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“A persisténcia € o menor caminho do éxito.”
(Charles Chaplin)



RESUMO

A doenca de Chagas e as leishmanioses sdo doencgas tropicais
negligenciadas (DTN) com importante impacto na saude publica. Os farmacos
utilizados para o tratamento dessas doencgas tém severos efeitos colaterais e baixa
eficacia, levando a busca por novas drogas mais eficazes e seguras para seus
tratamentos. Embora as macroalgas marinhas tenham sido reconhecidas como fonte
de diversas substancias biologicamente ativas, poucas pesquisas focaram na
atividade contra os parasitas causadores dessas doencgas, principalmente no Brasil.
No presente estudo, foi realizada uma varredura utilizando extratos isolados de 48
macroalgas coletadas na Regido dos Lagos, no Estado do Rio de Janeiro, a fim de
identificar atividade contra epimastigotas de Trypanosoma cruzi e promastigotas de
Leishmania amazonensis. Os extratos foram preparados com uma mistura de
diclorometano:metanol (2:1). Na triagem inicial, a viabilidade dos parasitas testados
foi avaliada pelo ensaio do MTT. O Clso foi determinado por contagem de células em
citdmetro de fluxo e o CCso dos extratos testados em células LLCMK:2 foi avaliado pelo
ensaio do MTT. Para determinacéo do efeito dos extratos sobre a integridade da
membrana plasmatica, foi utilizado o marcador iodeto de propideo. O trabalho testou,
pela primeira vez, o efeito tripanocida e leishmanicida de vinte espécies de
macroalgas, que nunca foram avaliadas anteriormente. Do total de quinze extratos
que inibiram a viabilidade de T. cruzi e quatro de L. amazonensis, as espécies com
maior atividade tripanocida e leishmanicida foram Laurencia dendroidea e
Canistrocarpus cervicoris, entretando, apresentaram alta citotoxicidade contra células
LLCMK2. Cinco espécies exibiram efeito inibitério inédito contra T. cruzi
Acanthophora spicifera, Codium intertextum, Codium taylori, Dasya ocellata e
Plocamium brasiliense. Entretanto, Plocamium brasiliense se mostrou mais
promissora por apresentar um dos maiores efeitos inibitérios agregado a baixa
citotoxicidade em células LLCMK2. Assim, detaca-se a potencialidade do extrato de
Plocamium brasiliense, que deve ser prioridade para caracterizagcdo quimica e
realizacdo de novos ensaios biolégicos na busca de farmacos com atividade

antiparasitaria.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis, Macroalgas
Marinhas, leishmanicida, tripanocida, Doencgas Tropicais Negligenciadas, Plocamium
brasiliense.



ABSTRACT

The Chagas disease and leishmaniasis are neglected tropical diseases
(NTDs) with a significant impact on public health. The drugs used to treat these
diseases have severe side effects and low efficacy, leading to the search for new drugs
that are more effective and safer for their treatments. Although seaweeds have been
recognized as a source of several biologically active compounds, few studies have
focused on the activity against the parasites that cause these diseases, mainly in
Brazil. In the present study, a screening was carried out using 48 seaweed collected
in the Regido dos Lagos, in the State of Rio de Janeiro, in order to identify activity
against Trypanosoma cruzi epimastigotes and Leishmania amazonensis
promastigotes. The extracts were prepared with a dichloromethane: methanol (2: 1)
mixture. At initial screening, the viability of the treated parasites was evaluated by the
MTT assay. The IC 50 was determined by flow cytometry and the CC50 of the extracts
in LLC MK2 cells was evaluated by the MTT assay. To determine the effect of the
extracts on the integrity of the plasma membrane of the parasites, the propidium iodide
marker was used. The work tested, for the first time, the trypanocidal and
leishmanicidal effect of twenty species of seaweed, which were never evaluated
before. Fifteen seaweed extracts were able to impair the proliferation of T. cruzi, while
only four extracts were effective in reducing the growth of L. amazonensis. Laurencia
dendroidea and Canistrocarpus cervicoris were the species that presented higher
trypanocidal and leishmanicidal activity among the seaweed tested. However, the
extracts from these two were high cytotoxicity against LLCMK2. Five species of
seaweed exhibited an unprecedented effect against T. cruzi: Acanthophora spicifera,
Codium intertextum, Codium taylori, Dasya ocellata and Plocamium brasiliense.
However, Plocamium brasiliense was more promising because it had one of the
greatest inhibitory effects among trypanosomatids tested and low cytotoxicity in
LLCMK2 cells. Thus, we highlight the potential of Plocamium brasiliense extract, which
should be a priority for chemical characterization and performance of new biological
assays using other developmental forms of T. cruzi and L. amazonenis, are

fundamental in the search for new drugs for neglected diseases.

Key words: Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis, Seaweeds,

Leishmanicidal, Tripanocidal, Neglected Tropical Diseases, Plocamium brasiliense.
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1.  INTRODUGAO

1.1. DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN'’s), segundo a OMS (Organizagao
Mundial de Saude), sdo doengas infecciosas que se disseminam e se perpetuam em
meios com precaria estrutura sanitaria, de moradia e alimentagao, além da dificuldade
de acesso ao sistema de saude (Vasconcelos et al., 2016). S&do endémicas em
populagdes de baixa renda que vivem principalmente em regides em desenvolvimento
com clima tropical ou subtropical, como a Africa Subsaariana, Asia e América Latina
(De Souza, 2010; WHO, 2018c). As DTN’s podem ser causadas por agentes parasitas
(helmintos e protozoarios), bactérias, fungos, ectoparasitas ou virus (Lindoso &
Lindoso 2009).

O adjetivo “negligenciadas” surgiu pelo fato dessas doenca nao despertarem
interesse das empresas farmacéuticas multinacionais, que ndo veem nos acometidos
por essas doengas compradores potenciais de novos medicamentos, e por isso, as
pesquisas dessas doengas vem sendo pouco financiadas pelas agéncias de fomento
(De Souza, 2010). Estudos mostram que no periodo entre 1975 e 2004, apenas 1%
dos 1535 novos farmacos registrados foram destinados as doengas negligenciadas,
dados que comprovam que o investimento em pesquisa e desenvolvimento (P&D) de
farmacos para DTN’s € insuficiente frente a necessidade de tratamentos mais

eficientes e com menos efeitos colaterais (Oliveira, 2009).

Atualmente, a OMS classifica vinte enfermidades como doencgas tropicais
negligenciadas (WHO, 2018c) e, varias das principais DTN’s do mundo ocorrem no
Brasil. O numero de pessoas afetadas € mais elevado em regides com maior pobreza,
ocorrendo especialmente no norte e noroeste do pais. Existe uma relagao direta entre
a prevaléncia dessas doencas e o indice de desenvolvimento humano (IDH). Doenca
de Chagas, leishmanioses, esquistossomose, dengue, hanseniase, oncocercose e
filariose linfatica sdo DTN’s com maior prevaléncia (Lindoso & Lindoso 2009). No que
se refere ao nivel de financiamento internacional para pesquisa, doengas como AIDS,

tuberculose e malaria tém recebido investimentos significativos, ndo podendo ser mais
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consideradas como “negligenciadas” se levarmos em consideragao apenas o nivel de

financiamento (De Souza, 2010).

Entre as principais doengas negligenciadas que ocorrem no Brasil, a doenga
de Chagas e as leishmanioses sdo causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae. Ambas enfermidades acometem milhdes de pessoas em todo o
mundo, principalmente América Latina e Brasil, causando incapacidade e morte de

milhares de individuos todos os anos (WHO, 2018c).

1.2. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana,
€ uma doenca potencialmente fatal, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909). E classificada como uma antropozoonose, ou seja, € uma doenga
primaria de animais que pode ser transmitida aos humanos. Apresenta o curso clinico
bifasico, com uma fase aguda, por vezes assintomatica, que perdura por 4 a 8
semanas. Essa fase é reconhecida pela replicacédo parasitaria detectavel por exame
microscopico de sangue fresco (Bern, 2011; Ministério da Saude, 2015). A fase aguda
pode evoluir para a crbnica, que é caracterizada pela reducado parasitémica
(Rodrigues et al., 2009). A fase cronica pode apresentar-se de duas formas:
indeterminada, caracterizada por auséncia de danos organicos demonstraveis por
diagndstico soroldgico laboratorial (anticorpos IgG) (Rassi et al., 2007); ou
determinada, caracterizada por cardiomegalia, mega-es6fago, megacdlon e dano ao
sistema nervoso parassimpatico (Bern et al.,, 2011). A gravidade dos casos esta
relacionada a cepa infectante, a via de transmissao e a existéncia de outras patologias

concomitantes (Ministério da Saude, 2015).

1.2.1. Epidemiologia

Estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo,
principalmente na América Latina (Figura 1) e que mais de 10 mil pessoas morram
todos os anos de manifestagdes clinicas da doenga (WHO, 2018a). O aumento no
numero de casos registrados no mundo e a presenga da doenga de Chagas em paises
como Europa, Estados Unidos, Canada e Japao, tem gerado grande preocupagao dos

setores de saude publica (Gascon et al., 2010), especialmente no que diz respeito aos
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investimentos financeiros com tratamento (WHO, 2018a). O aparecimento em tais
paises depende, principalmente, da propor¢gdo de imigrantes vindos de areas

endémicas (Orti-Lucas et al., 2014). Além disso, a doenga gera elevados gastos, nos

paises acometidos.

Figura 1 — Distribuigdo mundial dos casos de doenga de Chagas, incluindo os transmitidos por vetor,
entre os anos de 2006 e 2009. Fonte: WHO, 2018a.
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No Brasil, ha cerca de dois a trés milhdes de pessoas infectadas. Estima-se
que os casos fatais no pais representem 43% do numero total de individuos
acometidos pela enfermidade na América Latina (Martins-Melo et al., 2012). A regiéo
Norte € aquela contribui com a maior propor¢ao de casos no pais (91,1%),
principalmente o estado do Parda, que registrou 75% de todos os casos ocorridos no

Brasil (Figura 2; Ministério da Saude, 2015).
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Figura 2 — Distribui¢cdo dos surtos de doenca de Chagas no Brasil. Fonte: Ministério da Saude, 2015.
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1.2.2. Vias de transmissao do Trypanosoma cruzi

A principal forma de transmissao do T. cruzi é a via vetorial que ocorre através
do inseto triatomineo, popularmente conhecido como “barbeiro” (WHO, 2018a). Este
inseto pode ser classificado em trés principais géneros: Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus (Silveira, 2000). Os triatomineos sao hematéfagos, possuem habitos
noturnos e apresentam em sua saliva substancias anestésicas anticoagulantes,
fazendo com que sua picada seja indolor (Garcia & Azambuja, 1991). Ao realizar o
repasto sanguineo, o inseto libera formas tripomastigotas de T. cruzi através de suas
fezes. O hospedeiro, ao cogar o local da picada, gera pequenas lesdes por onde o

parasita pode penetrar. Tais formas também sao capazes de penetrar no hospedeiro
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através do contato com mucosas e ferimentos na pele (Garcia & Azumbuja, 1991;
Coura, 2015).

Durante a década de 50, o inicio da industrializagado do Brasil trouxe consigo
imigrantes do campo, muitos deles chagasicos. A presenca de doadores infectados
nos bancos de sangue do pais introduziu essa via de transmissao da doenca. Décadas
seguintes, a alta prevaléncia de doadores chagasicos, juntamente com a inexisténcia
de programas de controle, fez com que a via transfusional se tornasse um dos
principais meios de transmissao da doenga. Com o controle gradativo da transmissao
natural, através de vetores, a transfusdo passou a ser o principal mecanismo de
disseminagdo da doenga em areas endémicas ao longo das décadas de 80 e 90
(Moraes-Souza & Ferreira-Silva, 2011). Atualmente, a triagem sorolégica dos
doadores vem reduzindo o indice de transmissdo da doencga de Chagas através dessa
via. Porém, falhas na triagem clinica e sorolégica ainda apresentam um risco para

transmissao da doencga (Silva, 2010).

Outra via de transmisséo que tem se destacado nos ultimos anos ¢é a via oral,
que ocorre pela ingestao de alimentos contendo formas tripomastigotas de T. cruzi
(Pereira et al., 2009). Esse indice vem aumentando principalmente pela popularizagéo
do consumo do agai, alimento considerado essencial na dieta da populagao da Regiao
Norte. Esse alimento, assim como o caldo de cana, estdo associados ao maior numero
de casos da doencga, seja pela contaminagao dos frutos ou da polpa por meio de

dejetos do barbeiro contaminado com o protozoario (Ferreira et al., 2014).

Existem ainda outras vias de transmissao como a vertical, a partir da mae para
o feto no utero ou durante o parto (Coura et al., 2015), manipulagédo de animais
infectados, transplante de érgdos e acidentes laboratoriais. Porém estas vias séo
responsaveis por indices muito baixos quando comparados com as vias oral e vetorial
(Ministério da Saude, 2015). A tabela 1 traz uma evolugao das formas de transmissao
no periodo de 2000 até 2013, no Brasil.
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Tabela 1 — Casos confirmados de doenga de Chagas aguda, ano de notificacdo e forma de
transmissao. Brasil, 2000 a 2013. Fonte: Ministério da Saude, 2015.

Psirin: ke Ano de notificacao ik i

transmissao 3050 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 ;
Oral 3 m & & 5 27 106 92 68 169 &8 197 127 9 1081 G639
ignorada® 10 6 1t 8 g9 3 8 53 24 34 3% 61 49 54 iz 37
Vetorial . - - 1 1 - 4 4 n 6 25 10 8 20 100 6.4
Outras** . % < - - . . . 1 1 1 1 3 4 n o7
Vertical 1 1 1 2 6 0.4
Total a 4 75 56 61 30 118 156 104 220 131 190 188 176 1570 1000

1.2.3. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi € um protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae,
pertencente a Ordem Kinetoplastea (Ald et al., 2012). Apresenta ciclo de vida
heteroxénico, ou seja, com hospedeiros vertebrados mamiferos (que inclui o homem)
e insetos hemipteros (triatomineo). Em seu ciclo, o T. cruzi apresenta trés formas de
desenvolvimento, que sao caracterizadas morfologicamente pela posicao do
cinetoplasto em relagdo ao nucleo da célula e o local de emergéncia do flagelo. As
formas epimastigotas estdo presentes no intestino do inseto, sdo formas
multiplicativas, de intensa mobilidade e possuem cinetoplasto localizado
anteriormente ao nucleo e préximo a bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo (Tyler
& Engman, 2001). As formas tripomastigotas ndo sao replicativas e correspondem a
forma infectante extracelular. Sdo encontradas tanto em hospedeiros invertebrados
(tripomastigota metaciclico) quanto em vertebrados (tripomastigota sanguineo).
Apresentam um nucleo grande e central, cinetoplasto arredondado localizado na
extremidade posterior do corpo do parasita, o flagelo emerge lateralmente a bolsa
flagelar, aderido ao longo do corpo (De Souza, 2002). A forma amastigota, é
intracelular e esta presente em tecidos do hospedeiro vertebrado. Entre suas
principais caracteristicas morfologicas destacam-se o flagelo reduzido, corpo

arredondado e cinetoplasto posicionado anteriormente ao nucleo (Brener et al., 2000).

A contaminacgao do triatomineo ocorre quando ele se alimenta do sangue de
um mamifero infectado, ingerindo formas tripomastigotas sanguineas. Essas formas
chegam no estdmago do inseto onde se diferenciam em epimastigotas. Algumas
epimastigotas e formas de transicdo s&o digeridas, os parasitas sobreviventes

chegam ao intestino. Neste local, as formas epimastigotas comecam a se multiplicar
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por divisdo binaria. Chegando no intestino posterior, essas formas se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas, que sao eliminados junto com as fezes e urina do inseto
(Figura 3) (Brener et al., 2000; Bern, 2011).

A contaminacao do hospedeiro vertebrado ocorre durante a alimentagao do
inseto vetor. Neste processo, ele normalmente defeca enquanto realiza o repasto
sanguineo, depositando sob a pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota
metaciclica. O ato de cocgar o local, estimulado por uma substancia irritante liberada
pelo vetor, provoca lesées na pele que resultam na inoculagdo do parasita. No
organismo do hospedeiro, os tripomastigostas invadem uma gama de células
nucleadas, como macréfagos, células musculares e epiteliais. Inicialmente os
parasitas s&do fagocitados pelos macrofagos, onde ha a formagdo do vacuolo
parasitoforo. No interior do vacuolo ocorre a diferenciacdo para a forma replicativa
amastigota e, ao mesmo tempo, a lise do vacuolo parasitoforo. Apds vasta replicagao
no citoplasma, ocorre a diferenciagcao dos amastigostas em tripomastigotas que lisam
a célula e rotornam a circulacado para infectar outras células (Figura 3) (De Souza,
2013).
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Figura 3 — Ciclo bioldgio do T. cruzi no hospedeiro invertebrado (inseto) e no hospedeiro mamifero
(homem) e suas formas de desenvolvimento. Fonte: Bern, 2011.
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1.2.4. Tratamentos

Os farmacos mais utilizados no tratamento da doenga de Chagas sao
Nifurtimox e Benzonidazol. O tratamento com Benzonidazol apresenta uma taxa de
eficacia de aproximadamente 80% na fase aguda e 20% na fase crénica, sendo mais
efetivo em individuos menores de 16 anos (Rassi et al., 2009). Os efeitos colaterais
produzidos por esse medicamento, como demartite alérgica, parestesias,
trombocitopenia e leucopenia, levam a interrupgéo do tratamento em 7 a 13% dos
casos (Bern, 2011).

O Nifurtimox foi retirado do mercado brasileiro devido aos seus efeitos
secundarios, que podem ser: desconforto abdominal, cefaléia, vertigem, insénia,
mialgia e diminuicdo da memdria a curto prazo. Esses efeitos levavam a interrupgéo

do tratamento em aproximadamente 40% dos pacientes (Bezerra et al., 2012). Assim,
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o Benzonidazol tornou-se a unica opg¢ao para o tratamento da doencga, apesar dos

seus efeitos secundarios e eficacia limitada em casos cronicos.

Ambos farmacos produzem anorexia, nauseas, émese, perda de peso e
neuropatia periférica (Bern, 2011). E importante ressaltar que além desses efeitos
indesejados, existem pacientes chagasicos que nao podem receber o tratamento
porque estas drogas s&o contraindicadas para pacientes com disfungéo renal e/ou
hepatica grave, mulheres gravidas, pessoas com problemas de degluticdo, ou
pessoas com hemopatias, infeccgbes sistémicas, insuficiéncia respiratdria e
neoplasias (Coura et al., 2002). Além disso, diferentes cepas de T. cruzi exibem
diferentes niveis de susceptibilidade a essas drogas, o que pode explicar a

variablidade na eficacia quimioterapica (Bezerra et al., 2012).

1.3. LEISHMANIOSES

As leishmanioses s&o antropozoonoses de grande importancia médica e
veterinaria. Essas patologias acometem o homem e algumas espécies de mamiferos
sinantrépicos, silvestres e domésticos, os quais alguns s&o considerados como
hospedeiros reservatoérios (REY, 2001). Os agentes etiolégicos sdo protozoarios do
género Leishmania que, de acordo com sua espécie e estado imunolégico do
hospedeiro, podem produzir trés diferentes manifestagbes clinicas: cutanea,
mucocutanea ou visceral (WHO, 2018b). As formas cutdnea e mucocutdnea da
doenga pertencem a classe da leishmaniose tegumentar americana (LTA) que é de
baixa gravidade quando comparada a leishmaniose visceral e sua cura é geralmente

espontanea ou apods tratamento especifico (Ministério da Saude, 2017).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum de leishmaniose e causa
lesbes cutaneas, principalmente ulceras em diversas partes do corpo (Figura 4a).
Deixa cicatrizes e pode deixar graves incapacidades (Ministério da Saude, 2017;
WHO, 2018b).

A leishmaniose mucocutanea (LM) atinge as mucosas do nariz, boca e
garganta, levando a destruicdo parcial ou total das membranas mucosas destes
tecidos (Figura 4c) (Murray et al., 2005; Ministério da Saude, 2017; WHO, 2018b).
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A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é
caracterizada por crises irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e do
figado e anemia (Figura 4b). Se ndo for tratada, € fatal em mais de 95% dos casos.
(Ministério da Saude, 2014; WHO, 2018b).

No Brasil, ja foram identificadas sete espécies do parasita, seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania, sendo as trés principais causadoras de LTA:
L. (V.) brasiliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. No Novo Mundo, a L. (L.)

chagasi é a espécie comumente isolada em pacientes com LV (Lainson, 2010).

Sabe-se que mais de 90 espécies sao transmissores do parasita Leishmania,
no entanto, apenas dois géneros de vetores sdo realmente importantes para a
epidemiologia das leishmanioses no mundo: Lutzomya, que sdo os vetores nas
Américas; e Phlebotomus, que sdo os transmissores de leishmaniose na Africa, na

Europa e na Asia (Alvar et al., 2012).

Figura 4 — Formas clinicas das leishmanioses. a — leishmania cuténea, b — leishmania visceral, ¢ —
leishmania mucocutanea. Fonte: WHO, 2018b.
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1.3.1. Epidemiologia

As leishmanioses s&o consideradas endémicas nos cinco continentes.
Estima-se que aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos e 70.000 mortes
ocorram anualmente, além de 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de infec¢ao
no mundo (Torres-Guerreiro et al., 2017). Segundo a OMS, em 2014 mais de 90% de
novos casos de leishmaniose foram registrados em seis paises: Brasil, Etidpia, india,
Somadlia, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2018b). E uma doenga que afeta

principalmente as regides mais pobres e os paises em desenvolvimento.

A leishmaniose tegumentar representa um problema de saude publica em 85
paises, distribuidos em quatro continentes (América, Europa, Africa e Asia), com
registro anual de 0,7 a 1,3 milhdo de novos casos (Ministério da Saude, 2017). Cerca
de 95% dos casos de LC ocorre nas Américas, principalmente Brasil. Ocorréncias
também sdo comuns na Bacia do Mediterréneo, no Oriente Médio e na Asia Central
(Figura 5). Mais de 90% dos casos de leishmaniose mucocutédnea ocorrem na Bolivia,
no Brasil, na Etiopia e no Peru (PAHO, 2018). O Brasil € um dos paises de maior
incidéncia das formas de manifestagdes da LTA que estao presentes em praticamente
todos os estados brasileiros (Figura 6). Segundo o Ministério da Saude, no periodo

entre 1995 e 2014, verificou-se uma média anual de 25.763 novos registros no pais.

Estima-se que 200.00 a 400.000 novos casos de LV ocorram anualmente no
mundo, sendo que a maioria dos casos ocorre na india, Bangladesh, Etiépia, Quénia,
Sudéo e Brasil (Alvar et al., 2012) (Figura 7). No Brasil, apesar de ocorrer a
predominancia da LTA, a leishmaniose visceral esta presente com alta taxa de
mortalidade e sua ocorréncia se da principalmente na regido Nordeste (Figura 8).
Dados do Ministério da Saude mostram que houve incidéncia de 3.156 casos novos
no pais entre 2004 e 2014 (Ministério da Saude, 2014).
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Figura 5 — Distribuicdo dos casos de leishmaniose cutadnea no mundo, no ano de 2015. Fonte: WHO,
2018b.
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Figura 6 — Distribuicdo dos casos de leishmaniose tegumentar americana no Brasil, no ano de 2015.
Fonte: Ministério da Saude, 2017.
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Figura 7 — Distribuigdo dos casos de leishmaniose visceral no mundo, no ano de 2015. Fonte: WHO,
2018b.
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Figura 8 - Distribuicdo dos casos de leishmaniose visceral no Brazil, no ano de 2002. Fonte: Ministério
da Saude, 2014.
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1.3.2. Ciclo bioldqgico de Leishmania

Os parasitas do género Leishmania, assim como o Trypanosoma cruzi,
pertencem a Ordem Kinetoplastea e a mesma familia, ou seja, também sao
tripanossomatideos. Possuem ciclo de vida na forma intracelular ndo moével
(amastigota) em hospedeiros vertebrados e, extracelular com motilidade flagelar

(promastigota) nos hospedeiros invertebrados (Lainson, 2010).

A infeccao do vetor ocorre quando as fémeas realizam repasto sanguineo em
mamiferos infectados e ingerem macroéfagos parasitados com amastigotas. No tubo
digestivo do vetor estes macréfagos se rompem e liberam os parasitas, que se
diferenciam em formas promastigotas prociclicas, passam por sucessivas divisdes
binarias e, posteriormente, outras formas intermediarias se diferenciam em formas
promastigotas metaciclicas infectantes. Ao realizar um novo repasto sanguineo, as
formas metaciclicas sao regurgitadas e transmitidas ao hospedeiro reiniciando o ciclo
(Sacks & Kamhawi 2001, Bates et al. 2015). No hospedeiro vertebrado, as
promastigotas sdo fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear
(neutrofilos e macrofagos) iniciando a fase de desenvolvimento intracelular do parasita
no interior do vacuolo parasitéforo, onde se diferenciam em amastigotas. As
amastigotas ndo se multiplicam no interior de neutréfilos. No entanto, multiplicam-se
por divisao binaria em macréfagos, que podem se romper e assim o parasita reinfecta

mais ceélulas (Figura 9) (Kaye & Scott, 2011).
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Figura 9 - Ciclo biolégio da Leishmania no interior do inseto vetor e do hospedeiro mamifero. Fonte:
Adaptado de CDC, 2018.
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1.3.3. Tratamentos

Os farmacos utilizados para o tratamento das leishmanioses sao divididos em
duas categorias: farmacos de primeira escolha ou primeira linha e, os de segunda
escolha ou segunda linha. Dentre os farmacos de primeira escolha estdo os
antimoniais pentavalentes, desenvolvidos ha mais de 60 anos, o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®). Estes farmacos
sdo conhecidos por terem varios efeitos secundarios notaveis como nauseas, colicas
abdominais, diarreia, erupcdes cutaneas, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade. Além
disso, a resisténcia aos antimoniais tém sido um problema crescente por
aproximadamente quatro décadas e, também estdo associados com alta taxa de

mortalidade, especialmente em pacientes coinfectados com HIV (Croft et al., 2006).
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Entre os agentes quimioterapicos utilizados como tratamento de segunda
linha para a leishmaniose esta o antibiético anfotericina B, que pode ser encontrado
também com formulacdo lipidica. Esses farmacos sao utilizados contra LV
(Balasegaram et al., 2012). A anfotericina B, embora seja altamente eficaz, mesmo
em pacientes que nao respondem ao antiménio, tem restricdes devido a sua
toxicidade renal e a administragéo intravenosa lenta, o que € muito inconveniente ao
paciente (Bhandari et al., 2012). A anfotericina B lipossomal é preferida em relagéo a
anfotericina B convencional devido seu perfil de toxicidade mais suave, entretanto, o

seu uso permanece muito limitado devido ao elevado custo (Dorlo et al., 2012).

A pentamidina é geralmente utilizada como farmaco de segunda escolha nos
casos LC refrataria aos tratamentos com antimoniais. Entretanto, esse medicamento
possui efeitos toxicos de 30 a 50% dos pacientes tratados, apresentando efeitos
adversos graves, incluindo diabetes mellitus, hipoglicemia, miocardite e toxicidade

renal, e por isso seu uso € limitado (Croft & Olliaro, 2011).

A miltefosina, registrada em 2001, foi a primeira droga a ser utilizada e
continua a ser o unico agente oral utilizado no tratamento de todos os tipos de
leishmaniose (Dorlo et al., 2012), embora tenha efeitos colaterais gastrointestinais
(anorexia, nauseas, vomitos e diarréia), de hepatotoxicidade e insuficiéncia renal
(Torres et al., 2014).

Apesar de todos os esforgcos para combater a doenca e permitir o uso de
novas formulacdes, a quimioterapia em muitos paises endémicos, incluindo o Brasil,
ainda é baseada em antimoniais pentavalentes ou anfotericina B convencional,
independentemente da toxicidade aos pacientes e da via complexa de administragao
(Torres et al., 2014).

Considerando-se as falhas apresentadas nos tratamentos disponiveis para
essas doencgas, a busca por novas substancias que sejam mais eficazes no combate

a estes protozoarios é de fundamental importancia.
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1.4. MACROALGAS MARINHAS

Em geral, as macroalgas marinhas possuem habitos bentbnicos, sao
multicelulares e crescem, em sua maioria, aderidas ao substrato. A capacidade
metabdlica e fisiologica das macroalgas em lidar com variagbes dos fatores
ambientais (bidticos e abidticos), tais como: herbivoria, competicao, luz, temperatura,
salinidade, periodos de imersao e submersao e disponibilidade de nutrientes, resultou
na evolugdo de varias vias metabdlicas secundarias responsaveis por produzir
substancias que apresentam uma alta diversidade quimica e estrutural, além de
importantes fungbes ecoldgicas. Diversos metabdlitos sdo conhecidos pela
capacidade de inibir a herbivoria, outros possuem fung¢ao reprodutiva ou mesmo de
protecao contra radiagao ultravioleta (Oliveira, 2013; Pereira et al., 2017). Dentre os
metabdlitos isolados a partir de algas marinhas destacam-se: terpendides,
policetideos, esterdis, acidos graxos, carotendides, polissacarideos, aminoacidos,
peptideos e proteinas (Bhakuni & Rawat, 2005; Cardozo et al., 2007). Além de serem
utilizadas para nutricao, fabricagdo de cosméticos e producado de combustivel, muitas
destas substancias possuem aplicagdo na saude humana (Kolanjinathan et al., 2014).
Moléculas bioativas com atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
antiviral, antifungica, antiparasitaria, anticancer vém sendo isoladas a partir de
espécies de algas marinhas (Cardozo et al., 2007; Kolanjinathan et al., 2014; Ruan et
al., 2018).

As macroalgas estdo taxonomicamente organizadas em trés divisdes:
Chlorophyta (algas verdes), Ochrophyta (algas pardas) e Rhodophyta (algas
vermelhas) (Graham & Wilcox, 2000). As clordfitas possuem as clorofilas a e b como
pigmentos mais abundantes, mas também possuem carotenos e xantofilas. A quimica
de algas verdes marinhas é pouco estudada quando comparada as outras divisdes.
Os isoprendides sao a principal classe de metabdlitos secundarios produzidos por
estas algas. Dentre outros metabdlitos produzidos estdo substancias halogenadas,

carboidratos e acetogeninas (Blunt et al., 2014).

As algas pardas por sua vez, possuem clorofila a e ¢, mas os carotendides
sdo0 0s seus pigmentos mais abundantes, incluindo a fucoxantina, que proporciona a

cor marrom escura ou verde oliva aos representantes deste grupo. As algas pardas
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constituem o grupo mais bem estudado no Brasil. Os principais produtos do seu
metabolismo secundario sdo derivados do isopreno. Também sdo comumente
capazes de produzir polifendis, substancias halogenadas, alcaldides e esterois
sulfatados (Pereira et al., 2011; Teixeira, 2013)

Ja as algas vermelhas possuem clorofila a e os pigmentos acessorios
compostos de carotenos (como betacaroteno) e ficobilinas (ficoeritrina, ficocianina e
aoficocianina), conferindo-lhes a coloragdo avermelhada. Apesar do nome, muitas
rodoficeas podem ter outras coloracdes, dependendo do tipo e da quantidade de
pigmento acessorio (Silva, 2010; Teixeira, 2013). Estas algas formam o grupo mais
rico em diversidade e abundéncia de metabdlitos secundarios. Dentre os diversos
metabalitos produzidos, os principais correspondem a substancias halogenadas como
terpenos, policetideos, fendis e hidrocarbonetos volateis (McClintock & Backer, 2011;
Teixeira, 2013).

1.4.1 Macroalgas com atividade contra T. cruzi e L. amazonensis

A macroalgas despertaram interesse para o estudo de novas drogas com
acgdo antiparasitaria, com base em sua utilizagdo pela medicina tradicional’ para
tratamento de doencas parasitarias desde 300 A.C. A espécie Digenea simplex, por
exemplo é utilizada por suas propriedades anti-helminticas e inseticidas em paises do
leste asiatico ha mais de 1000 anos (Nitta et al., 1958). Além disso, a medicina
tradicional chinesa possui registros em manuscritos antigos sobre o0 uso medicinal de
espécies de Sargassum (Liu et al., 2012). Desde entéo, diversos trabalhos com
extratos de espécies de algas do mundo inteiro investigaram algum efeito contra os
tripanosomatideos causadores da doenga de Chagas e leishmanioses (Torres et al.,
2014).

Nas tabelas 2 e 3 estdo apresentados trabalhos de diversas partes do mundo
com investigacao de extratos de diversas espécies de macroalgas que apresentaram

inibicdo da proliferagdo de T. cruzi e Leishmania. A maioria dos trabalhos que

" Segundo a OMS, medicina tradicional € a soma de conhecimentos, habilidades e praticas baseadas nas teorias,
crencas e experiéncias indigenas em diferentes culturas, explicaveis ou ndo, usadas na manutencédo da saude,
bem como na prevencéo, diagnéstico, melhoria ou tratamento de doenca fisica ou mental (WHO, 2018d).
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avaliaram atividade leishmanicida, testou também atividade tripanocida, porém nao

obtiveram resultados de inibicdo com as concentragdes de extrato estudadas.

Tabela 2 — Extratos de espécies de macroalgas com atividade contra formas tripomastigotas de T.
cruzi. *Teste contra epimastigota.

Localidade Referéncia Espécies
. Slizgeg-Selguk .
Turquia etal. 2011 Dasya pedicellata
Golfo do Leon-Deniz et Gracilaria caudata, Gracilaria cervicornis, Laurencia microcladia,
México al. 2009 Dictyota caribaea, Lobophora variegata, Turbinaria turbinata,
v Halimeda incrassata, Rhipocephalus phoenix f. brevifolius
Spavieri et al. .
' Cladophora rupestris, Ulva lactuca
Inglaterra 2010a P P
e Irlanda Spavieri et al., Cystoseira baccata, Cystoseira tamariscifolia, Bifurcaria bifurcata,
2010b Halidrys siliquosa, Sargassum muticum.
. Bianco et al., .
Brasil 2014 Dictyota sp.
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Tabela 3 — Extratos de espécies de macroalgas com atividade contra diferentes formas e espécies de

Leishmania.
Localidade | Referéncia Espécies
Promastigotas L. major
Paquistio Sabina et al., Caulerpa racemosa, Ulva fasciata, Caulerpa faridii, Codium flabellatum,
a 2005 Codium iyengarii, Ulva reticulate, Ulva rigida, Laurencia pinnatifida,
Melanothamnus afaghusainii, Gracilaria corticata, Scinaia hatei, Scinaia
indica, Centroceras clavulatum, Botryocladia leptopoda.
Amasti L. donovani
Orhan et al,, astigotas L. donova
2006 Dictyota dichotoma, Posidonia oceanica, Scinia furcellata, Sargassum
natans e Ulva lactuca
Turquia . .
Siizgec- Amastigotas L. donovani
Selguk et al., Ceramium rubrum e Gelidium crinale, Cystoseira barbata, Caulerpa
2011 racemosa, Codium bursa, Cystoseira barbata, Cystoseira crinata, Corallina
granifera, Jania rubens, Gracilaria verrucosa, Dasya pedicellata
Golfo do Pell:e:egier; o Amastigotas L. mexicana
México I 92 Laurencia microcladia, Dictyota caribaea, Turbinaria turbinata and
al., 2008 Lobophora variegata
Amastigotas L. donovani
Boergeseniella fruticulosa; Calliblepharis jubata; Ceramium virgatum,
. Chylocladia verticillata, Claviclonium ovatum, Corallina offi cinalis,
Allmendinger ; g
tal.. 2010 Cryptop./eura ramosa, Cygtqclon/um purpureum, .Du.montla' {ncrassatg,
etal, Furcellaria lumbricalis, Gelidium pulchellum, Gracilaria gracilis, Halopitys
incurvus, Jania rubens, Lomentaria articulata, Mastocarpus stellatus
Osmundea hybrida, Osmundea pinnatifi, Plocamium cartilagineu, Polyides
rotundus, Porphyra linearis
L Amasti L. donovani
Ingljllate;ra Spavieri et astigota L. donova
e lrlanda al., 2010a Cladophora rupestris, Codium fragile ssp. tomentosoides, Ulva intestinalis
and Ulva lactuca
Amastigota L. donovani
Pylaiella littoralis, Chorda filum, Leathesia difformis, Dictyota dichotoma,
Spavieri et Ascophyllum nodosum, Fucus ceranoides, Fucus serratus, Fucus spiralis,
al., 2010b Fucus vesiculosus, Pelvetia canaliculata, Himanthalia elongata, Laminaria
digitata, Saccorhiza polyschides, Cystoseira baccata, Cystoseira
tamariscifolia, Bifurcaria bifurcata, Halidrys siliquosa, Sargassum muticum,
Colpomenia peregrina, Scytosiphon lomentaria, Stypocaulon scoparium.
Vonthron- Amastigotas L. donovani
Franca Senecheau Bifurcaria bifurcata, Dictyopteris polypodioides, Dictyota dichotoma,
etal., 2011 Dilsea carnosa
Promastigota L. brasiliensis
Anadyomene saldanhae, Canistrocarpus cervicornis, Caulerpa
Bianco et al., cupressoides, Dictyota sp., Ochtodes secundiramea, Padina sp.
2014 Amastigota L. brasiliensis
Brasil
Anadyomene saldanhae e Padina sp.
. Promasti L. amazonensi:
Lira et al., omastigota L. amazonensis
2016. Caulerpa racemosa, Osmundaria obtusiloba, Stypopodium zonale,
Dictyota ciliolata, and Dictyota menstrualis
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Entre os metabdlitos secundarios produzidos por algas, halogenados
terpendides e acetogeninas tém mostrado atividade leishmanicida (Torres et al,,
2014).

Os terpenos elatol, triquinano e obtusol, isolados da alga vermelha Laurencia
dendroidea, mostraram atividade antiparasitaria, com baixa toxicidade para células de
mamifero. O elatol foi o que mostrou maior atividade biolégica contra T. cruzi e L.
amazonensis. Para T. cruzi, apresentou Clso igual a 45,4, 1,38 e 1,01 uM contra
epimastigota, tripomastigota e amastigota, respectivamente e, CCso de 27 uM em
células LLCMK2 (Veiga-Santos et al., 2010). Contra as formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, apresentou Clso de 4 uM e 0.45 uM,
respectivamente, e CCso de 1,4 uM em macréfagos peritoneais (dos Santos et al.,
2010). Obtusol apresentou atividade contra promastigota (Clso = 6,2 ug/mL) e
amastigota intracelular (Clso = 3,9 pg/mL) de L. amazonensis e baixa citotoxicidade
em macrofagos (CCso = 133,5 pg/mL). Ja o triquinano, apesar de ter apresentado a
menor atividade contra promatigota (Clso = 43,8 ug/mL) e amastigota intracelular (Clso
= 48,7 pg/mL) de L. amazonensis, foi o que exibiu menor citotoxicidade em
macréfagos (CCso = 160,2 ug/mL) (Machado et al., 2011).

O diterpeno dolabelladienetriol isolado de Dictyota pfaffi exibiu Clso de 43,9
uM contra amastigotas intracelulares de L. amazonensis (Soares et al., 2012). E o
diterpeno secodolastaino obtido da alga Canistrocarpus cervicornis mostrou Clso de
2,0 e 4,0 pg/mL contra as formas promastigota e amastigota intracelular de L.
amazonensis, respectivamente. O ensaio de citotoxicidade em macrofagos J774G8
exibiu CCsp de 186,0 ug/mL (dos Santos et al., 2011).

Fragcdes de n-hexano e diclorometano do extrato de Bostrychia tenella
mostrou potencial tripanocida (Clsy de 16,8 e 19,1 pg/mL contra T. cruzi,
respectivamente). Subfracdes do diclorometano chegaram a apresentar Cls, de 1,5

pg/mL contra L. amazonensis (Felicio et al., 2010).

Fucosterol extraido da alga parda Lessonia vadosa foi capaz de inibir o
crescimento de L. infantum e L. amazonensis, exibindo Cls; < 10 uM contra

amastigota intracelular da segunda espécie (Becerra et al., 2015).
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Polissacarideos sulfatados das espécies Soleria filiformis e Botryocladia
accidentalis apresentaram moderada atividade anti-leishmanial (Clso de 63, 7 yg/mL e
137,4 ug/mL, respectivamente) contra promastigotas de L. amazonensis. A substancia
extraida de Caulerpa racemosa foi a mais potente, com Clsy de 34,5 uyg/mL. Em
ensaios de citotoxicidade, nenhuma das substancias estudadas reduziram o
crescimento de macréfagos peritoneais, porém apresentaram CCs, de 99,8, 27,3, 49,3
e ug/mL (S. filiformis, B. accidentalis e C. racemosa) contra macrofagos J774 (Pires
et al., 2013).

Minicante e colaboradores (2016) investigaram efeito de ficoloides de diversas
macroalgas contra promastigotas de L. infantum e tripomastigotas de T. cruzi e
também citotoxicidade nas linhagens de DH82, VERO, L929, MDCK e U937. Com as
concentragdes utilizadas, nenhuma espécie de macroalga foi ativa contra T. cruzi e
nao tiveram efeito citotdxico. A maioria foi capaz de inibir o crescimento de L. infantum,
com destaque para espécie Undaria pinnatifida que apresentou viabilidade de 15,16%
com a concentragdo minima estudada (20 ug/mL). As espécies Chaetomorpha linum,
Gracilaria viridis, Hypnea cornuta, Gracilaria bursa-pastoris e Sargassum muticum

também causaram inibicdo no crescimento de L. infantum (Minicante et al., 2016).

Extrato de Dictyota mertensii mostrou significante efeito inibitério no
crescimento de promatigota de L. amazonensis (Clso = 71,6 pg/mL) e baixa toxicidade
contra macrofagos (CCso = 233,1 pg/mL). Contra amastigota, o extrato apresentou Clso
de 81,4 pyg/mL (Alianca et al., 2014).

Sabe-se que a costa do Brasil possui alta riqueza em taxons de macroalgas
bénticas, sendo a regidao de Cabo Frio e arredores, no estado do Rio de Janeiro, uma
das mais importantes areas de diversidade de algas marinhas do Brasil (Brasileiro et
al.,, 2009). Apesar disso, existem poucos trabalhos que avaliam o potencial de
macroalgas para produgao de substancias contra protozoarios de interesse médico e,
nenhum produto natural marinho ou qualquer derivado entrou para avaliagao pre-

clinica para doengas causadas por tripanosomatideos (Torres et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade tripanocida e
leishmanicida de diferentes espécies de macroalgas marinhas da Regido dos Lagos,

no estado do Rio de Janeiro.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a atividade dos extratos, em diferentes concentragdes, contra os

tripanosomatideos Trypanosoma cruzi e Leishmania amazonensis.

o Avaliar a citotoxicidade em linhagens de células de mamifero LLCMK2 de todos
os extratos que apresentarem inibicao da viabilidade dos parasitas, superior a 50%.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MACROALGAS

3.1.1. Coleta das Macroalgas

Os espécimes de macroalgas foram coletados através de mergulho livre, na
regidao entre-marés e infralitoral, ao longo da Costa da Regiao dos Lagos, no estado
do Rio de Janeiro, especificamente nas praias: Rasa (22°43'58.99"S; 41°57'26.19"W),
Armacao (22°44'58.06"S; 41°52'55.11"W), Ossos (22°44'40.11"S; 41°52'54.14"W),
Geribéa (22°46'54.46"S; 41°54'45.82"W), Ferradurinha (22°46'53.68"S; 41°54'0.37") no
Municipio de Armacgao dos Buzios; Prainha (22°57'35.18"S; 42° 1'9.05"W) e Forno
(22°58'4.20"S; 42° 0'563.64"W), no Municipio de Arraial do Cabo e, Conchas
(22°52'4.71"S; 41°58'51.45"W), no Municipio de Cabo Frio.

O material coletado foi triado para retirada de epifitas, sedimentos e outros
organismos associados. Apos remogao do excesso de agua em papel toalha, as algas
foram pesadas (peso umido — p.u.) e colocadas para secar em temperatura ambiente
e protegidas do sol para evitar fotodegradacdo. Uma parte do material foi separado
em formaldeido (5% em agua do mar) para identificagdo taxondémica, preparo de

exsicata e depdsito em herbario. A outra parte foi destinada a obtencéo dos extratos.

3.1.2. Preparo dos extratos

As algas secas foram pesadas e trituradas em cadinho até obtengdo de um
po. Posteriormente, foram submetidas a duas extragcdes sequenciais de 24 h cada,
com uma mistura de diclorometano:metanol (CH2Clz2: MeOH; PA, Tedia) na proporgao
de 2:1. Visando padronizar a relacdo de massa/solvente, foram estabelecidas classes
de peso seco e proporcao de volume de solvente de acordo com a biomassa de cada
amostra, conforme tabela abaixo (Tabela 4). O solvente foi reduzido por evaporagao
em capela e o rendimento da extracao foi calculado através de pesagem do extrato.
Os extratos foram armazenados sob refrigeracdo (- 4 °C). Para a realizagao dos
ensaios de atividade tripanocida, leishmanicida e citotoxicidade, os extratos foram
diluidos em DMSO (dimetilsulfoxide; Sigma-Aldrich) a uma concentragéo inicial de 50

mg/mL. A solugao estoque foi guardada sob refrigeracao e protegida da luz.
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Tabela 4. Relagdo biomassa/solvente (g/ml) utilizada para obtengéo dos extratos das macroalgas.

Peso Seco 0-2g 2-5g | 5-10g |10-15g|15-20g|20-25g|25-30g|30-35g|35-40¢g

Volume de
Solvente

20 mL 25mL | 40mL 60mL | 80mL | 100 mL | 120mL | 140 mL | 160 mL

3.2. PARASITAS E LINHAGENS CELULARES

3.2.1. Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram cultivadas em
garrafa de cultura celular de 25 cm? contendo meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
(Camargo, 1964) suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino; Gibco) inativado.
Os parasitas foram mantidos a 28 °C em estufa incubadora B.O.D (Demanda
Bioquimica de Oxigénio), e repicados a cada trés dias. Parasitas na fase exponencial

de crescimento foram utilizados em todos os experimentos.

3.2.2. Leishmania amazonensis

Culturas de formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa
MHOM/BR/75/Josefa) foram mantidas a 25°C em garrafas de cultura celular de 25
cm? contendo meio Warren (Warren, 1960) suplementado com 10% de SFB inativado.
Os repiques da cultura foram realizados a cada trés dias. Parasitas na fase
exponencial de crescimento até, no maximo, a quinta passagem, foram utilizados para

0s experimentos.

3.2.3. Células de mamifero: fibroblastos da linhagem LLCMK?>

Fibroblastos da linhagem LLCMK2 foram cultivados em garrafa de cultura
celular (25 cm? ou 75 cm?) em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute;
Gibco), suplementado com 10% de SFB inativado. A cultura foi mantida em atmosfera
de 5% de CO2 a 37 °C. Para manutengao das células, o meio de cultivo das garrafas
confluentes foi removido e as células lavadas com PBS (tampao fosfato salino) estéril,
pH 7,4. A garrafa foi incubada com tripsina-EDTA (0,05: 0,02%) durante 3 minutos
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para liberar as células do substrato. Para inativacao da tripsina-EDTA, RPMI-1640
suplementado com 10% de SFB foi adicionado e homogeneizado vigorosamente com
a pipeta para total desprendimento das células aderidas. As aliquotas das suspensdes
celulares obtidas foram transferidas para novas garrafas com meio RPMI-1640

suplementado com 10% de SFB.

3.3. ENSAIO BIOLOGICO PARA DETECGAO DE ATIVIDADE TRIPANOCIDA E
LEISHMANICIDA

Foi realizada uma varredura inicial da atividade dos extratos das macroalgas
sobre os tripanosomatideos. Para avaliar o efeito desses extratos sobre a viabilidade
de epimastigotas de T. cruzi, os parasitas em fase exponencial de crescimento foram
coletados e ajustados a concentragdo de 107 células/mL em meio LIT suplementado
com 10% de SFB, totalizando 1 mL. Apds 24 h acrescentou-se os extratos na
concentragao fixa de 100 ug/mL, com concentragao final de DMSO de 1%. Como
controle, os protozoarios foram incubados somente em meio de cultra acrescido de
SFB com DMSO 1%, para avaliar se o DMSO utilizado como diluente dos extratos nao
promovia qualquer inibicao da viabilidade dos parasitas. As células foram incubadas
a 28 °C por 48 h. Apds esse periodo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT (item 3.4). As leituras foram normalizadas para porcentagem de viabilidade em

relagao ao controle.

Para avaliar o efeito dos extratos sobre a viabilidade de promastigotas de L.
amazonensis, os parasitas em fase exponencial de crescimento foram contados em
camera de Neubauer e ajustados para 107 células/mL em meio Warren suplementado
com 10% de SFB para um volume final de 1 mL. Os parasitas foram incubados por 48
h a 25 °C na presenga dos extratos a concentragcdo de 100 ug/mL com concentragao
final de DMSO de 1%. Como controle foi utilizado DMSO 1% em meio de cultura com
SFB. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio do MTT (item 3.4).

Os ensaios de ambos parasitas foi realizado em tubo plastico com tampa
(Eppendorf®) de 1,5 mL a fim de evitar evoporagdo do contetdo liquido, pois quando
feito em placas de 96 pocos, apds 48h de incubacgao foi observada a redugdo do

volume por evaporagao, comprometendo a concentragao testada.
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Apés essa varredura inicial, os extratos capazes de inibir acima de 50% a
viabilidade dos tripanosomatideos, foram selecionados para os ensaios de viabilidade
por iodeto de propidio, determinagdo do Clso € ensaio de citotoxicidade em células
LLCMKz.

3.4. ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO ENSAIO DO MTT

O ensaio do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) € um método colorimétrico utilizado na medigao de proliferagédo celular. Este
meétodo baseia-se na redugédo dos sais amarelos de tetrazélio por desidrogenases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. Formam-se intracelularmente
cristais de formazan azuis que sao solubilizados e posteriormente analisados por
espectrofotometria de raios ultravioleta e visivel (UV-Vis). Deste modo, quanto menor
for a viabilidade celular, menor sera a reducdo do MTT e menor sinal

espectrofotométrico (Mosmann, 1983).

O MTT (M2128; Sigma) foi dissolvido em PBS estéril a 5 mg/mL e filtrado. A
cultura dos parasitas com os extratos de macroalgas foi transferida para placa de 96
pocos, posteriormente a solugao estoque foi adicionada a cultura (10 uL de MTT por
100 pL de cultura). O material foi incubado por 3 h, protegido da luz, nas mesmas
condicdes de temperatura descritas no item 3.3 para cada espécie de protozoario. Em
seguida foi adicionado a cultura 20 yL de SDS 20% e incubado por 1 h, para
rompimento e liberacdo dos cristais de formazan das células. Para total solubilizacao
dos cristais foi adicionado 80 uL de DMSO e incubado por mais 1 h. Todas as solucdes
adicionadas foram homogeneizadas até total mistura dos componentes. A placa
contendo os controles e as culturas de protozoarios tratadas com diferentes extratos
foi lida em espectrofotbmetro SpectraMax M2e a 570 nm de comprimento de onda.
Como controle negativo? da leitura no espectrofotometro, adicionou-se 0,4% de

formaldeido em alguns pogos contendo os parasitas, causando a morte dos mesmos.

Nas placas contendo células LLCMK?2, o meio foi totalmente retirado vertendo-

se a placa. Adicionou-se-se 100 pyL de tampao de eletroporagéo (21 mM HEPES, 137

2 No ensaio do MTT, somente células metabolicamente ativas sdo capazes de converter o MTT em cristais de
formazan, que quando solubilizados causam mudanca de coloragdo no meio, gerando diferentes leituras de
absorvancia de acordo com a intensidade da coloragdo. Nos pogos com células mortas ndo ha mudanca de
coloragao, e por isso eles sdo chamados de controle negativo do método.
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mM NaCl, 5 mM KCI, 0,7 mM NaH2PO4, 6 mM glucose e ph 7,4) e 10 uL da solugao
de MTT a 5 mg/mL. As placas foram incubadas no escuro sob as mesmas condigoes
de temperatura descritas no item 3.2.3 por 4 h. Posteriormente o tampao com MTT foi
retirado e adicionado 100 pyL de DMSO sob intensa homogeneizagdo para
solubilizacdo dos cristais. A placa foi lida em espectrofotdmetro SpectraMax M2e a
570 nm de comprimento de onda. Foi utilizado formaldeido a 0,4% como controle

negativo do método.

Todos os ensaios foram realizados em pelo menos trés experimentos

independentes em duplicata.

Foram feitos testes pilotos para estabelecer a faixa de concentragdo dos
extratos a serem utilizados nos experimentos subsequentes. As concentragdes

testadas nos ensaios pilotos variaram de 5 até 500 ug/mL.

3.5. ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO METODO DO IODETO
DE PROPIDIO UTILIZANDO A TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUXO

O iodeto de propidio (IP) € uma molécula capaz de se intercalar ao DNA de
células que estejam com a membrana permeavel. Como o IP ndo consegue
atravessar uma membrana citoplasmatica saudavel, este composto € utilizado para
avaliar a integridade da membrana plasmatica e, por conseguinte, a viabilidade da
célula. Assim, células marcadas com IP sao células mortas ou em processo de morte
celular e que por isso ndo sdo mais capazes de se dividir (Novo et al., 2000). Através
da técnica de citometria de fluxo utilizando equipamento BD® Accuri C6 é possivel
quantificar células de uma amostra de volume conhecido, bem com identificar células

marcadas com compostos fluorescentes, como o IP.

Parasitas foram cultivados conforme o item 3.3. e tratados apds 24 h com
diversas concentragdes de extratos: T. cruzi (100, 250 e 500 ug/mL) e L. amazonensis
(50, 100 e 250 pg/mL). Células incubadas somente com DMSO a 1% foram utilizadas
como controle para avaliar se, na concentracédo utilizada neste trabalho, o diluente
DMSO apresentava toxicidade para os parasitas. As solugdes estoque de todos os
extratos (na concentragcdo de 50 mg/mL) foram diluidas em meio de cultura a fim de

viabilizar que a concentragao final de DMSO nao ultrapassasse 1%. Apds 48 h de
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incubacao, os parasitas foram diluidos 10 x em PBS estéril pH 7,4, incubados com IP
a uma concentragao final de 2,5 yg/mL por 5 minutos e analisados em citdmetro de
fluxo BD® Accuri C6 utilizando-se o filtro FL3. Foi utilizado como parametro de leitura
do citémetro, o volume de 10 pL. Como controle positivo® do método, as células foram
tratadas com etanol 70% resfriado (-1 a -4 °C) na proporgéo de 1:1. As contagens de
células viaveis e mortas (marcadas com IP) foram obtidas através do software BD®
Accuri C6. Os valores foram normalizados para porcentagem em relagao ao controle
do experimento. Os calculos foram feitos com auxilio o software Excel. Os ensaios

foram realizados em ftriplicata.

3.6. DETERMINACAO DO Clso DOS EXTRATOS EM T. CRUZI E L.
AMAZONENSIS

O coeficiente de inibigao (Clso) equivale a concentragdo de um composto
(substancia ou extrato) capaz de inibir 50% da proliferagéo ou viabilidade celular. Novo
ensaio biolégico foi realizado, de acordo com o item 3.2.2, utilizando-se agora 4
concentragdes dos extratos: 50, 100, 250 e 500 pg/mL, nos tempos de 24,48 e 72 h
de crescimento. A viabilidade foi determinada pela contagem de células ndo marcadas
com IP conforme o item 3.5. O Clso foi determinado por analise de regressao

logaritmica, pelo software Excel. Triplicatas foram utilizadas para cada concentragéao.

3.7. EFEITO CITOTOXICO DOS EXTRATOS EM CELULAS LLCMK2

Culturas de células LLCMK:2 confluentes foram cultivadas em placa de 96
pocos, a uma concentragdo de 2 x 10° células por pogo em meio RPMI-1640
suplementado com 2% de SFB. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C e 5% de
COz2. Apds 24 h, o meio foi completamente retirado e substituido por meio fresco
suplementado com 0,5% de SFB. A esse novo meio foram adicionados os extratos
nas concentracoes de 5, 25, 50 e 100 ug/mL em uma concentracéo final de DMSO de
1%. Como controle utilizou-se DMSO a 1% em meio de cultura com SFB. Apd6s 96 h

da adicdo dos extratos, a viabilidade celular foi avaliada através do teste do MTT (item

3 Controle positivo do método: Apenas as células com a membrana permeavel irdo incorporar o iodeto de propidio
e emitir fluorescéncia detectavel pelo filtro FL3 no citdmetro de fluxo. Ao fixar as células com etanol, suas
membranas tornam-se permeaveis ao |IP e vao gerar o sinal de fliorescéncia que sera lido pelo citometro. Por isso,
essas células mortas (fixadas com etanol), que geram o sinal de fliorescéncia, sdo um controle positivo da leitura
no citdmetro.
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3.4). Os valores das leituras foram normalizados para porcentagem em relacao ao
controle. O CCso (coeficiente de citotoxicidade) foi determinado por andlise de

regressao logaritmica utilizando-se o software Excel.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

A comparagao de dados entre as células totais e mortas do item 3.5, foi
analisada pelo teste T ndao pareado de Student através do software Excel. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.



42

4. RESULTADOS

4.1. COLETA E PREPARAGCAO DOS EXTRATOS

As coletas foram realizadas durante o més de julho de 2017, na Regido dos
Lagos, no estado do Rio de Janeiro. Buzios foi a cidade que apresentou maior numero
de espécimes colelatos, totalizando 19 na praia Rasa, 6 na Ferradurinha, 4 na praia
da Armacao, 2 na Praia de Geriba e 1 na dos Ossos. Em Arraial do Cabo foram
amostradas 10 macroalgas na Prainha e 2 na Praia do Forno. Na cidade de Cabo Frio
foram coletadas 4 amostras de macroalgas na Praia das Cochas. Do total de 48
espécimes, 28 corresponderam a algas vermelhas; 10 a algas verde e 10 algas

pardas. Foram identificadas 37 espécies diferentes.

As amostras foram numeradas de 1 a 48 de acordo com a ordem do local e
data de coleta. Essas numeracgdes posteriormente foram utilizadas para identificar os
extratos. Dessa maneira, extratos de espécies iguais possuem numeragdes diferentes
pois as algas foram coletados em locais distintos. A identificagcdo das algas, locais de
coleta, numeragao e rendimento dos extratos brutos sao apresentados na Tabela 5.
Devido a morfologia esponjosa das espécies do género Codium, o processo de
secagem foi mais lento, favorecendo a proliferagdo de fungos e insetos. Por isso 2
amostras tiveram que ser descartadas, uma coletada em Buzios e outra em Cabo Frio,
amostras 32 e 45, respectivamente.

Tabela 5 - Amostragem de macroalgas coletadas. Espécie, numeracao dos extratos, local de coleta,
peso umido (PU), peso seco (PS) e rendimento dos extratos.

Rendimento

Espécie Extratos Local PU (g) PS (g) (%)
Divisdao Chlorophyta

Caulerpa racemosa 3 Rasa 119,05 10,12 1,64
Caulerpa racemosa 47 Conchas 156,1 5,18 9,76
Chaetomorpha antennina 4 Rasa 25,51 6,2 2,33
Codium decorticatum 32 Ossos 206,58 X X
Codium decorticatum 7 Rasa 27,54 2,75 1,55
Codium intertextum 21 Prainha 76,47 8,13 6,37
Codium taylorii 6 Rasa 13,6 1,64 2,08
Codium taylori 20 Prainha 92,1 7,75 6,09
Codium sp. 5 Rasa 89,9 15,36 1,06

Codium sp. 45 Conchas 213,44 X X



Espécie

Divisdao Ochrophyta
Canistrocarpus cervicornis
Canistrocarpus cervicornis
Canistrocarpus cervicornis
Chnoospora minima
Colpomenia sinuosa
Colpomenia sinuosa
Padina sp.

Padina sp.

Sargassum vulgare
Sargassum vulgare
Divisdo Rhodophyta
Acanthophora spicifera
Asparagopsis taxiformis.
Athrocladia sp.

Champia sp.
Chondracanthus acicularis
Cryptonemia seminervis
Dasya ocellata

Dasya sp.

Gelidium pusillum
Gracilaria sp.

Hypnea pseudomusciformes
Hypnea spinella

Hypnea sp.

Hypnea sp.

Laurencia dendroidea.
Laurencia dendroidea
Laurencia sp.

Osmundaria obtusiloba
Plocamium brasiliense
Plocamium brasiliense
Pterocladiella capillacea
Pterocladiella capillacea
Rhodymenia pseudopalmata
Rhodymenia pseudopalmata
Spyridia clavata

Spyridia sp.

Spyridia sp.

Wurdemanni miniata

Extratos

22
41
26
10
30

23
16
28

12
46
43
27
13
38
18
19
11
14
25
24
33
44
34
36
48
17

40
39
42
15

35
29
31

Local

Rasa
Prainha
Geriba
Prainha
Rasa
Armacao
Rasa
Prainha
Rasa
Prainha

Rasa
Conchas
Ferradurinha
Prainha
Rasa
Ferradurinha
Rasa
Rasa
Rasa
Rasa
Prainha
Prainha
Armacao
Geriba
Armacao
Forno
Conchas
Rasa
Rasa
Ferradurinha
Ferradurinha
Ferradurinha
Rasa
Ferradurinha
Forno
Prainha
Armacao
Rasa

PU (9)

17,41
61,66
50,83
19,51
12,79
34,42
36,65
8,81
69,6
73,33

33,41
29,45
15,59
10,66
5,45
51,21
14,98
48,9
14,96
7,71
6,5
6,1
57,09
3,39
57,32
39,79
13,8
64,55
39,49
28,73
1571
17,38
10,18
291
142,33
212,56
5,36
13,23

PS (9)

2,85
8,9
6,48
4,12
1,38
2,49
10,5
2,35
22,83
15,39

4,81
3,08
4,72
0,76
2,05
10,1
2,7
11,95
5,35
1,55
0,97
0,66
7,75
0,56
5,65
3,2
1,17
18,9
8,84
3,58
37,59
7,11
3,18
5,25
18
21,77
0,78
3,39

Rendimento
(%)

5,92
8,92
11,04
2,82
1,31
3,55
2,79
8,37
2,27
2,62

1,25
6,64
0,35
11,51
0,25
2,76
3,97
1,87
1,16
0,82
4,00
13,20
16,33
4,90
7,66
9,88
4,64
7,40
1,89
2,71
1,77
3,12
1,15
6,43
5,04
5,26
11,49
0,86

43
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4.1. EFEITO INIBITORIO DOS EXTRATOS SOBRE EPIMASTIGOTAS DE T.
CRUZI POR MTT

Com objetivo de avaliar atividade dos extratos contra formas epimastigotas de
T. cruzi, foi realizada uma triagem utilizando uma concentragdo de 100 pg/mL para
todos os extratos. Apos 48 h de crescimento na presenga dos extratos, as amostras
controle e tratadas foram submetidas a analise pelo método do MTT, que determina a
viabilidade celular através da reducdo de sais de tetrazolio por desidrogenases

mitocondriais de células metabolicamente ativas (Figura 10).

De 46 extratos testados, 42 foram capazes de diminuir a viabilidade de T. cruzi.
Apenas 4 (menos de 10%) n&o diminuiram a viabilidade celular deste protozoario,
foram os extratos de: Osmudaria obtusiloba (Rasa, BU), Hypnea spinella (Prainha,
AC), Laurencia dendroidea (Forno, AC) e Athrocladia sp (Ferradurinha, BU). Frente a
grande quantidade de extratos com atividade (91%), foram selecionados aqueles que
apresentaram inibicao acima de 50% para os ensaios de viabilidade celular através
do iodeto de propidio, determinagcdo de Clso e citotoxicidade. As amostras que
promoveram inibicdes acima de 90 % foram das espécies Canistrocarpus cervicornis
(Prainha, BU), Laurencia dendroidea (Armacao, BU), C. cervicornis (Geriba, BU) e

Laurencia sp. (Conchas, CF).

Na tabela 6 estdo listadas espécies de macroalgas que foram coletadas em
diferentes localidades e a inibicdo do extrato de cada local. Houve diferenca na
inibicdo de T. cruzi entre extratos de mesmas espécies. Laurecia dendroidea foi a
espécie que apresentou maior diferenca, promovendo 93% de inibicdo com o extrato
da alga coletada na Armagéao (BU) e nenhuma atividade (0 %) com o extrato do Forno
(AC). Sargassum vulgare e Rodymenia pseudopalmata nao apresentaram diferencas

significativas (p > 0,05) entre os extratos das macroalgas coletadas em locais distintos.
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Figura 10 - Viabilidade celular por MTT de T. cruzi tratado com 100 ug/mL dos extratos das macroalgas
por 48h. (*) Representa inibicdo em mais de 50% da viabilidade dos protozoarios. As barras

representam as médias e erro-padrdo. O ensaio foi feito em ftriplicata.
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Tabela 6 — Porcentagem de inibicdo da viabilidade celular por MTT dos extratos de espécies comuns
de algas coletadas em locais diferentes sobre T. cruzi e L. amazonensis.

Inibicao Inibigao L.

Espécie Extrato Local de Coleta . .
T.cruzi amazonensis
3 Rasa, BU 56% 43%
Caulerpa racemosa
57 Conchas, CF 67% 31%
9 Rasa, BU 7% 23%
Canistrocarpus cervicornis 22 Prainha, AC 91% 57%
41 Geriba, BU 97% 53%
6 Rasa, BU 62% 6%
Codium taylorii
20 Prainha, AC 43% 12%
10 Rasa, BU 47% 22%
Colpomenia sinuosa
30 Armacao, BU 54% 7%
34 Armacao, BU 93% 74%
Laurencia dendroidea
36 Forno, AC 0% 0%
1 Rasa, BU 50% 27%
Plocamium brasiliense
40 Ferradurinha, BU 27% 14%
15 Rasa, BU 44% 1%
Rodymenia pseudopalmata
37 Ferradurinha, BU 43% 11%
16 Rasa, BU 37% 4%

Sargasum vulgare

28 Prainha, AC 39% 18%
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4.2. EFEITO INIBITORIO DOS EXTRATOS SOBRE EPIMASTIGOTAS DE T.
CRUZI POR MARCACAO COM IP

A viabilidade de T. cruzi foi avaliada através do uso do iodeto de propidio (IP)
e expressa em % de células totais e % de células mortas (células com a aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmatica e marcadas com IP) (Figura 11). Foi
possivel observar aumento na permeabilidade da membrana de maneira dose-
dependente. Com a maior concentragdo utilizada (Figura 11 C), seis extratos ndo
apresentaram diferengas significativas (p > 0,05) entre o total de células e células
mortas, ou seja, todas as células presentes na amostra estavam mortas. Foram eles:
Codium sp. (Rasa, BU), D. canistrocarpus (Rasa, BU), D. ocellata (Rasa, BU), D.
canistrocarpus (Prainha, AC), L. dendroidea (Armagao, BU) e C. cervicornis (Geriba,
BU). Sendo que L. dendroidea (Armacgéao, BU) apresentou seu efeito maximo ja com
a concentragao de 250 ug/mL. As espécies Hypnea sp. (Geriba, BU) e Laurencia sp.
(Conchas, CF) tiveram menos de 5% das células marcadas com IP, em todas as

concentragoes.
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Figura 11 — Porcentagem de células totais e mortas de T. cruzi tratado com extratos de macroalgas no
ensaio de integridade de membrana (marcagao com IP). A- Concentragdo de 100 pg/mL; B - 250 pug/mL
e C - 500 pg/mL. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.
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4.3. DETERMINACAO DO Clso DOS EXTRATOS SOBRE EPIMASTIGOTAS DE T.
CRUZI

Foram estabelecidos os Clso, com base no ensaio de viabilidade celular por
iodeto de propidio, para 15 amostras de extratos apresentadas na Tabela 7. Os
valores de Clso de onze extratos diminuiram conforme o aumento do tempo de
tratamento. N&o foi possivel calcular o Clso dos extratos de quatro espécies, com as

concentragdes utilizadas (Clso > 500 pg /mL).

No menor tempo de tratamento (24 h), os unicos extratos que apresentaram
Clso inferiores a 200 ug/mL foram aqueles das espécies Laurencia dendroidea (Clso =

151,4 pg /mL) e Canistrocarpus cervicornis (Clso= 199,5 pg /mL).

Com 48 h de tratamento, todos os extratos de Canistrocarpus cervicornis
apresentaram baixos Clso quando comparados as outras espécies. As algas coletadas
em Geriba (BU), Prainha (AC) e Rasa (BU) apresentaram Clso de 100 pg/mL, 134,2
Mg/mL e 162,2 ug /mL, respectivamente. Laurencia dendroidea (34) foi a segunda
espécie com maior atividade contra T. cruzi (Clso = 102,3 pg/mL). Plocamium
brasiliense (1) com 169,8 ug/mL e Dasya ocellata (18) com 186,2 ug/mL também se
destacaram como espécies tripanocidas. Todos os outros apresentaram Clso acima
de 200 pg/mL.

Com o tempo maximo de tratamento avaliado (72 h), Laurencia dendroidea (34)
foi a espécie com menor Clso de 89,1 ug/mL, seguido das espécies Canistrocarpus
cervicornis (22) com 93,3 upg/mL, Dasya ocellata (18), com 102,3 pg/mL,
Canistrocarpus cervicornis (22 e 9) com 104,7 uyg/mL e 114,8 uyg/mL e Plocamium

brasiliense com 151,4 yg/mL.



Tabela 7 — Clso de extratos de macroalgas em T. cruzi. (Valores em pg/mL).

50

Clso - T. cruzi

Extratos Espécies 24h 48h 72h
34 Laurencia dendroidea 151,4 102,3 89,1
41 Canistrocarpus cervicornis 199,5 100,0 93,3

1 Plocamium brasiliense 257.0 169.,8 151,4
22 Canistrocarpus cervicornis 269,2 134,9 104,7
5 Codium sp. 281.,8 275,4 263,0
9 Canistrocarpus cervicornis 323,6 162,2 114.,8
6 Codium taylorii 426,6 407,4 354,8
18 Dasya ocellata >500 186,2 102,3
48 Laurencia sp. >500 363,1 263,0
12 Acanthophora spicifera >500 416,9 3981
3 Caulerpa racemosa >500 436,5 416,9
21 Codium intertextum >500 >500 >500
30 Copomenia sinuosa >500 >500 >500
44 Hypnea sp. >500 >500 >500
47 Caulerpa racemosa >500 >500 >500
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4.4. EFEITO INIBITORIO DOS EXTRATOS SOBRE PROMASTIGOTAS DE L.
AMAZONENSIS POR MTT

Para avaliar a atividade leishmanicida, os extratos extraidos das macroalgas
foram testados a uma concentragéo inicial de 100 yg/mL. A viabilidade das formas
promastigotas de L. amazonensis avaliadas pelo ensaio de MTT evidenciaram que
apenas 8 amostras de extratos n&o inibiram (menos de 20%) a viabilidade do parasita:
Padina sp., Chaetomorpha antennina, Rhodymenia sp., Sargassum vulgare, Dasya
sp., coletadas na Praia Rasa (BU); Padina sp. e Hypnea spinella, coletadas da Prainha

(AC) e Laurencia dendroidea, coletada no Forno (AC) (Figura 12).

Assim como em T. cruzi, apenas os extratos capazes de inibir em 50% ou mais
a proliferacao de L. amazonensis, foram utilizados para os proximos experimentos de
viabilidade por iodeto de propidio, determinagao do Clso e citotoxicidade. Foram eles:
Canistrocarpus cervicornis (Prainha, AC), Laurencia dendroidea (Armagéo, BU),

Canistrocarpus cervicornis (Geriba, BU) e Laurencia sp. (Conchas, CF).

A maioria dos extratos de mesma espécie apresentaram diferencas entre os
locais coletados no quesito inibicdo da viabilidade de L. amazonensis. A alga
Laurencia dendroidea apresentou a maior diferencga, exibindo atividade no extrato da
Armacao (BU) e nenhuma atividade no extrato da alga coletada no Forno (AC) (Tabela
7).

4.5. EFEITO INIBITORIO DOS EXTRATOS SOBRE PROMASTIGOTAS DE
L.AMAZONENSIS POR MARCAGAO COM IP

Diferente de T. cruzi, para L. amazonensis as concentragdes utilizadas foram
um pouco mais baixas, pois com a menor concentracao de 50 ug/mL, os extratos ja
foram capazes de causar alteragdes na permeabilidade da membrana de mais de 5
% da populacao total. Por isso, as concentragcdes escolhidas foram 50, 100 e 250

pg/mL (Figura 13).

Assim como em T. cruzi, conforme houve o aumento da concentragao dos

extratos, a porcentagem de células marcadas com IP aumentou.
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Figura 12 — Viabilidade celular por MTT de L. amazonensis tratado com 100 pg/mL dos extratos das
macroalgas por 48h. (*) Representa inibicdo em mais de 50% da viabilidade dos protozoarios. As barras

representam as médias e erro-padrao. O ensaio foi feito em friplicata.
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Figura 13 - Porcentagem de células totais e mortas de L. amazonensis tratada com extratos de
macroalgas, no ensaio de integridade de membrana (marcagéo com IP). A- Concentragao de 50 ug/mL;
B - 100 pg/mL eC — 250 ug/mL. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.
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4.6. DETERMINACAO DO Clso DOS EXTRATOS SOBRE PROMASTIGOTAS DE
L. AMAZONENSIS

Foram estabelecidos os Clso para 4 amostras de extratos capazes de inibir em
50% ou mais a viabilidade celular de L. amazonensis apresentadas na Tabela 8. Com
24 h de tratamento, Laurencia dendroidea (34), apresentou o menor Clso (81,3 ug/mL),
seguida de Canistrocarpus cervicornis, amostras 22 e 41, ambas com 100 pg/mL.
Apos 48 h, o mesmo padréo de inibicdo se manteve para tais espécies. No entanto,
depois de 48 h da adicdo dos extratos, Canistrocarpus cervicornis (41) foi a espécie

que apresentou menor Clso, de 60,3 pg/mL.

Tabela 8 - Clso de extratos de macroalgas em L. amazonensis. (Valores em pg/mL).

Clso — L. amazonensis

Extrato Espécies 24h 48h 72h
34 Laurencia dendroidea 81,2 67,6 63,1
22 Canistrocarpus cervicornis  100,0 74,1 61,7
41 Canistrocarpus cervicornis  100,0 91,2 60,3

48 Laurencia sp. 162,2 128.,8 117,5
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4.7. CITOTOXICIDADE EM CELULAS LLCMK2

A tabela 9 mostra os resultados de citotoxicidade dos extratos das macroalgas
em células LLCMK?2, expressos como coeficiente de citotoxicidade (CCs0).O extrato
que apresentou maior citotoxicidade apds 96h foi o da espécie Laurencia dendroidea
(34), com CCso inferior a 5 ug/mL; seguido por Canistrocarpus cervicornis (41), com
14,8 ug/mL de CCso. Ambos extratos de Canistrocarpus cervicornis (9 e 22)
demonstraram alta citotoxicidade, com 19,5 pg/mL e 19,9 yg/mL, respectivamente.
Acanthophora spicifera (12) e Hypnea sp. (44) expressaram menor citotoxicidade
entre todas as espécies, com 97,01 yg/mL e 85,11 yg/mL, seguido de Plocamium
brasiliense (1) e Codium intertextum (21), ambos com 63,1 pg/mL de CCso.

Tabela 9 — Citotoxicidade de extratos de macroalgas em células LLCMK:

LLCMK: - 96h
Extrato Espécies CCso(pg/mL)

34 Laurencia dendroidea <5
41 Canistrocarpus cervicornis 14,8
9 Canistrocarpus cervicornis 19,5
22 Canistrocarpus cervicornis 19,9

Codium taylorii 29,5
5 Codium sp. 35,5
48 Laurencia sp. 36,3
18 Dasya ocellata 40,7
3 Caulerpa racemosa 42,7
47 Caulerpa racemosa 56,2
30 Copomenia sinuosa 60,3
1 Plocamium brasiliense 63,1
21 Codium intertextum 63,1
44 Hypnea sp. 85,1

12 Acanthophora spicifera 97,01
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5. DISCUSSAO

A doenca de Chagas e as leishmanioses tém importante impacto na saude
publica do Brasil. As limitagdes apresentadas nos tratamentos disponiveis para essas
doencas, como os efeitos colaterais e baixa eficiéncia de determinadas drogas, fazem
com que a busca por alternativas mais eficazes seja necessaria (Coura & Castro,
2002; Franga et al., 2017). As macroalgas marinhas produzem substancias com vasta
diversidade quimica e, por isso representam uma importante fonte de substancias
bioativas (Cardozo et al., 2007). Apesar do Brasil possuir alta riqueza de taxons de
macroalgas bénticas, especialmente na regido estudada (Brasileiro et al, 2009),
poucos sao os trabalhos que focam na prospecc¢ao de diferentes espécies contra T.

cruzi e L. amazonensis (Torres et al., 2014).

No presente trabalho, diversas espécies de macroalgas de diferentes
localidades da Regido dos Lagos, no estado do Rio de Janeiro, foram testadas em
epimastigota de T. cruzi e promastigota de L. amazonensis. Cinquenta por cento das
especies de clordfitas testadas foram ativas para T. cruzi, 33% das ocrofitas e 24%
das rododfitas. Estes dados tornam-se revelantes visto que a divisdo Chlorophyta é o
menos representativo na quimica de produtos naturais do ambiente marinho (Oliveira
et al., 2012; Pereira et al., 2011). Por outro lado, nenhuma clordfita foi capaz de inibir

mais de 50% da viabilidade de L. amazonensis.

A varredura inicial utilizando 100 ug/mL de cada um dos 48 extratos de
macroalgas mostrou que quinze extratos foram capazes de inibir acima de 50% da
viabilidade de T. cruzi e quatro de L. amazonensis. Além disso, enquanto quatro
extratos inibiram acima de 90% a viabilidade de T. cruzi, nenhum extrato foi capaz de
inibir acima de 74% a viabilidade de L. amazonensis. Portanto, a analise pelo método
do MTT mostrou que houve uma tendéncia dos extratos serem mais efetivos contra
T. cruzi. Porém, quando determinado o Clso através da viabilidade pelo uso do IP, os
valores de T. cruzi foram superiores a L. amazonensis, condizendo com os resultados
da literatura que apontam uma sensibilidade maior de L. amazonensis (Ohan et al.,
2006; Suzgecg-Selcuk et al., 2011; Spavieri et al., 2010a; Spavieri et al., 2010b;
Allmendinger et al., 2010; Vonthron-Sénécheau et al., 2011).
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A diferenca entre as analises por MTT e IP sugerem que os extratos sao mais
eficazes em promover alteragdes metabdlicas que alteragdes estruturais, uma vez que
o primeiro método foca na atividade metabdlica mitocondrial e, o segundo na
integridade de membrana. Em estudos de varredura de compostos com atividade
antiparasitaria, o uso de dois métodos para avaliar a viabilidade celular néo é usual,
no entanto se mostrou importante devido a complementariedade das técnicas. A
aplicacao dos ensaios de IP e MTT permitiu mensurar o efeito dos extratos com maior
refinamento, sinalizando o mecanismo de acao dos extratos e proporcionando maior

confiabilidade aos resultados obtidos.

Além disso, neste trabalho a citometria de fluxo foi utilizada como ferramenta
para contagem de protozoarios, uma abordagem recente e pouco aplicada em
estudos como este. Este método substituiu a contagem convencional em camera de
Neubauer com a vantagem de ser muito mais rapido, ja que €& uma técnica
automatizada, e monstrou-se ideal para os testes com multiplos extratos como
aplicados neste estudo. Outro diferencial da técnica é a capacidade de contar células

e detectar fluorescéncia simultaneamente.

Estudos prévios com extratos de macroalgas mostram que as substancias que
possuem atividade antiparasitaria s&o majoritariamente apolares (Vonthron-
Sénécheau et al., 2011). Neste trabalho, os extratos foram preparados com solventes
de diferentes polaridades visando extrair compostos com uma ampla faixa de
polaridade. Diversos trabalhos utilizam a concentragdo maxima de 90 pg/mL dos
extratos de macroalgas para avaliar atividade leishmanicida e tripanocida. Entretanto,
essa concentragao nao foi capaz de inibir T. cruzi (Stizgeg¢-Selguk et al., 2011; Spavieri
et al., 2010a; Spavieri et al., 2010b; Allmendinger et al., 2010). Por este motivo, foram

utilizadas concentragdes acima de 90 pg/mL nos ensaios.

E importante ressaltar que as diferencas na forma de processar o material
(biomassa das macroalgas), tanto na secagem (biomassa Umida, seca a temperatura
ambiente, liofilizada, etc) quanto na extracdo (polaridades de solvente), podem
promover alteracdées no redimento e na propriedade dos extratos, inclusive causando
alteragdes moleculares, o que pode trazer dificuldade na comparacgao entre estudos.
Além disso, sempre havera diferengas nos niveis de inibigdo de acordo com a espécie

estudada (especialmente no caso de Leishmania que possui mais de 20 espécies
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causadores da doenca), com a cepa e a forma de desenvolvimento. Porém, a analise
qualitativa (presenca ou auséncia de atividade) € uma forma de interpretacao

assertiva das analises.

Em relagcdo a varredura inicial, foi observado que os quatro extratos que
promoveram as maiores inibicdes (> 90%) de T. cruzi foram os mesmos que
apresentaram atividade antileishmanial, mostrando que as espécies Canistrocarpus
cervicornis (Prainha, AC e Geriba, BU), Laurencia dendroidea (Armagao, BU) e
Laurencia sp. (Conchas, CF) possuem potencial contra doengas causadas por

tripanosomatideos.

A maioria dos extratos de mesma espécie, porém de localidades distintas,
apresentaram diferengas na inibicdo da viabilidade de ambos parasitas testados
(Tabela 4) sugerindo que fatores ambientais sao importantes para o perfil quimico das
populagdes. Laurencia dendroidea chamou atengao por apresentar atividade apenas
com o extrato oriundo da alga coletada na Armacgéo (BU), o extrato coletado no Forno
nao promoveu inibigdo de T. cruzi nem de L. amazonensis. Em testes para avaliar
atividade leishmanicida e tripanocida, Bianco e colaboradores (2014) obtiveram
inibicbes baixas em ensaios com L. dendroidea coletadas em Arraial da Ajuda (Bahia),
ao contrario de algas coletadas na llha de Cabo Frio, municipio de Cabo Frio no
Estado do Rio de Janeiro, que inibiram fortemente o crescimento dos parasitas (Veiga-
Santos et al., 2010; Machado et al., 2010). Sabe-se que populagbes dessa espécie
possuem variacdes quali- e quantitativas nos teores de metabolitos secundarios
(Machado et al., 2016). Assim, as diferengas de efeitos observados neste estudo,
tanto para L. dendroidea como para outras espécies, e. g. Plocamium brasiliense e

Codium taylorii, podem ser atribuidas a plasticidade fenotipica das espécies.

Todos os extratos que apresentaram atividade foram avaliados quanto a
capacidade de alterar a integridade da membrana dos parasitas estudados. Uma das
formas de analisar esse efeito € com a utilizacdo de marcadores. Neste trabalho,
utilizamos o iodeto de propideo (IP), que € um marcador de acidos nucléicos
fluorescente capaz de se intercalar em qualquer DNA, desde que a membrana celular
esteja permeavel. Tal propriedade deve-se ao fato de seu elevado peso molecular ndo
permitir que ele penetre células intactas em decorréncia de seu tamanho. Desse

modo, corar células com IP permite diferenciar células intactas (viaveis) de células
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com a membrana permeavel (tardiamente apoptdéticas ou necréticas). Os resultados
mostraram que todos os extratos promoveram aumento na permeabilidade da
membrana plasmatica de ambos parasitas de maneira dose-depente. Na
concentragdo de 500 ug/mL, seis extratos promoveram alteragdo na integridade da
membrana de 90% ou mais da populacao total de T. cruzi, foram eles: Codium sp.
(Rasa, BU), C. cervicornis (Rasa, BU), D. ocellata (Rasa, BU), D. canistrocarpus
(Prainha, AC), L. dendroidea (Armacgao, BU) e C. cervicornis (Geriba, BU), indicando

que praticamente todas as células estavam mortas ou em processo de morte celular.

Das espécies investigadas neste trabalho, Laurencia dendroidea (Clso= 102,3
pg/mL para T. cruzi e 67,6 yg/mL para L. amazonensis) e Canistrocarpus cervicornis
(Clso = 100 pg/mL para T. cruzi e 74,1 uyg/mL para L. amazonensis) foram as que
tiveram melhor desempenho na inibicdo dos parasitas estudados. A primeira ja possui
substancias elucidadas com atividade comprovada contra T. cruzi e L. amazonensis
(Veiga-Santos et al., 2010; dos Santos et al., 2010). C. cervicornis foi testado contra
L. amazonensis (dos Santos et al., 2011). Contudo, apesar de exibirem os menores
coeficientes de inibicdo, estes foram os extratos que apresentaram maior
citotoxicidade em células LLCMK:2 (L. dendroidea com CCso de <5 upg/mL e

Carnistrocarpus cervicornis com 14,8 ug/mL, respectivamente).

A alta toxicidade de L. dendroidea e C. cervicornis em células de mamifero,
nao foi observada em trabalhos anteriores com essas espécies. Porém, os dados néo
podem ser comparados rigorosamente por conta das diferengas metodoldgicas para
obtencdo dos extratos, os tipos celulares testados e os tempos de tratamento
utilizados nos diversos relatos reportados na literatura. Foram encontradas descrigoes
de uso de diferentes linhagens celulares de mamiferos, que ndo LLCMK2, para os
teste de citotoxicidade com extratos provenientes destas macroalgas (dos Santos et
al., 2010; Machado et al.,2011; dos Santos et al., 2011). Além disso, alguns trabalhos
que utilizaram o mesmo tipo de célula de mamifero que esta dissertacao, testaram
substancias isoladas das macroalgas e nédo o extrato bruto como nés (Veiga-Santos
et al., 2010). Nos estudos onde sado testadas substancias isoladas, ndo existe
interferéncia de outros componentes na amostra analisada, diferente dos extratos
brutos, onde € possivel que exista acdo conjunta de substancias distintas que podem
estar causando alta toxicidade nas células LLCMK:2. Por isso, é importante considerar

a analise qualitativa nessa etapa inicial de estudo. Frente a problematica dos atuais
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farmacos para tratamento dessas doencas parasitarias, nossos resultados abrem
oportunidade para maiores estudos com componentes isolados dos extratos de
macroalgas aqui testados e que podem ser promissores caso venham a apresentar

menor citotoxicidade.

Algumas outras espécies ja foram avaliadas anteriormente e exibiram alguma
atividade contra L. amazonensis, porém nao foram avaliadas contra T. cruzi. No
presente trabalho, Caulerpa racemosa apresentou 66 % de inibicdo contra T. cruzi e
43% contra L. amazonensis, entretanto demonstrou alto coeficiente de inibicéo (> 400
pMg/mL) contra T. cruzi. Em outros estudos apresentou Clso de 37,5 ug/mL contra
promastigotas de Leishmania sp. (Sabina et al., 2005) e 22,66 ug/mL contra
amastigotas de L. donovani (Slzgeg-Selguk et al., 2011). Lira e colaboradores (2016)
obtiveram resultados semelhantes aos nossos, onde essa espécie nao apresentou
atividade significativa contra promastigotas de L. amazonenses. Asparagopsis
taxiformes e Osmundaria obtusuloba também ja foram testadas anteriormente. A
primeira apresentou Clso de 9 pg/mL contra amastigota de L. infantum (Vitale et al.,
2015) e a segunda 24,5 yg/mL contra promastigota de L. amazonensis (Lira et al.,
2016). A. taxiformes apresentou potencial somente contra T. cruzi, exibindo inibicao
de 45%. Ja O. obtusuloba nao apresentou inibicdo contra nenhum dos parasitas.
Apesar da maioria dessas espécies terem exibido algum efeito, ndo promoveram
inibicdo suficiente que justique potencial para maiores estudos. Como mencionado
anteriormente, as macrolgas podem apresentar diferengas em seu perfil quimico de
acordo com variagdes ambientais. Desta maneira, estudar espécies com atividade ja
conhecida também ¢ interessante na perspectiva de encontrar populagdes com maior

potencial.

Além das espécies citadas acima que foram testadas pela primeira vez contra
T. cruzi, metade das espécies estudadas foram investigadas pela primera vez quanto
ao efeito contra ambos parasitas, algumas com indicativo de potencial importancia
farmacoldgica. Neste sentido, foram estudadas Acanthophora spicifera, Athrocladia
sp., Chaetomorpha antennina, Chondracanthus acicularis, Champia sp., Chnoospora
minima, Codium decorticatum, Codium intertextum, Codium taylori, Cryptonemia
seminervis, Dasya ocellata, Gelidium pusillum, Hypnea pseudomusciformes, Hypnea
spinella,  Plocamium  brasiliense, Pterocladiella  capillacea, = Rhodymenia

pseudopalmata, Sargassum vulgare, Spyridia clavata e Wurdemanni miniata. Dentre
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estas, cinco revelaram potencial contra T. cruzi: Acanthophora spicifera, Codium
intertextum, Codium taylori, Dasya ocellata e Plocamium brasiliense. P. brasiliense e
D. ocellata foram as espécies que mais se destacaram. A partir de 48 h, exibiram os
menores coeficientes de inibicao, atras apenas de L. dendroidea e C. cervicornis. P.
brasiliense foi a espécie com maior desempenho contra T. cruzi, com 48 h apresentou
a terceira maior inibicdo (Cso=169,8 pg/mL) além disso, demonstrou ser o terceiro

extrato menos citotdxico (CCso = 63,1 pg/mL).

Estudos de investigagdo de atividade da espécie Plocamium brasiliense sao
escassos. Apesar disso, 0s monoterpenos encontrados nessa espécie demonstraram
alta atividade anti-herbivora (Pereira & Vasconcelos, 2014), além de atividade
antioxidante (Martinset al., 2012), contra o herpes virus (Barros et al., 2014), veneno
de cobra (Claudino et al., 2014) e anti-incrustante (Paradas et al., 2015), que podem
ser considerados como indicio da presenga de bioatividade farmacoldgica. Porém
nenhum trabalho que avaliasse o efeito contra microrganismos de interesse médico,
células tumorais e efeito anti-inflamatério havia sido desenvolvido até o momento.
Dessa maneira, P. brasiliense apresentou-se como a espécie com maior potencial
para elucidagao de seu perfil quimico e ensaios biolégicos mais refinados com T. cruzi,
como analise em amastigotas intracelulares, determinacdo do indice de seletividade
entre o parasita e a célula de mamifero e analises de mecanismo de agdo das
substancias isoladas. Mais uma vez, ressalta-se a diferenca de efeito observada entre
a amostra coletada na Rasa (BU) e Ferradurinha (BU), onde a primeira promoveu
inibicdes bem maiores que a segunda. Segundo Gomes (2013), essa espécie
apresenta variagdes quantitativas na produgcdo de monoterpenos halogenados
aciclicos bromados e clorados de acordo com o local de ocorréncia que subsidiam as

diferengas de inibigao verificadas.

Embora neste trabalho ndo tenhamos usado as formas de desenvolvimento
dos parasitas nas quais as drogas vao agir quando pensamos no tratamento do
enfermo, optamos por utilizar as formas n&o infectivas e extracelulares dos
tripanosomatideos por elas apresentarem algumas vantagens: sédo formas
proliferativas que crescem rapido, oferecem menos risco de manipulagdo, ndo é
necessario utilizar animais para manté-las em laboratério e nos dao pistas da acao
dos compostos e principalmente seu alvo celular. Além disso, todas as formas de

desenvolvimento sao importantes para sobrevivéncia do parasita pois fazem parte de
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seu ciclo de vida. Os ensaios com formas intracelulares (amastigotas) serao
realizados numa proxima etapa de investigagdo, uma vez que estas formas de
desenvolvimento podem apresentar maior sensibilidade aos extratos testados,
apresentando menores valores de Clso, 0 que reduziria a toxicidade destes compostos
para a célula hospedeira. Por fim, vale ressaltar que a analise aprofundada do efeito
dos extratos de macroalgas sobre os tripanosomatideos pode ser uma importante
ferramenta para estudar a biologia celular destes microrganismos, o0s quais
apresentam estruturas e mecanismos celulares unicos na natureza, ajudando a

compreender melhor a biologia destes seres primitivos.
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6. CONCLUSAO

Do total de 48 extratos, quinze apresentaram inibicdo da viabilidade de T. cruzi
pelo método do MTT e onze foram confirmados pelo método do IP. Quatro inibiram a

viabilidade de L. amazonensis por ambos métodos.

A maioria dos extratos de mesma espécie demonstrou diferengas de inibi¢ao
entre os locais coletados, sugerindo a variabilidade de perfil quimico entre as

populagdes de macroalgas.

Os extratos da espécie Laurencia dendroidea, coletada na Praia Rasa em
Buzios, e os extratos de Carnistrocarpus cervicornis de todos os pontos de coleta
demonstraram os maiores efeitos contra Trypanosoma cruzi e L. amazonensis. Estes

mesmos extratos foram os mais citotoxicos para LLCMKz.

Vintes espécies foram investigadas pela primeira vez quanto ao efeito
tripanocida e leishmanicida. Cinco apresentaram inibigdo contra T. cruzi, foram elas:
Acanthophora spicifera, Codium intertextum, Codium taylori, Dasya ocellata e
Plocamium brasiliense. Os resultados foram menos promissores em relacao a inibicao

contra L. amazonensis, nenhuma espécie nova demonstrou potencial leishmanicida.

Plocamium brasiliense foi a espécie que mais se destacou devido sua alta
inibicao contra T. cruzi (Clso=169,8 ug/mL) e uma das citotoxicidade mais baixas (CCso
= 63,1 pg/mL), sinalizando o potencial da espécie para trabalhos futuros de
determinacao de perfil quimico e mecanismos de acéo de substancias. Laurencia sp.
pg/mL e CCso = 36,3 pg/mL), sendo necessarios mais estudos que avaliem sua

atividade.



64

7. PERSPECTIVAS

o Realizagdo de imagens de microscopia eletrénica de transmissdo dos
protozoarios tratados com os extratos de macroalgas que apresentaram efeito para

avaliar possiveis alteragdes estruturas e mapear o mecanismo de agao destes extrato.

o Fracionamento e elucidagdo dos metabdlitos das espécies mais

promissoras: Dasya ocellata, Plocamium brasiliense e Laurencia sp.

o Realizagdo de ensaios biologicos mais refinados utilizando as formas

infectivas dos parasitas.
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