal Bovino (GIBCO) 10%, sendo
acondicionadas em camara de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 27°C. As
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mesmas foram obtidas na fase estacionaria, em culturas de 5 dias. A solugéo
contendo os protozoarios foi centrifugada (200 x g por 15 min) e as promastigotas

foram ressupensas em meio RPMI (suplementado com 10% de soro fetal bovino).

4.8.1.1 Fracionamento dos parasitos

O sobrenadante de cultura de promastigotas de L. (L.) amazonensis foram
processados de acordo com SILVA-LOPEZ et al., (2005) para obtenc&o da frac&o lll,
que é rica em inibidores de proteases. Inicialmente ele foi centrifugado a 10.000 x g/
30 min/ 4 °C, e o sobrenadante precipitado a 45% de sulfato de aménio (NH4)2SO4
por 18 h a 25 °C. Este material foi centrifugado (10.000 x g/ 30 min/ 4 °C) para
obtencéo do precipitado. Este foi dialisado exaustivamente contra 10 mM de Tris-HCI
pH 7,5, obtendo-se a fracdo Il que é sabido conter proteinas e enzimas secretadas
pelo parasito (CANTON; KIMA, 2012).

4.8.1.2 Isolamento das serino proteases de Leishmania

A serino protease secretada de L. (L.) amazonensis, LSPIII foi purificada como
descrito por Silva-Lopez et al. (2005). A fracdo Il foi submetida a cromatografia de
afinidade em aprotinina-agarose (2,5 mL de gel), previamente equilibrada com 10 mM
Tris-HCI pH 7,5 contendo 10 mM de cloreto de célcio (CaCl2) e apds exaustivas
lavagens (20 volumes de coluna) o material foi eluido com 10 mM Tris HCI pH 7,5
contendo 1,5 M de cloreto de sédio (NaCl). Frac6es de 1 mL foram coletadas em gelo
e suas absorvancias monitoradas em 280nm para detectar o maximo de absorc¢éo

gue corresponde a eluicdo da proteina.

4.8.1.3 Inibic&o das serino proteases de Leishmania amazonensis

Nestes ensaios de inibicdo foram utilizados 10 pg de proteina da fracéo Il de
L. (L.) amazonensis e 1 ug de proteina de LSPIII, que foram incubadas com 10 ug de
proteina de BF-CA e 1 ug de proteina do inibidor de protease isolado de BF-CA, o
BFI. As reacdes foram previamente incubadas por 30 min em 50 mM de tampé&o Tris-
HCI pH 7,5 para a fragéo Ill. Apés este periodo de tempo, foram adicionados 50uL do
substrato N-a-tosyl-L-arginina metil ester (.-TAME) a 0,125mM e a reagao transcorreu
por mais 15 min. As absorbancias foram determinadas a 247nm. Os ensaios foram

conduzidos em triplicatas e os resultados da inibicdo dos extratos foram expressos
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em atividade residual (%), em relacdo a porcentagem da atividade controle (100 %)

das enzimas de Leishmania com o substrato .-TAME sem a adi¢do de BF-CA ou BFI.

4.8.1.4 Atividade antipromastigota do BF-CA e BFlI

O efeito anti Leishmania tanto do extrato (BF-CA) quanto do inibidor de
protease isolado (BFI) foi estudado em promastigotas (5x107/mL - 10uL), que foram
adicionadas em placas de 96 pocos (5x10° mL por poco), na presenca de diferentes
concentragcdes BF-CA (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 pug/mL) e do BFI (100;
50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,625 pg/mL). Como controle positivo foi utilizada a
pentamidina® (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,625; 0,78125 pg/mL) e o controle
negativo foi preparado apenas com o meio de cultura Schneider. Apos 48 horas de
incubacéo foi adicionado 10 pL de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) 5mg/mL e novamente incubado por 3 horas para haver a formacao dos
cristais de formazan. Finalmente, foi adicionado 100 pL de SDS a 10% e suas
absorbancias medidas em espectrofotdbmetro a 570 nm apés 24 horas (no dia
seguinte).

A concentracao inibitoria de 50% (ICso) foi obtida por regressdo néo linear com

o auxilio do GraphPad Prism versao 8.0.2.

4.8.1.5 Atividade antiamastigota do BF-CA e BFI

Para a realizagdo do experimento, um volume de 500 uL de meio de cultura
contendo 1x10° células/poco foi adicionado em placas de 24 pocos previamente
ocupadas com laminulas de vidro estéreis e incubadas em estufa de CO2 (5%), a 37
°C por 1 hora para adesédo. Em sequéncia, o sobrenadante foi descartado e em cada
poco foi adicionado 2x10° (10 parasitos/célula) de promastigotas de L. amazonensis.
Logo apds, as placas foram levadas para a estufa de CO2 (5%) a 33°C por 24 horas
(tempo de fagocitose do parasito). Apés este periodo os pocos foram lavados e as
células infectadas com amastigotas foram tratadas (48 horas, 37°C, CO2 0,5%) com
BF-CA na concentragcdo de 60 pg/mL, BFI na concentracdo de 50 pg/mL e
pentamidina, na concentracdo de 5 pg/mL. As laminulas foram coradas com Giemsa
e colocadas sobre lamina para avaliacdo do numero de parasitas intracelulares,
considerando a contagem de 100 macrofagos, com auxilio de microscépio optico, de

campo claro, e aumento de 1000X, (GIAIMIS et al., 1992). A taxa de infeccdo dos
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diferentes grupos, foi calculada utilizando-se a formula abaixo (LIMA JUNIOR et al.,
2014):

Taxa de infeccéo = % de macrofagos infectados X  n° de amastigotas

n° total de macréfagos

4.8.1.6 Avaliacdo da producdo de citocinas no sobrenadante da cultura de

macrofagos

A quantificacdo de citocinas foi realizada pela técnica de CBA (cytometric beads
array) a partir do sobrenadante das culturas, sendo utilizado kit inflammatory mouse
IL-6, IL10, MCP-1, IFN-y, TNF-a, IL-12p70 BD Biosciences (San Jose, CA, USA). Os
procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante. A leitura
das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA). Apos a leitura, os dados foram analisados no software Flow Jow®,

onde os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina.

49 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrédo, que foram analisados
por analise de variancia (ANOVA one-way) seguido do teste de Tukey — Kramer (para
trés ou mais grupos) ou por teste t de Student (dois grupos). Foram considerados
significativos os valores de P<0,05. Os valores de Clso (concentracdes dos compostos
qgue reduziram a resposta a 50% em relacdo ao grupo controle) e de CCso
(concentracdo de cada amostra que reduziu em 50% a viabilidade celular) foram
estimados a partir dos valores médios de dois experimentos independentes,
realizados em triplicata. Todos os dados foram analisados com auxilio do Programa

Graph Pad Prism verséo 8.0.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do extrato aquoso de caule de B. forficata

A proteina € um dos objetos de estudo deste trabalho, visto que os IPs de
plantas sdo polipeptideos de tamanho variavel. Contudo, existem outras proteinas no
extrato, como as estruturais, algumas enzimas, proteinas relacionadas a fotossintese
e os inibidores enziméticos, em especial os IPs. Estes inibidores ndo sdo majoritarios,
visto que sao tdo especificos que ndo sado necessarias em grandes concentracoes
para regular a atividade de suas proteases endoégenas e nem para inibir as proteases
de seus predadores (SILVA-LOPEZ, 2009). Sendo assim, a partir de 210,70 g de
peciolos frescos de B. forficata foram obtidos 8,87 g de BF-CA com cerca de 111,40
Hg de proteinas por mg de extrato (11,4 %), totalizando cerca de 988 mg de proteinas
extraidas (Tabela 3), ou seja, o conteudo de proteinas de cada grama caule fresco é
de 0,47%, representando, portanto, uma fonte pobre em proteinas quando comparado
a um tecido animal, mas as leguminosas séo boas fontes de proteina vegetal.

Tabela 3. Rendimento de obtencdo do extrato aquoso de B. forficata

Lote Pedunculo (g) Extrato Rendimento da Teor de Proteinas
(9) extracéo (%) proteinas totais
(Mg/mg de extraidas
extrato) (mg)
16/03/2020 210,70 8,87 4,21 111,40 988,12

As proteinas do BF-CA foram analisadas por eletroforese em condi¢cfes
redutoras e nado redutoras, contudo, apenas € mostrado o perfil de proteinas em
reducdo, visto que foi apresentado melhor resolucdo e ambos apresentaram perfis
eletroforéticos muito semelhantes (Figura 6). Neste gel é possivel observar apenas as
5 proteinas majoritarias com 0s pesos moleculares aproximados de 75, 60, 36, 24 e
20 kDa. Contudo, outras proteinas de pesos entre 75 a 50, 37 a 25, e 24 a 20 kDa,
podem ser observadas no gel (Figura 6 B), mas ndo foram mensuradas e, portanto,

identificadas na densitometria como pode ser observado na figura 6 A.2.

44



250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa
37 kDa

25 kDa

20 kDa -~

1o 7 e \ N\

Figura 6. Analise em SDS-PAGE do perfil de proteinas do extrato aquoso do caule de B. forficata (BF-
CA) em condig¢8es de reducéo, corado com Azul de Coomassie. A - padréo de peso molecular; B - BF-
CA, A.1 analise densitométrica do padrdo de peso molecular; A.2 andlise densitométrica do BF-CA.

Como mencionado anteriormente, de modo geral, ndo é possivel observar as
bandas referentes ao IPs huma amostra complexa como € o caso do extrato BF-CA,
contudo a eletroforese é um controle de processo de extracdo de proteinas e sempre
€ realizada. Além disso, é importante ressaltar que as proteinas observadas no gel
sao geralmente polipeptideos de cadeia Unica, visto que a utilizacdo do agente redutor
B-mercaptoetanol, que rompe as pontes de enxofre que unem as diferentes cadeias
polipeptidicas de uma proteina com mais de uma cadeia, ndo alterou o peso molecular
das proteinas no gel (MATSUMOTO et al., 2019).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o extrato
BF-CA inibiu completamente a atividade da pepsina, uma aspartico protease, e
reduziu a atividade da papaina e tripsina em 37 e 30%, respectivamente. Indicando
assim gue este extrato possui um inibidor de aspartico protease semelhante a pepsina
e também inibidores de cisteino e serino proteases (SANTOS: SILVA-LOPEZ, 2014).
Além disso, BF-CA inibiu completamente (100 %) a atividade proteolitica da fracéo Il
de L. amazonensis que é conhecida por conter proteases do tipo serino, cisteino e
aspartico que sdo secretadas pelo parasito para o meio extracelular (SILVA-LOPEZ,
et al., 2005; SANTOS; SILVA-LOPEZ, 2014).
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5.2 Estudo dos metabdlitos secundarios

5.2.1 Prospeccdo dos constituintes quimicos (Protocolo de Matos, 1997) e
andlise do extrato aguoso de B. forficata por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia

Para a identificacdo dos metabdlitos secundéarios presentes no BF-CA- foi
realizado o protocolo da Matos (1997), sendo uma metodologia limpa, utilizada para a
identificacdo de flavonoides. Apds o teste, 0 extrato apresentou positividade para as
classes de taninos e fenois, antocianinas, anticianidinas e flavonoides,
leucoantocianidinas, catequinas e flavonas, flavonais, flavonas e xantonas, esteroides

e triterpenoides (Tabela 4), essas classes séo representadas nas bandas (Figura 7)

Tabela 4. Classes de metabdlitos encontrados no BF-CA através do teste de Matos

Classes Caracteristica da amostra Resultado

Taninos e Fendis

Formacéo de precipitado marrom Positivo

Antocianinas,
anticianidinas e
flavonoides

Solucdo amarelo intenso em pH
alcalino

Positivo para flavona,
flavonéis e xantonas

Leucoantocianidinas,

Solu¢éo amarelo-pardo em pH

Positivo para catequinas

catequinas e acido e flavanonas

flavanonas

Flavondis, Solugéo alaranjada e grande Positivo
flavanonas e formacédo de espuma

xantonas

Alcal6ides N&o houve formacéo de Negativo

precipitado

Esteroides e Sem mudanca da cor da solucéo Positivo
triterpenoides

Saponinas Formacdo significativa de Negativo

precipitado esbranquicado
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Ap6és realizada a cromatografia de camada delgada, as classes positivas foram

somente cumarinas (Banda 2), flavonoides (Banda 3) e terpenos (Banda 5) (Figura 7).

- -
-

Alcaloides Cumarinas Flavonoides Saponinas Terpenos

Figura 7. Crotamografia de camada delgada (CCD) do extrato aquoso do caule de B. forficata (BF-CA).

E, para se obter das informa¢des sobre a composi¢cdo quimica do extrato
aquoso e melhor identificacdo dos constituintes da B. forficata, uma analise por CLAE-
PDA foi realizada. O perfil por CLAE-PDA mostrou que a composi¢cao quimica de
Bauhinia forficata apresenta comprimentos de ondas caracteristicos para uma
determinada classe de metabdlito secundario (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma obtido por HPLC-PDA (254 nm) para o extrato aquoso do caule de B. forficata.

ApoOs avaliacdo por HPLC-PDA do extrato de B. forficata, observou-se grande
complexidade e diversidade na composicdo quimica da matriz, avaliada pelo grande
namero de picos eluidos ao longo da corrida cromatografica (Figura 8). Com o auxilio
do detector de arranjo de fotodiodos (DAD) acoplado ao sistema HPLC, pode-se
processar os dados cromatogréaficos e obter os cromatogramas em comprimentos de
onda seletivos para uma determinada classe de metabdlito secundario. O
cromatograma obtido por CLAE-PDA mostra compostos com caracteristicas
relacionadas a presenca de fendlicos, sendo a principal delas, os flavonoides e acidos
fendlicos. A verificacdo da presenca destes metabolitos foi constatada pela presenca
de espectros com bandas caracteristicas dessas classes em todo o extrato.

Derivados de acidos fendlicos apresentam uma Unica banda de absorcéo
referente ao anel benzilico, com maximo na regido do UV variando entre 260-280 nm.
Ja os flavonoides, por sua vez, sdo reconhecidos por apresentarem no geral, duas
bandas de absorcdo referentes aos dois sistemas aromaticos encontrados em
agliconas; o pico Il, com maximos na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel
A e o pico |, com maximos na faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B. O
pico | é associado a absorcdo do Anel B, que possui o0 sistema cinamoil com maior
extensdo da conjugacéao eletrénica. O pico Il é atribuido ao Anel A, que envolve a

absorcao do anel benzoil de menor conjugacéo (Figura 9 e 10).
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Figura 9. a regido do UV para padrdes de A) acido gélico, B) quercetina. O pico Il, com maximos na
faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel A e ao pico |, com maximos na faixa espectral de 300-
390 nm, atribuida ao anel B.

Sistema Cinamoil

Figura 10. Estrutura de um flavonol com anel benzoil e cinamoil

Quando identificados, por CLAE-PDA, os principais metabdlitos secundarios
presentes no extrato, quercetin 3-rhamnosil(1->4)- rhamnosil-(1->6)-glucosideo foi o
mais abundante, seguida de Kaempferol 3-O-(2,6-di-O-rhamnopiranosil)-
galactopiranosideo e acido rosmarinico-diglucosideo (Tabela 5), também € posssivel

observar as estruturas desses compostos (Figura 11).

49



Tabela 5. Substancias identificadas e os principais fragmentos do extrato aquoso de B.

forficata obtidos por LC-ESI-IT/MS

Substancia identificada Férmula Molecular [M H] Ms"
(massa molecular)
Kaempferol-3-O-glucorhamnoside C27H30015 593 447;250
(594)
Quercetina-3-O-rutinosideo C27H30016 609 463;301
(610)
Kaempferol 3-O-(2,6-di-O- Cs3H40019 (740) 739 593; 447; 285
rhamnopiranosil)- galactopiranosideo
Quercetin 3-rhamnosil(1->4)-rhamnosyl- Cs3H40020 (756) 755 609; 301
(1->6)-glucosideo
Quecetina Cis5H1007 (302) 301 151
kaempferol Ci15H1006 (286) 285 267; 151;
Acido rosmarinico-diglucosideo C30H36018 (684) 683 341; 179
Quercetina 3-rhamnosideo C21H20011 (448) 447 301
OH OH
o O OH (6] O OH

OH
OH OH
OH o
(0]
OH OO OH OH O o OH

Hoﬁ J\i\/H ° ° >
(o] | |
HO HO 0 OH O
HO (@)
OH OH HO © 0 0
OH

OH
Kaempferol-3-O-glucorhamnosideo  Quercetina- 3-O-rutinoside

Kaempferol 3-O-(2,6-di-O-
rhamnopiranosil)-
galactopiranosideo

Quercetin 3-thamnosil(1->4)-rhamnosyl-(1->6)-glucosideo  Quercetina Kaempferol
HO.
HO OH OH
OH
HO © OH )
0. OH OH O OH
HO OHOmO J O | 0
OH
HO o Ho ™o © HO o 0
OH OH
Acido rosmarinico-diglucosideo Quercetina 3-rhamnosideo

Figura 11. Estrutura das substancias identificadas no extrato aquoso de B. forficata Link.
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A literatura ja ressalta a atividade antioxidante dos flavonoides, auxiliando na
neutralizacdo de radicais livres gerados pelo organismo, além de acdes anti-
inflamatorias, possuem outras atividades, como: acdo antibacteriana, antifingica, anti-
protozoario, na reparacgdo de tecidos, regulacédo enzimatica, estimulagéo das células
fagociticas e acdo antitumoral (MUSCHIETTI; MARTINO, 2007; ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

Oliveira e Lima (2017) ao analisar os metabdlitos secundarios do extrato
aguoso de talos da espécie de B. forficata, constataram a presenca de altas
concentracbes de flavonoides. Sendo que, alguns flavonoides sao capazes de
diminuir a permeabilidade dos capilares e reforcar sua resisténcia; aumenta o
aproveitamento da vitamina C; apresentam uma atividade anti-inflamatoéria; acdo de
reforco e melhoria da qualidade de fibras de colageno; acdo antihialuronidase e
antielastase, diminuindo a permeabilidade vascular; inibicdo indireta da agregacéo e
adesividade plaquetaria; assim como sua propriedade vitaminica P (fator P),
reconhecida por muitos clinicos como de efeitos benéficos, principalmente, em

alteracdes circulatorias.

5.3 Isolamento e caracterizacao parcial do inibidor de proteases de BF-CA

E sabido que a inibicdo das proteases de Leishmania por inibidores especificos,
naturais ou sintéticos, causa a morte do parasito em cultivo pela indugcéo de vacuolos
autofagicos (SILVA-LOPEZ, 2007). Como mencionado anteriormente, estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa observou expressiva atividade inibidora de
pepsina em BF-CA (SANTOS; SILVA-LOPEZ, 2014). Portanto, foi utilizada uma
coluna de cromatografia de afinidade de pepsina-agarose com o objetivo de isolar o
inibidor do tipo aspartico protease de BF-CA, denominado BFI. A figura 12 mostra um
perfil cromatografico da eluicdo de BFI com um sinal Gnico, que é caracteristico de

cromatografias de afinidade, com grande absortividade a 280 nm.
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Figura 12. Isolamento do inibidor de pepsina (aspartico protease) de BF-CA por cromatografia de
afinidade em pepsina-sepharose.

Para obtencdo de BFI foram feitas colunas com diferentes quantidades de
extrato que variou de 200 a 600 mg de BF-CA, contudo o melhor rendimento, ou seja,
a melhor recuperacédo de proteinas foi obtido usando 300 mg de BF-CA.

Na tabela 6 estdo representados os rendimentos, em termos de teores de
proteinas, de trés corridas cromatograficas em pepsina-sepharose, em diferentes

datas, para obtencéo de BFI.

Tabela 6. Rendimento da obtencédo de inibidor de protease do extrato aquoso de pedunculo
de B. forticata (BFi).

Amostra Quantidade de Teor de proteinas Teor de proteinas Rendimento
BF-CA amostra (mg) totais adicionadas totais recuperadas proteico (%)
de BF-CA (mgq) de BFi (ug)
C1: 20.08.2020 300 3,64 139,50 3,80
C2:09.09.2020 300 1,64 90,30 5,50
C3:22.10.2020 300 4,13 162,00 3,92

De acordo com a tabela 6, a partir de 300 mg de BF-CA, que possui
aproximadamente 3,14 + 1,07 mg de proteinas, foi obtido em média 130,6 + 29,94 ug
de proteina relativa ao BFI, com um rendimento de cerca de 4,41 + 0,77 %, ou seja,
4,41% das proteinas de BF-CA é composta pelo material ligada a coluna, o BFI. A
homogeneidade desta frag&o foi inicialmente avaliada por SDS-PAGE (Figura 13). Na

figura 13 B foi observada uma banda de proteina bem definida com peso molecular
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aproximado de 30 kDa, contudo, foi também observada uma fraca banda em
aproximadamente 60 kDa. Em outros géis podem ser observadas bandas de proteinas
com pesos multiplos de 30 kDa, sugerindo auto-associacéo. E sabido que os IPs
naturais sdo geralmente proteinas monomeéricas e de baixo peso molecular (SILVA-
LOPEZ, 2009). Além disso, em condicdes experimentais € comum observar a auto-
associacao de tais IPs formando dimeros, trimeros ou polimeros (COTABARREN et al.,
2020).

250kDa .
150kDa
100kDa
75kDa | w
50kDa
37kDa

25kDa
20kDa

15kDa
10kDa

Figura 13. SDS-PAGE a 15 % em condi¢cfes ndo-redutoras e impregnado por prata. A) Pardao de
peso molecular; B) BFI.

A atividade inibidora de proteases do BFI foi inicialmente avaliada com
proteases de referéncia como pepsina, que é uma aspartico protease, papaina, uma
cisteino protease e finalmente a tripsina que € representante das serino proteases
(Figura 14). Como esperado, a atividade da pepsina foi a mais inibida (44,66 %), visto
que BFI foi purificado usando tal enzima, logo é um inibidor de aspartico protease do
tipo pepsina. Contudo, ele inibiu cerca de 21,67% a atividade da papaina e ndo afetou
a atividade da tripsina, uma enzima alcalina. Os inibidores de proteases naturais, com
natureza polipeptidica, podem inibir mais de um tipo catalitico de protease (RUAF et
al., 2021), e como a pepsina e a papaina catalisam a hidrolise das ligacdes peptidicas
em valores de pH acidos, é possivel que o pH tenha influenciado a ligacédo de BFI a
papaina com menor afinidade (COTABARREN et al., 2020).
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Figura 14. Inibicdo da atividade das proteases de referéncia e LSPIII pelo BFI.

Finalmente o BFI foi avaliado contra a fracdo Ill de L. amazonensis que €
conhecida por possuir os produtos de secrecdo do parasito, como as proteases
(SILVA-LOPEZ et al., 2005). O BFI inibiu em 40 % (SD=0) a atividade da serino
protease secretada por L. amazonensis, a LSP Ill. Este resultado néo foi esperado
porque BFI € um inibidor de proteases do tipo aspartico, como a pepsina, e inibiu a
LSPIIl que é uma serino protease. Contudo, os IPs polipeptidicos de plantas séo
capazes de inibir mais de um tipo catalitico de protease com diferentes afinidades de
ligacdo (HELLINGER; GRUBER, 2019).

5.4 Ensaios citotéxicos com extrato de Bauhinia forficata e inibidor de
protease

5.4.1 Ensaios de hemoélise com hemacias de carneiro

Foi avaliado o efeito toxico do BF-CA e BFI em eritrécitos de carneiro, por meio
do ensaio in vitro da atividade hemolitica. Ndo houve citotoxicidade do BF-CA e BFI
em nenhuma das concentracdes testadas (15; 7.5; 3.75; 1.87; 0.93; 0.46; 0.23; 0.11
pg/mL), quando comparado ao controle positivo (Figura 15 A e B).
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Figura 15. Percentual de hemoélise do BF-CA e BFI em eritrécitos de carneiro. A porcentagem de
hemodlise foi avaliada em varias concentracfes de BF-CA (A) e BFI (B) em eritrécitos de carneiro. Os
resultados correspondem a (médias + SD) de amostras individuais testadas em triplicata. (*) p<0,05,
em comparacao o controle positivo (Triton x-100 a 1%).

5.4.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro (Células RAW)

Foi avaliado o efeito citotoxico BF-CA e do BFI em células de linhagem RAW,
através do ensaio in vitro. Houve citotoxicidade nas maiores concentracdes de BF-
CA (1000, 500, 250 e 125 pg/mL (Figura 16 A), quando comparada com o controle
positivo (pentamidina®) (Figura 16 B). Ja nas menores concentracdes ndo houve
citotoxicidade (Figura 16 A). Quanto ao inibidor BFI, quando testado em células RAW,
0 mesmo apresentou citotoxicidade nas duas maiores concentracbes (100 e 500
pg/mL), apresentando percentual semelhantes nas demais concentragdes (250; 125;
62,5; 31,25; 125,6 pg/mL ) (Figura 16 B). Também foi analisado a citotoxicidade da
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pentamidina em diferentes concentra¢des (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625
pHg/mL) em que o percentual de citotoxicidade foi inversamente proporcional a
guantidade de células (Figura 16 E). Também foi analisado a concentracao citotdxica
que reduziu 50% da viabilidade dos macrofagos (CC50), sendo que o BF-CA
apresentou CC50: 166,5 pg/mL, seguido do BFI com CC50 de 371,6 pg/mL e da
pentamidina com CC50= 15,24 ug/mL (Figuras 16B, 16D e 16F, respectivamente).
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Figura 16. Percentual de citotoxicidade e curva dose- resposta do BF-CA, BFI e pentamidina em células
RAW. A citotoxicidade foi avaliada em varias concentragdes de BF-CA (A), BFI (C) e Pentamidina (E)
em células de linhagem RAW. Também foi analisada a curva dose-resposta (B) do extrato, do inibidor
(D) e do farmaco utilizado como controle positivo (F), no qual reduz 50% da viabilidade dos macréfagos
em pg/mL (intervalo de confianga 95%). Os resultados correspondem a (médias + SD) de amostras
individuais testadas em triplicata e duplicata.

Os flavonoides sdo considerados marcadores quimicos e taxondmicos das
espécies da familia Leguminosae pois sdo encontrados em grandes quantidades e
diversidade (HEGNAUER et al., 1993), e por isso, foram encontrados em abundancia
no BF-CA.

Dessa forma, a baixa citotoxicidade do extrato pode ser explicada pela
presenca desses metabdlitos em sua composicao, que podem promover uma agao
protetiva as células, bem como também devido as proteases, uma vez que o inibidor
também apresentou baixa citotoxicidade. Vale ressaltar que fatores como o tipo celular
utilizado para a avaliacdo dos extratos, o tipo de solvente utilizado para a extracdo e
a composicdo quimica dos extratos estudados, certamente influenciam na sua
atividade bioldgica e também na sua toxicidade, visto que o BF-CA foi obtido com
agua e nao com solventes organicos que podem ser téxicos para as células (LIMA &
CARDOSO, 2007; VERSTEG et al., 2017).

Quanto a citotoxicidade o inibidor (BFI), em estudo realizado por Almeida et al.,
(2015), em que foram testados inibidores de cisteino proteases em células RAW, foi
evidenciado que trés dos inibidores, denominados de 1A, 1C e 3A, testados
apresentaram baixa toxicidade, com CC50 de 107,8; 496,1 e > 456,9 pg/mL,

respectivamente.
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Além disso, os dois compostos testados, o extrato (BF-CA) e o inibidor de
aspartico protease (BFI) foram menos toxicos que o medicamento de referéncia
(pentamidina), o BF-CA e o BFI foram cerca de 6 e 4 vezes menos citotoxicos,

respectivamente, do que a pentamidina® (CC50=27,36 pg/mL).

5.4.3 Ensaio de toxicidade in vivo (Tenebrio molitor)

O ensaio in vivo com as larvas de T. molitor demonstraram que a média de
sobrevivéncia foi de 93,3% no grupo da maior dose (1000 mg/kg), enquanto
apresentou taxa de sobrevivéncia de 100% nas doses de 500 e 100 mg/kg, sem
significancia estatistica (p=0,5259) quando comparadas com o controle, sugerindo

baixa toxicidade (Figura 17).

TOXICIDADE TENEBRIO- BFC-A

120
©
5 100 = = -8 1000 mg/k
) — . g/kg
; 80 - 500 mg/kg
e 250 mg/kg
2 604
) -¥ 100 mg/kg
<))
S 407 -~ PBS 1x
ba
S 20-
0 1 1 1 1
0 2 4 6 8

DIAS

Figura 17. Taxa de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor apds inje¢do com o extrato aquoso do
caule de Bauhinia forficata Link. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (Teste
Kaplan-Meier e Teste Log-Rank [Mantel-Cox]).

Na figura 18 também é possivel notar que o BF-CA n&o foi toxico para as larvas,
sendo observadas as taxas de sobrevivéncia de 100% nas doses de 500 e 100 mg/kg.
Através das imagens foram visualizados pontos de melanizacdo, caracteristicos da
inducdo de estresse nesse modelo de estudo de toxicidade de substancias. Esse
processo ocorre devido a acdo de uma enzima chamada fenoloxidase, que é

responsavel pela cascata profenolixade, em que catalisa a oxidagdo de compostos
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fendlicos presentes na hemolinfa e na cuticula dos insetos para produzir melanina.
Essa enzima é muito ativa e os produtos intermediérios de sua ativacdo sao téxicos
tanto para o inseto como para 0sS microrganismos invasores, devido a iSso sua
ativacdo € limitada ao local de infeccdo, pois o contrario poderia levar a sua

melanizacao generalizada e letal para o inseto (DA SILVA, 2002).
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Figura 18. Avaliacdo da sobrevida de T. molitor apés injecdo do BF-CA. Foi inoculado 10 pL do BF-CA entre 0 4° e 5° metamero, no sentido da calda a cabecga,
na porgao ventral. Foi observado durante sete dias as larvas mortas e vivas, retirando sempre os mortos. A melanizagédo escura séo caracteristicas do estresse

ocorrido.
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E, assim como outros organismos, T. molitor possui um sistema de defesa
contra infecgcbes mediadas pela producdo de espécies reativas, sendo estas
produzidas em excesso em quadros mais criticos (ZHU et al., 2014, LI et al., 2016).
Devido a capacidade do T. molitor produzir espécies reativas em resposta a infecgéo
faz deste inseto um modelo potencial para o estudo de substancias com carater
antioxidante. Considerando que o BF-CA ndo é toxico e que os metabdlitos
secundarios apresentam atividade antioxidante, logo, esse extrato representa um bom

indicativo para futuros testes em modelo de infeccao.

5.5 Atividade leishmanicida
5.5.1 Atividade antipromastigota do BF-CA e BFI

Ao analisar a concentracao inibitéria em 50% (ICso) do BF-CA sobre as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis, constatou-se que a ICso (54,9 ug/mL), foi
aproximadamente cerca de 78,4 vezes maior do que a pentamidina® (0,7 pg/mL),
guanto ao BFI, o mesmo apresentou IC50 de 8,33 pg/mL, sendo 11,9 vezes maior que
o medicamento de referéncia, usado como controle positivo nas formas promastigotas
de L. amazonensis (Tabela 7).

Tabela 7. Concentragdo inibitéria minima do BF-CA sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis

Tratamento ICs0 (Mg/mL)**
BF-CA 54,9
BFi 8,33
Pentamidina® 0,7

BF-CA: extrato aquoso do caule de Bauhinia forficata.
(**) Concentracao inibitoria de 50% (ICso) das amostras individuais.

Os resultados de ICso podem ser observados através da curva dose-resposta
do BF-CA nas formas promastigotas de L. amazonensis (Figura 19 B). Ao avaliarmos
a atividade anti-Leishmania do BF-CA sobre L. amazonensis foi constatado maior
atividade nas concentragbes (125, 250 e 500 pg/mL), sendo semelhante a
pentamidina® na concentragdo de 250 pg/mL (Figura 19 A).

Os resultados mostraram que o extrato afetou a viabilidade das formas promastigotas
de L. amazonensis. Baseado nesses achados, acredita-se que a presenca dos IPs e
60



dos metabdlitos secundarios do extrato, como flavonoides e acidos fendlicos podem

estar envolvidos no mecanismo de acdo da atividade anti-Leishmania.
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Figura 19. Concentragdo inibitoria minima do BF-CA sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis. Foi avaliada a citotoxicidade de vérias concentracdes do BF-CA (A). Também foi
analisada a curva dose-resposta (B) do extrato, no qual inibiu 50% da prolifera¢do celular em pg/mL
(intervalo de confianga 95%). Os resultados correspondem a (médias = SD) de amostras individuais
testadas em triplicata. (*) p<0,05, em comparacéo a pentamidina®.

De acordo com os estudos realizados por Tasdemir et al., (2006), foi possivel
concluir que a quercetina e derivados (7,8 — dihidroxiflavona) possuem atividade
antiprotozoarios potente e eficaz. A maioria dos compostos mais ativos contra
tripanossomas e Leishmania tém uma estrutura tipica de flavona (2,3 e C-4 da funcéo
ceto) e/ou uma subestrutura de catecol sem obstaculos no anel B, no esqueleto
benzocromona e em 7,8 — dihidroxiflavona.

Da Silva et al., (2012) e Muzitano et al., (2006) ressaltam que a quercetina
(quercetina-3-O-rutinosideo-7-O-rhamnosideo), apresentou atividade anti Leishmania
em promastigotas de L. amazonensis e baixa citotoxicidade para as células
hospedeiras.

Apesar da predominéncia dos flavonoides (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002),
alguns estudos demonstraram a presenca de outras classes de substancias em B.
forficata, dentre elas alcaloides, taninos, mucilagens, 6leo essencial, triterpenos,
saponinas, esteroides e outras de natureza fendlica (DUARTE-ALMEIDA; NEGRI;
SALATINO, 2004; MARQUES et al.,, 2012; MIYAKE; AKISUE; AKISUE, 1986;
SARTORELLI; CORREA, 2007).
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Quanto a acdo do inibidor de protease contra as promastigotas de L.
amazonensis, constatou-se que o BFI inibiu o crescimento das promastigotas em
todas as concentracdes (100 — 1,525 ug/mL) (Figura 20 A), sendo sua IC50 de 8,333
pg/mL (Figura 20 B). Isto pode ser explicado porque o BFI em solucéo pode se auto-
associar, pois em alguns géis de eletroforese anteriores (ndo mostrados) eram
observadas bandas de proteinas com pesos multiplos de 30 kDa, sugerindo auto-
associacdo (COTABARREN et al., 2020).
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Figura 20. Citotoxicidade do inibidor BFI nas formas promastigotas de L. amazonensis. Foi avaliada a
citotoxicidade de varias concentra¢des do inibidor (100; 50; 25; 12,6; 0,26; 3,126; 1,5625 pg/mL).
Também foi analisada a curva dose-resposta (B) inibidor, no qual inibiu 50% da proliferacéo celular em
pg/mL (intervalo de confianca 95%). Os resultados correspondem a (médias + SD) de amostras
individuais testadas em triplicata. (*) p<0,05, em comparacédo a pentamidina®.

Em estudo realizado com L. amazonensis, foi investigado a acao de trés
inibidores de serino proteases, de baixo peso molecular, na viabilidade e na morfologia
do parasita. Em que os inibidores TPCK e BZA foram mais eficazes na reducao da
viabilidade do parasita, uma vez que o TPCK na mesma concentracéo de outro inibidor
(TLCK) reduziu cerca de 63% da viabilidade celular apés 8 horas, e ap6s 16 e 32
horas seu efeito foi ainda mais potente (SILVA-LOPEZ et al., 2007).

Sabe-se que as proteases do tipo asparticas ja foram estudadas como alvos
terapéuticos para diferentes patologias humanas (VALDIVIESO; DAGGER; RASCON,
2007). Em leishmaniose, foi detectada uma atividade litica capaz de degradar
substratos de protease aspartico, atividade essa que foi detectada em L. amazonensis
e L. mexicana (MACHADO et al., 2019; VALDIVIESO; DAGGER; RASCON, 2007). E

alguns estudos também tém demonstrado a atividade dessa classe de enzimas em
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fracOes soluveis de extratos bruto do parasita (ALVES et al., 2005; VALDIVIESO et
al., 2007; SANTOS et al., 2009; KUMAR et al., 2010).

5.5.2 Atividade leishmanicida contra amastigotas de L. amazonensis
O extrato (BF-CA) e o inibidor (BFI) reduziram o numero de amastigotas de L.

amazonensis de macréfagos, sendo evidenciado uma redugdo na taxa de infecgéo,

guando comparadas com o controle (Figura 21).
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Figura 21. Atividade anti-Leishmania, sobre formas amastigotas de Leishmania amazonenses, do BF-
CA, BFI e Pentamidina. Taxa de infeccdo (A); Determinacdo da porcentagem de amastigotas por
macréfagos (B), e imagens por microscopia de luz comum de macréfagos sem leishmania (M@),
macroéfagos infectados (M@ + L), tratados com pentamidina (Penta - 5ug/mL), ou extrato (BF-CA) ou
com inibidor (BFI). Os resultados correspondem a médias + EP, de amostras individuais testadas em
quintuplicatas. (*) p< 0,05, quando comparado com o grupo penta e (#) p< 0,05, quando comparado ao
grupo BF-CA.
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A atividade do aspartico protease foi demonstrada tanto em L. amazonensis
gquanto em L. mexicana, em que foi realizado o uso combinado de inibidores e
substratos cromogénicos e fluorogénicos, especificos para essa classe de enzima
(ALVES et al., 2005; VALDIVIESO et al., 2007; SANTOS et al., 2009; SANTOS et al.,
2013).

Em outro estudo, foi analisado a atividade de inibidores de aspartico protease
do HIV (IPs-HIV) em L. amazonensis, em que foi trabalhado moléculas precursoras
de sintese dos IPs-HIV, as hidroxietilaminas (HEAs), sendo que de 23 moléculas
submetidas a triagem inicial em promastigotas, 15 confirmaram suas atividades sobre
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, todas com IC50 < 50 uM
(VASCONCELOS, 2015), considerando o inibidor de aspartico protease um potencial
alvo contra amastigotas de L. amazonensis.

Também foi realizacdo a quantificacao de citocinas, sendo IL-10, IL-6 e TNF-q,
IFN-y e IL-12 e quimiocina MCP-1, ndo foram identificadas consideracdes expressivas
dessas citocinas, por conseguinte, ndo foram identificadas diferencas estatisticas

entre os grupos (Tabela 8).

Tabela 8. Dosagem de citocinas (pg/mL) de amastigotas de L. amazonensis tratadas com BF-
CA (60 pg/mL), BFI (50pg/mL), Pentamidina (5pg/mL) e controles infectados e ndo infectados

Grupos IL-10 IL-6 MCP-1 TNF-a IFN-y IL-12
M@ 0,6 +0,26  2,4+0,09 0,4+0,17 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
M@ + L 0,7+0,36 2,6£0,04 0,5+0,28 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Penta 1,3+0,01 2,0+0,08 0,3+0,02 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
BF-CA 60 0,8+0,2 2,3+0,40 1,4+0,62 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
BFI 50 0,7+0,2 2,2+0,10 1,8+0,57 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

No presente estudo foram identificados niveis de IL-10 e IL-6 tratados com BF-
CA, BFI e Pentamidina, sendo que de acordo com Silva (2018) esse padrao é
identificado por macrofagos M1 infectados. Quanto ao fator de necrose tumoral alfa,

o mesmo foi detectado apenas em macréfagos nao infectados (dados ndo mostrados).
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Quanto ao aumento de IL-6 durante o processo infeccioso de espécies de
Leishmania, esse aumento € induzido através de via de degradacédo da GP63, que é
uma das moléculas relacionadas a viruléncia e mais abundante na superficie celular
do parasito (OLIVIER et al., 2012). Essas citocinas tem como fungao o recrutamento,
bem como a quimiocina MCP-1, e também atuam na ativacéo celular de fagocitos para
o sitio inflamatdrio, o que pode favorecer a infec¢do de novas células na fase aguda
principalmente em modelos in vivo (DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).
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CONCLUSOES

v' O extrato aquoso de caule de B. forficata possui cerca de 11,4% de proteina e
grande teor dos flavonoides, sendo a quercetina, o mais abundante, seguido de
kaempferol.

v' Foi isolado um IP do tipo aspartico protease obtido de BF-CA com 30 kDa,
denominado BFI, que inibiu 44,66% da atividade da pepsina protease, e 40% da
serino protease secretada por L. amazonensis, a LSP lll.

v O BF-CA apresentou baixa toxicidade para eritrocitos de carneiro in vitro e no
modelo in vivo de Tenebrio molitor, mas demonstrou toxicidade para macrofagos
de linhagem RAW. Contudo, apresentou toxicidade significante para formas
promastigotas de L. amazonensis.

v' O BFI apresentou baixa toxicidade em eritrécitos de carneiro in vitro, enquanto que
nos macrofagos de linhagem RAW apresentou toxicidade com CC50 de 371,3
pHg/mL. Nas formas promastigotas de L. amazonensis 0 BFI exibiu toxicidade em
guase todas as concentragcbes com IC50 de 8,33ug/mL.

v A quantificagdo de citocinas nao apresentaram resultados expressivos, entretanto,
devido a leve deteccédo de IL-10 e IL-6 verifica-se que esse padréo é caracteristico

de macréfago do tipo M1.
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ABSTRACT

Objective: Investigate plant natural products with inhibitory activity of Leishmania
proteases and their growth becomes crucial, because the inhibition of certain parasite
proteases induce the parasite death. Methods: Descriptive/exploratory study,
integrative review type. The search was performed in the following
databases: Scientific Electronic Library OnLine (SciELO), Medical Literature Analysis
and Retrieval System Online (MEDLINE), Latin American and Caribbean Health
Science Literature Database (LILACS) and PUBMED. The descriptors were used in
combination, from the consultation in the Descriptors in Health Sciences (DECS) and
Medical Subject Headings (MeSH), were: (Leishmania) AND (Protease Inhibitor) AND
(Vegetable extracts); (Leishmania) AND (Protease Inhibitor) AND (Plant Extracts).
Studies in English and Portuguese, published between 2000 and 2020, were included.
Finally, the articles were categorized and analyzed. Results and discussion: This
review included eight studies, published between 2000 and 2020. There were two
publications in 2014, 2017 and 2019, in relation to the language, all eight studies were
published in English. Five studies were carried out in India, two in Brazil and one in
Iran. Seven of these were found in PUBMED database and one from MEDLINE, all
were experimental, comprising in vitro research or using mice as animal models.
Conclusions: Researches about plant extracts with Leishmania growth inhibitors and
protease inhibitors are relatively recent, and further investigations on the subject are
necessary, because protease inhibitors are employed in the treatment of many
diseases.

KEYWORDS: plants, natural products; Leishmania; proteases; protease inhibitor;
Leishmaniasis.

Introduction

Leishmaniasis are chronic infectious diseases caused by species of obligate
intracellular protozoa from Leishmania genus (Trypanosomatidae family and
Kinetoplastida order), which generally, are transmitted by vectors insects to
mammalian hosts [1]. The parasite can also be transmitted by transplacental, blood
transfusion and through contaminated needles [2]. They are endemic in 92 countries
from tropical and subtropical areas in the Old and New World, affecting poor
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populations living in precarious sanitary conditions. There are believed to be 68 million
people living at risk for these diseases, 12 million infected individuals and an estimated
700,000 to 1 million cases annually. Leishmaniasis is classified as one of the most
neglected tropical diseases, with high morbidity and low mortality [3].

Currently, about 54 species of Leishmania genus have been reported, and at
least 21 of them are pathogenic to humans [4]. Promastigote parasites are transmitted
through the bites of infected female sandflies, which feed on blood to produce eggs.
Approximately 70 animal species, including canids, rodents, marsupials, mongooses,
bats, cats, hyraxes, and humans, have been found as natural reservoir hosts of
Leishmania parasites, therefore, the disease can be classified as zoonoses,
anthropozoonosis or anthroponese, although few species are strictly anthroponotic [5].

Protozoan parasites from Leishmania genus have a digenetic life cycle. They
live alternately into vertebrate hosts and insect vectors (Psichodidae family,
Phlebotominae subfamily, Phlebotomus and Sergentomyia genera in the Old World
and Lutzomyia, Brumptomyia, and Warileya in the New World), and exhibit two
morphological forms: the extracellular promastigote form is motile, elongated with free
flagellum and is found into the digestive tract of sandfly, and the amastigotes
intracellular form, that is rounded, smaller with non-exteriorized flagellum that infect
lysosomal vacuoles in phagocytic cells [6,7]. In the digestive tract of vector,
promastigotes transform themselves in the non-dividing, infectious ‘metacyclic’
promastigotes that are transmitted by sandfly bite. These promastigotes are
phagocyted by phagocytes, such as macrophages, and inside these cells they survive,
multiply, cause the lysis of the host cells, releasing amastigotes that infect neighboring
macrophages [2].

The clinical manifestations of leishmaniasis range from the self-healing
cutaneous (CL), the mucocutaneous skin ulcers (MCL) and the diffuse cutaneous
(DCL) in cellular-mediated immune response deficient hosts to the lethal visceral (VL)
form (visceral leishmaniasis or kala-azar) and postkala-azar dermal leishmaniasis
[8,9]. This clinical spectrum is related to Leishmania species that is involved. The
epidemiology of these diseases depends on the characteristics of the parasite and
sandfly species, the local ecological characteristics of the transmission sites, current
and past exposure of the human population to the parasite, and human behaviour
[2,9,10].

The leishmaniasis-related disabilities impose a great social burden, and reduce
the economic productivity in endemic areas. It has also been observed that infected
people with MCL live in isolation because to the social stigma of deformities and
disfigurement scars [2]. Furthermore, Leishmania—HIV co-infection have been
observed in areas where both diseases are endemic, and are associated to high
mortality, because the low response to chemotheraphy representing an important
challenge in the public health [11].

Leishmaniasis treatment
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There are no approved and available vaccines for human leishmaniasis. Thus,
programs of prevention that include individual protection (protective nets and
repellents), vector control (inseticides), and chemotherapy are the main mechanisms
to handle this disease [12].

Since 1940s, pentavalent antimony compounds, for example Glucantime and
Pentostam, or branded other formulations, have been the mainstays of antileishmanial
therapy. Although they have good therapeutic index, their administration is parenteral
with high dosages many doses a day, consequently they induce severe side-effects,
such as myalgia, abdominal pain, liver, heart and kidney changes, the patients give up
the treatment, and drug resistance has also been observed [2,13]. Besides, the
parasite persists in the scars of clinically cured patients [14]. The treatment of
leishmaniasis is very expensive when compared with other tropical diseases,
contributing to the worsening of the disease [15].

In all parts of the world, including in Brazil, Glucantime is the first choice drug,
being effective for CL, MCL and LV because the success in regressing the clinical and
hematological manifestations of parasite infection [16]. Besides, this drug has fast
excretion within 48 hours by the kidneys it is necessary to administer high doses to
obtain efficacy in the treatment, but this can induce to the patient's death [17, 18].

The mechanism of pentavalent antimony compounds action is the inhibition of
glycolysis and the B-oxidation enzymes of Leishmania. However, antimony is a heavy
metal, it is not a selective drug and interfere with other metabolic pathways of parasites
and hosts. Furthermore, these drugs can interact with the zinc finger domain of
proteins, and many proteins have this motif in their tridimensional structures, explaining
the high toxicity of these compounds [2,12,13].

The leishmaniasis second-line drugs are employed in endemic areas with high
rates of unresponsiveness to antimonial chemotheraphy. They are pentamidine,
amphotericin B, allopurinol, and more recently, miltefosine, paramomicine and
sitamaquine [19]. However, they are more toxic, expensive, and have low therapeutic
index when compared to antimony compounds. Pentamidine an amphotericin B are
the most employed. Pentamidine is administrated in cases of non-response to
antimonials or patients with VL, but it has important restrictions due to the high toxicity,
that include hypoglycemia, hypotension, cardiac alterations, nephrotoxicity and even
sudden death [20]. Amphotericin B was previously used as an antifungal, but it has
been used in the treatment of MCL due to the expressive leishmanice effect [21].
However, it induced several adverse effects such as seizures, chills, fever, anemia,
anorexia, and decreased kidney function. This antifungal is incorporated into the
macrophage, killing the Leishmania [22].Their toxic effects are caused by the
interaction with ergosterol and episterol in parasites membranes, and the binding to
cholesterol present in the host's cells plasma membrane [23]. To reduce these side
effects, three formulations were developed to be release inside the infected cells:
liposomal amphotericin B, lipid complex amphotericin B and colloidal dispersion
amphotericin B. Clinical studies for VL treatment demonstrated good tolerability and
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no signs of renal and hepatic toxicity [24, 25, 26]. The major disadvantage of these
formulations is the high cost, restrict the use in public health services [27].

More recent drugs, as miltefosine showed to be ineffective, and considered
harmful to patients due to the gastrointestinal toxicity. Besides, the low sensitivity to
some species of Leishmania in some geographic regions, restricted its use [28].
Paramomycin when combined with antimonials reduces the duration of therapy, and
has the advantage of fighting coinfections, but it can cause nephrotoxicity and damage
to the eighth cranial nerve [29].

Leishmania proteases as therapeutic targets

The target identification is one of the most importat step in the rational drug
development. It should be absent, or different from the host homolog, in order to be
exploited as a drug target. Leishmania biochemical pathways that guarantee the
parasite survival, proliferation, and infection are targets that have been investigated.
They are enzymes that regulate or participate in biosynthesis of sterol, hypusine,
folate, and glycosylphosphatidylinositol; glycolysis; purine salvage; glyoxalase and
trypanothione systems, or special enzymes such as protein kinases, topoisomerases
and proteases [2,30].

Proteases or peptidases catalyze the cleavage of peptide bonds in
proteins and peptides, originating peptides of various sizes and free aminoacid [31].
They are found in all organisms, organs and organelles , and participate in many
essential physiological processes, such as amino acid assimilation, cell death,
differentiation, digestion of extracellular matrix, growth of tissues and organs, and in
microrganisms they are important virulence factors [2,32].

These enzymes are classified according to the catalyc aminoacid ou a metal in
the active site: serine, cysteine, aspartic, treonine, glutamic, asparagine, and
metaloproteases [33]. In Leishmania were described cysteine, serine, aspartic,
treonine, and metaloproteases [34].

Several studies indicated that Leishmania proteases are involved in the invasion
of host tissues, differentiation in the parasite's life cycle, proliferation and growth,
modulation and escape from the host's immune system, nutrition, metabolism of
biologically active proteins or peptides, survival within macrophages, signaling, paths
of death and sustain the process of infectious diseases, or even in the parasite's
resistance to drug therapy. Thus, Leishmania proteases are important virulence
factors, and potential therapeutic targets for the leishmaniasis treatment [2,12,32].

Cysteine proteases is the best-characterized group enzymes in Leishmania and
they have their sequences in databases and genes isolated. These enzymes belong
to Clan CA and the papain-like protease superfamily. These parasites express a broad
range of cysteine proteases (CPs), and the best characterized of which are CPA, CPB,
and CPC (CPs A, B, and C). CPA and CPB are cathepsin L-like and show some
functional redundancy, while CPC is cathepsin B-like [35]. Inhibitors of Leishmania
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CPs, indicated that these enzymes are involved in macrophages infection, amastigotes
survival in these host cells, as well as they are modulators of the host's immune
response, suggesting that these CPs are virulence factors of these parasites
[36,37,38].

Many compounds such as, vinyl sulfone, dihydrazide, palladacycle, and
organotellurane, have showed success in vivo treatment of CL and VL by CPC
inhibition [39], and in vitro assays identified multiple compound classes active against
CPB (e.g., semicarbazones, thiosemicarbazones, triazine nitriles [40], and
benzophenones [41]). Although CPs inhibitors seems to be promising, the activity of
CPA, CPB, and CPC families would be blocked to prevent parasite invasion and
replication in host cells. Non-selective inhibitors can also inhibit the host CPs.

Another enzyme already described in Leishmania is the metalloprotease, called
glycoprotein 63 (gp63) or leishmanolysin, being described as the largest antigen
expressed on the surface of the promastigote form of several species. This enzyme is
one of the main surface components present in all species of the Leishmania genus,
especially in the promastigote forms, representing more than 1% of the total parasite
proteins [42].

Studies demonstrate that gp63 has a protective activity against Leishmania
degradation by the phagolysosome. In another study, decreased survival rate of
attenuated strains was associated with a 20-50% reduction in Leishmania gp63
expression. In another study, it was shown that proteins incorporated in liposomes
coated with L. mexicana gp63 were protected from the phagocytic action of
macrophages. After gp63 denaturation, phagocytic action was observed, thus
corroborating the protective action of gp63 in phagocytosis [43, 44].

Therefore, proteases are important virulence factors for the parasite, ensuring
the survival and maintenance of infection by the parasite, being those of the serine,
metal, aspartic, threonine and cysteine types described in Leishmania, and among
these, the most studied proteases in Leishmania are of the cysteine class. And the
inhibition of these proteases by specific inhibitors can interfere with the development
of leishmaniasis, thus being a potential therapeutic alternative.

Plant protease inhibitors

Many plants are used by traditional communities, and in many developing
countries a large part of the population depends on the use of plants to treat their
diseases [47]. Based on this knowledge of popular use, studies are carried out with
plant extracts from different families or with metabolites from the most diverse chemical
classes isolated from these extracts, among these classes, many perform anti-
Leishmania activity, such as protease inhibitors.

Proteases and protease inhibitors (PIs) are a class of proteins participating in
the biochemical duel between plants, phytopathogenic microorganisms and insect
pests [47, 40]. They act as regulatory agents for proteolysis in several organisms and
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in plants in particular, constituting important defense strategies against predators and
pathogens, since plants do not have an immune system [48].

In plants, the first report on a protease inhibitor was made by Read and Haas,
in 1938 [49]. The first works were related to animal nutrition. Due to the deleterious
effects of this category of proteins found in many plants used in the diet of animals for
slaughter, they initially became known as anti-nutritional factors [43].

The first well-characterized inhibitor was soybean trypsin (KUNITZ, 1947) [50],
which was isolated, crystallized and complexed with pig trypsin, being the first classical
methodological model for the biochemistry of protease inhibitors. Shortly thereafter,
the first study of plant protease inhibitors was done by Borchers and Ackerson (1947)
[61, 52].

Until 1976, only one highly specific inhibitor for a microbial protease had been
well isolated from plants, the subtilisin inhibitor, from barley. In the same year, it was
observed that trypsin and chymotrypsin inhibitors present in soybean and bean seeds
and also in potatoes were able to suppress the activity of proteases secreted by
Fusarium solani (Mart.) Sacc. [53].

Similar results were later obtained on the action of other PIs on extracellular
enzymes, growth and development of phytopathogenic microorganisms [40].

Therefore, Pls in plants may be able to suppress the enzymatic activity of
phytopathogenic microorganisms. These inhibitors can also be synthesized
constitutively or the synthesis induced in response to attack by external agents [47].
Thus, the present work aimed to raise information about plant extracts active against
Leishmania proteases [30, 54, 55].

Methods

This research is a descriptive/exploratory study, of the integrative review type.
Therefore, the present review was organized following the Prisma recommendation
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses), with the
elaboration of a four-step flowchart, which are described below and illustrated in Figure
1. The Prisma recommendation consists of a checklist with 27 items and a four-step
flowchart, allowing both to improve the reporting of systematic reviews and meta-
analyses and to assist in the critique of published systematic reviews [56].

Step 1 — the search for articles was performed in the following databases:
Scientific Electronic Library OnLine (SciELO), Online Medical Literature Analysis and
Retrieval System (MEDLINE), Latin American and Caribbean Health Science
Literature Database (LILACS) and PUBMED. The descriptors were used in
combination, from the consultation in the Descriptors in Health Sciences (DECS) and
Medical Subject Headings (MeSH), were: (Leishmania) AND (Protease Inhibitor) AND
(Vegetable extracts); (Leishmania) AND (Protease Inhibitor) AND (Plant Extracts).

Step 2 - was read the titles to check overlapping of studies between the lifts of
the four databases and for deletion of articles prior to 2000.
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Step 3 — Articles in English, Portuguese and Spanish, published between 2000
and 2021, in article format and available in full, were included. Which obeyed the
following guiding question: "Which plant extracts are active against leishmania

proteases?"

Previous articles, theses, dissertations, technical reports,

reviews, book
chapters, editorials, letters to the editor and newspaper articles were excluded.

Step 4 — finally, the selected articles were read in full for further categorization
and analysis by year, journal, database, language and location of the study, after
having applied all the eligibility criteria.

(N=07)

- STEP 1
o
” PUBMED LILACS SCIELO MEDLINE
O (N=13) (N=03) (N=07) (N=05)
=
z | |
W
&) |
\l/ STEP 2
STEP 3 .
Records after duplicates
O] and prior 2000 removed
Z
= Records screened by (N=5)
m years (N= 23)
o
O
]
J/ STEP 3
| STEP 4 | Records removed
> according to step 3
= criteria (N= 15)
5’ Studies that answered the
o guiding question: (N=08)
-
w
\L STEP 4
STEP 4
(ZD ) Records removed
g Studies chosen for according to step 4
3 analysis (N= 08) criteria (N= 00)
Z
| |
PUBMED MEDLINE

(N=01)

Figure 1. Flowchart of article selection, according to the PRISMA method, 2020.
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Results and discussion

Eight studies were included, published between 2000 and 2020. With more

publications in 2019 and 2014, with two publications each, all studies were in English,

five studies were carried out in India and two in Brazil and one in Iran, as the basis of

data, seven studies were from PUBMED and one from MEDLINE, all experimental

studies, in vitro or in vivo (Table 1). The synthesis of the studies was also carried out,

regarding the objective, type of Leishmania, evolutionary form, plant/plant part, type of

extract and type of protease inhibitor in Leishmania (Table 2).

Table 1. Description of the articles used in ths study, according to the journal, year,

databases, languages, places of study and types of study.

Journal Year Data base Country
Experimental Parasitology 2017 PubMed India
Biomedicina & Pharmacotherapy 2019 PubMed India

Journal of Global Antimicrobial

Resistance 2019 PubMed Iran
International Immuno-pharmacology 2020 PubMed India
Journal of Medicinal Food 2011 PubMed Brazil
Experimental Parasitology 2014 Pubmed India
Current microbiology 2017 Pubmed India
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Table 2: Synthesis of studies according to Objective; Leishmania species; Evolutionary form; Plant/plant part; Type of extract; and Target enzyme.

- Leishmania Evolutionary Plant/ Target
Reference Objeticve species form Vegetable Part Extract enzyme
Rodrigues et To evaluate the anti-Leishmania effects of the L amazonensis Arrabidaea
9 hexanic extract of Arrabidaea chica (Humb. & B Promastigote chica (HBK) Hexanic Peptidase
al., (2014) [67] L. infantum
Bonpl.) Verlot leaves Verlot (leaves)
To study the effect of EGCG (epigalocatechin-3- Green tea
Inacio Filho  gallate) in vitro and in vivo, its associations and L infantum Promastigote (epigallocatechin  Ethanolic Trypanothione
(2018) [69] molecular mechanism of action in Leishmania ' Amastigote P9 Reductase
. -3-gallate)
infantum
To evaluate the anti-Leishmania potential of the
. . Tuber of .
Paik et al., fraction of crude extract from Solanum tuberosum . : . Serine
S . L . L. donovani Promastigote Solanum Ethanolic
(2014) [62] (L.), rich in serine protease inhibitors, targeting protease
/ . . tuberosum (L.)
Leishmania serine proteases
To evaluation of Leishmania protease inhibitory .
Pereira et al.,  activity of hexanic, ethyl acetate and ethanol L amazonensis Amastigote bgzirlicéw:is Ethyl Protease
(2011) [58] extracts; and bioflavonoid fukugetin, from the ' 9 (pericarp) acetate
pericarp of the fruit of Garcinia brasiliensis (Mart). P P
Das et al To evaluate the anti-Leishmania activity in vitro of Coccinia grandis Serine
(2015) [7.6’] Cg-EXx, targeting the Leishmania donovani serine L. donovani Promastigote (L.) Voigt Ethanolic rotease
protease(s). (leaves) P
. To determine the anti-Leishmania potential of the Tuber of :
Paik et al., . R . . . . Serine
serine protease inhibitor obtained from the crude L. donovani Amastigote Solanum Ethanolic
(2016) [63] : S protease
potato tuber extract in an in vivo model tuberosum (L.)
. To investigate and characterize the anti-Leishmania
Pramanik et ' - ; : . .
efficacy of Coccinia grandis (L.) Voigt leaf extract Coccinia grandis .
al., o X . . . . Serine
(Cg-Ex) with its immunomodulatory property against L. donovani Promastigote (L.) Voigt Ethanolic
(2017) [80] ; . - L ) protease
Leishmania donovani in an in vitro experimental (leaves)
model.
Dutta et al., . . . Leishmania :
(2007) [84] To evalgate the supposed leishmanicidal action donovani Promastigote Aloe vera (L.) Ethanolic Serine
mechanism of Aloe vera (L.). Burm.f. (leaves) protease
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Garcinia brasiliensis Mart.

Garcinia brasiliensis Mart., also known as Rheedia brasiliensis Planch & Triana,
is cultivated throughout the Brazilian territory, being popularly known as bacuri,
bacupari, porocé and bacuripari in Brazil, and as guapomo in Bolivia. It is a species
native to Brazil, Paraguay and northern Argentina [57].

In a study by Pereira (2009) [55], the leishmanicidal action of the hexanic extract
of G. brasiliensis was investigated, and the extract presented IC50 values of 1.43
pg/mL and 10.66 pg/mL in promastigotes and amastigotes in infected macrophages,
respectively.

Pereira et al., (2011) [58] used the compound fukugetin, a bioflavonoid, which
was purified from the extract of ethyl acetate from the pericarp of the fruit of G.
brasileisnsis. The purification method was established by Derogis et al (2008) [59].

After isolated, the bioflavonoid fukugetin was tested against Leishmania
proteases, which were obtained from L. amazonensis amastigotes, which were
isolated from infected rats. The cells were washed and centrifuged, after the parasite
lysates, the samples went through the ultrasonication process, were again centrifuged
and the supernatants containing the proteases were used in the test [58].

And, after evaluating this bioflavonoid against Leishmania proteases, it showed
a greater inhibitory effect than ethyl acetate extract, with an IC50 of 5.2 - 0.5 uM / mL
(Table 3).

Table 3. Inhibitory concentration of the compound fukugetin from G. brasiliensis
against proteases from L. amazonensis

Author Type of study IC50* (UM/mL)

Pereira et al., (2011) [58] In vitro 52+0,5

*|C50: Concentration that inhibits 50% of protease activity

These data indicate that fukugetin is a potent protease inhibitor of L.
amazonensis, and that it also did not cause toxicity in mammals or in mammalian cells
in vitro, thus, the study by Pereira et al., (2011) [58] points out new perspectives on the
development of drugs with leishmanicidal action, obtained from natural products that

target the parasite's proteases.
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Solanum tuberosum (Tuber from potato)

Solanum tuberosum L. is a valuable plant, non-toxic and highly nutritious
consumable [60]. This plant has animal pancreatic proteinase inhibitors and potato
tuber soluble proteins have a mixture of chymotrypsin, trypsin, elastase and
carboxypeptide inhibitors [60, 61].

Paik et al., (2014) [62] isolated a fraction rich in serine protease inhibitors
obtained from potato tuber, through the reverse zymography method, used for serine
protease inhibitors, standardized by Hanspal et al (1983).

For the isolation of proteases, the L. donovani metacyclic promastigotes were
centrifuged, then lysed using a protocol with several cycles of freezing and thawing,
after which the lysate was centrifuged and the supernatant was collected and dialyzed,
and centrifuged again, and had its enzymatic activity evaluated through the gelatin
zymogram. The gel electrophoresis of the substrate was performed, and after that the
gel was incubated in the presence and absence of potato tuber serine protease
inhibitor and aprotinin, used as a positive control [62].

The results of Paik et al (2014) [62] showed that the activity of the serine
protease from L. donovani was inhibited by the rich fraction of potato tuber inhibitors
(0 — 2.5 mg/mL), in a dose-dependent manner. The same inhibitor was tested at a
higher concentration, and it significantly inhibited the Leishmania serine protease
activity when compared to the classic serine protease inhibitor, aprotinin.

When the assay was performed using the substrates BApNA and BTpNA, it was
shown that the activity of commercial proteases trypsin and chymotrypsin, and
Leishmania protease, the activity of these enzymes was reduced according to the
increase in the concentration of potato turbulent inhibitor, however, this inhibitor
exhibited stronger inhibition against commercial trypsin and serine protease from
Leishmania.

The inhibitor was also tested in promastigotes through the in vitro MTT assay.
The inhibitor showed significant inhibitory activity in L. donovani promastigotes and
amastigotes incubated with variable concentration (0-2.5 mg/ml) for 48 h, and
inhibitory concentration (IC50) of 312.5+0.1 pg/mL and IC50 82.3 £ 0.2 pg/mL,
respectively (Table 4) [62].
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Table 4. Inhibitory concentration of the serine protease inhibitor-rich fraction
obtained from potato tuber against L. donovani.

Author Type of study IC50* (UM/mL)

Amastigota in vitro 82,3+0,2
Paik et al., (2014) [62]

Promastigota in vitro 3125+0,1

*|C50: Concentration that inhibits 50% of the viability of forms of Leishmania
donovani.

In 2016, Paik et al., (2016) [63] analyzed this same rich fraction in serine
protease inhibitors, isolated from the ethyl acetate fraction of potato tuber extract in an
in vivo model. And to verify the anti-Leishmania action, BALB/c mice were treated for
thirty days with the potato tuber inhibitor, orally, divided into two groups, at dosages of
12.5 mg/kg (Group 1) and 25 mg /kg (Group 2). When analyzing the liver smears, it
was noted that a marked decrease in the parasite load of the treated animals. The
parasite load in Group 1 showed a significant decrease (p <0.05) in the number of
amastigotes, reducing 86.9% in the liver and 88.7% in the spleen, when compared to
the infected controls.

In another study, also carried out by Paik et al., (2020) [64], the fraction rich in
serine protease inhibitor obtained from potato was analyzed by sephadex column
chromatography and the fractions with higher absorbances were collected (PTF1,
PTF2 and PTF3), and the inhibitors identified by reverse zymography.

The three fractions (PTF1, PTF2 and PTF3) were tested against L. donovani
serine protease, through the MTT method, to determine the inhibitory concentration of
50% of the parasites. When analyzing the 1C50, the PTF1 and PTF3 fraction showed
IC50 of 382.6 £ 1.2 ug / ml and 143.5 £ 2.4 ug / ml, respectively (p < 0.05), and the
PTF2 fraction was considered less efficient in killing promastigotes. And when
comparing the PTF1 and PTF3 fractions, it was found that there was 90% growth
inhibition by PTF3, being more effective than the PTF1 fraction. The authors also
analyzed the morphology of the parasites treated with the PTF3 fraction, compared to
the parasites treated with miltefosine, which showed irregularity in morphology, similar

to that of the parasites treated with miltefosine.
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The PTF3 fraction was also evaluated in murine macrophages, and exhibited
minimal cytotoxicity of 11.3%, and when analyzing the selectivity index, the selectivity
of the PTF3 fraction was very high compared to the other fractions (PTF1 and PTF2).
And when the parasite load was evaluated, it was reduced to 82.3 + 0.9%, at a
concentration of 200 pg/ml, in 24 hours, and after 48 hours the PTF3 fraction showed
a reduction of 94.1 + 0.8 % of the parasite load.

Data from Paik et al., (2020) [64] indicate that the PTF3 fraction is effective in
reducing the parasite. It was also evidenced that the PTF3 fraction significantly
inhibited the serine protease of L. donovani, at the concentration of 0.5 mg/ml. And
when incubated with PTF3 and aprotinin, there was a decrease of 83.1 £ 1.7% in the
infection rate.

And when tested in BALB/c mice, at a dose of 23 mg/kg, the PTF3 fraction
almost eradicated the infection, decreasing the parasite load in the liver and spleen by
89.3 £ 0.1% and 88.5 + 0. 5%, respectively.

The studies by Paik et al., (2014; 2016; 2020) [62, 63, 64] showed a potential
leishmanicidal effect of the serine protease inhibitor in both in vitro and in vivo models.
And as this inhibitor was considered less toxic to host cells, it is interesting to be studied
as a potential therapeutic agent against leishmaniasis.

Arrabidaea chica Verlot

Arrabidaea chica Verlot, popularly known as pariri, belongs to the Bignoniaceae
family. It is endemic in almost all over Brazilian territory, being found most frequently
in the Amazon rainforest, where it is used to treat skin diseases, anemia, jaundice and
inflammatory reactions [45, 65].

In a study carried out with the crude extract of A. chica leaves against L.
amazonensis promastigotes, the IC50 was determined at a concentration of 155.9
Mg/mL. The cytotoxicity test was also performed on macrophages of the J774.G8
lineage, over a period of 24 hours, and the concentration that demonstrated toxicity in
50% of the cells was 189.9 pyg/mL, corresponding to CC50 [65].

The extract of A. chica was also fractionated in silica column chromatography,

resulting in five fractions (B1, B2, B3, B4 and B5), and when tested on the parasite,
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the B2 fraction was more active with IC50 of 37.2 and 18.6 ug/mL against peptidases

from L. infantum and L. amazonensis, respectively (Table 5).

Table 5. Inhibitory concentration of B2 fraction of A. chica against peptidases from L.
amazonensis and L. infantum promastigotes

Author Type of Leishmania Type of study IC50* (UM/mL)
Rodrigues et al., L. amazonensis In vitro 37,2
2014) [67
(2014) [67] L. infantum In vivo 18,6

*|C50: Concentration that inhibits 50% of peptidase activity

To perform the L. amazonensis and L. infantum peptidase inhibition assay, the
promastigotes were washed and centrifuged, going through several cycles of freezing
and thawing, and then the cell extracts were centrifuged and the supernatants were
preserved. And to analyze the peptidase activity (gelatinase), was used the protocol
described by Cedrola et al., (2012) [66].

Rodrigues et al., (2014) [67] also evaluated the effect of the B2 fraction on
metalloproteinases from L. infantum and L. amazonensis lysates, however, even with
the decrease in enzymatic activity, the results showed that the B2 fraction was less
effective against this class of enzymes.

Furthermore, the study evidenced that the B2 fraction completely inhibited the
activity of promastigotes, thus, the results indicate that the use of A. chica is an
interesting source of Leishmania protease inhibitors, since studies have also shown
that the compounds extracted from the leaves of A. chica are potential leishmanicidal

agents, in non-cytotoxic concentrations [65, 67].

Green Tea

Green tea is a type of tea made from the infusion of the Camellia sinensis plant,
which belongs to the Theaceae family (Ternstroemiaceae), and is popularly known as
tea from India, tea tree or tea tree. Green tea contains biologically active compounds

such as polyphenols, methylxanthines and essential oils. Most of its biological actions,
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such as the reduction of plasma lipid levels, anti-inflammatory effects, antimicrobial,
antineoplastic and antioxidant activities, are related to the polyphenol fraction,
especially catechins [68].

In a study carried out with Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), a compound
present in green tea, the in vitro and in vivo effect and the molecular mechanism of
action with the involvement of trypanothione reductase (TR) in Leishmania infantum
were analyzed [68]. TR is a flavoenzyme that is mainly present in the
Trypanosomatidae family. This is a key molecule for redox metabolism in
trypanosomatids, providing adequate conditions for the survival of the parasite.

Inacio Filho (2018) [69] demonstrated that EGCG has anti-promastigote activity
with an IC50 of 162.0 uM, and IC90 of 262.5 uM and anti-amastigote activity with an
IC50 of 3.8 uM with a 90% inhibition in the concentration of 24uM. As for the in vivo
result, the compound significantly reduced the number of parasites by 92% at the
highest dose administered (50mg/kg/day), demonstrating ED50 and ED90 values of
7mg/kg and 9.9mg/kg, respectively [68] (Table 6).

Tablea 6. Inhibitory concentration and effective dose of the green tea compound against L.
infantum parasites

Type of N x
Autor study IC50* (UM/mL) IC90** (UM/mL)
Promastigotes In vitro 162,0 +6,6 262,5+11,1
Inacio
Filho Amastigotes In vitro 3,8 -
(2018)
Type of # it
[69] study ED50%(mg/kg) ED90* (mg/kg)
Infected mice In vivo 7,0 9,9

*|C50: Concentration that inhibits 50% of parasites.

**|C90: Concentration that inhibits 90% of parasites.

#ED50: Effective Dose that inhibits 50% of the activity of the parasite load.
#ED90: Effective Dose that inhibits 90% of the activity of the parasite load.

To analyze the ability of EGCG inhibition against trypanothione reductase, an

enzymatic assay was performed based on the ElIman method (HAMILTON et al., 2003)
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[70] which is based on the reduction of DTNB [5,5'-dithio acid -bis-(2-nitrobenzoic)] to
2TNB (2-nitro-5-thiobenzoic acid) by reduced trypanothione [T(SH)2], leading to
oxidized trypanothione [T(S)2] which will be regenerated to T(SH)2 by TR [71]; and
also through molecular docking.

In the trypanothione reductase (TR) inhibition assay, EGCG significantly
inhibited TR, demonstrating a dose-dependent profile, with an inhibition of
approximately 65% compared to the untreated control. This result may be related to
the production of reactive oxygen species, since the author states that the compound
may have inhibited the key enzyme in the redox balance of these parasites, thus
decreasing the TR activity [69]. Furthermore, several works report the inhibition of RT
as the main cause of death of protozoa members of the Trypanosomatidae family [72,
73,74, 75].

Coccinia grandis (L.) Voigt

Coccinia grandis (L.) Voigt popularly known as “lvy gourd” is a tropical plant
belonging to the Cucurbitaceae family. The roots, stems and leaves are used to treat
jaundice, bronchitis, rashes, burns, insect bites, fever, indigestion, nausea, eye
infections, allergy, syphilis, gonorrhea, etc. (Kirthikar and Basu, 1987; Wasantwisut
and Viriyapanich, 2003).

Furthermore, in the study by Das et al., (2015) [76], a crude inhibitor preparation
was obtained, which was extracted from fresh leaves of Coccinia grandis (L.) Voigt
with phosphate buffer. To detect inhibitor activity, the reverse zymography method was
used.

To prepare the proteinases, the L. donovani cell lysate was prepared according
to the protocol by Choudhury et al., (2009) [77].

In the study by Das et al., (2015) [76] it was shown that serine protease inhibitors
extracted from C. grandis leaves (Cg-Ex) exhibited antiproteolytic activity against
Leishmania serine protease, with an IC50 of 308,0 + 2.42 ug/mL, as well as in vitro
anti-Leishmania activity against L. donovani, with an insignificant cytotoxic effect on

mammalian macrophages (Table 7).
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Table 7. Inhibitory concentration of protease inhibitors extracted from C. grandis
leaves against L. donovani serine protease.

Author Type of study IC50* (UM/mL)

Das et al., (2015) [76] In vitro 308,0 £ 2,42

*|C50: Concentration that inhibits 50% of the viability of L. donovani promastigotes

In the study by Satheesh and Murugan (2011) [78], the serine protease inhibitor
extracted from C. grandis demonstrated greater inhibitory activity against trypsin and
chymotrypsin, as well as exhibiting antimicrobial and antifungal activity. It was also
observed that the serine protease inhibitor of C. grandis has demonstrated activity
against Leishmania, without producing toxic effect against macrophages [79].

Pramanik et al., (2017) [80] also demonstrated that the use of the extract from
the leaves of C. grandis triggered promastigotes and amastigotes death, through the
inhibition of a serine protease, which showed no toxic effect on cells mammals.

In another study, was shown the anti-Leishmania activity of the leaf extract of
C. grandis (L.) Voigt (Cg-Ex), which was supplemented with three serine protease
inhibitors (64.8, 55.8 and 15.3 kDa), where the Leishmania intracellular serine protease
inhibitor (58 kDa, LD-SP) was inhibited by Cg-Ex without showing any toxicity in murine
macrophages. The present study revealed that Cg-Ex exerts anti-Leishmania activity
in a mouse visceral Leishmania model, reducing the parasite growth [80]. Therefore, a
significant reduction in the parasite load on macrophages by the Cg-Ex treatment

indicates a restriction of the parasite development in the host cell.

Aloe vera (L) Burm F.

Aloe vera (L) Burm. f. belongs to the Aloaceae family which includes about 15
genera and 800 species. This species is mainly composed of anthracene derivatives,
being the aloins (barbaloin and isobarbaloin) the best known [81, 82]. Studies show
that it has anti-inflammatory, healing, antineoplastic and anti-hypoglycemic activity [82,
83].

Regarding the leishmanicidal effect, Dutta et al., (2007) [84], reported that the

extract of dried leaves of A. vera presented direct effect on axenic promastigotes and
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amastigotes, and this extract modulated the immune function of murine peritoneal
macrophages, causing an increase in reactive oxygen species.

In another study, it was shown that A. vera induced programmed death of L.
donovani promastigotes through a caspase and protease-independent signaling
pathway, involving changes in mitochondrial membrane potential and cytochrome C
release from hypopolarized mitochondria. resulting in the fragmentation of L. donovani
DNA.[84].

Conclusions

Given what has been shown, note the importance of further studies involving
Leishmania sp proteases as pharmacological targets. Some of these important
molecules have already been identified and are characterized as potential candidates
for new drugs. Thus, studies with protease inhibitors can lead to the development of
new molecules with leishmanicidal activity

When analyzing the studies, it was noted that they use similar protocols for the
isolation of protease inhibitor from plant species (affinity chromatography) and
proteases from Leishmania sp. (cell lysis and protein precipitation and affinity
chromatography). Another method used to evaluate the activity of protease inhibitors
from plant extracts and also to that of Leishmania proteases was reverse zymography,
which is the most suitable method for the detection and quantification of the enzymatic
activity, as it is capable of detect active and latent forms. This method has a high
sensitivity to several classes of enzymes.

However, research involving Leishmania protease inhibitors are still scarce,
requiring further studies on the subject, since the understanding of the functioning of
these molecules has much to contribute to the development of new therapeutic targets.
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