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ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of infectious disease caused by Leishmania parasites which
mainly infect macrophages. In humans, Leishmania infection can cause four syndromes:
cutaneous, diffuse cutaneous, mucocutaneous and visceral leishmaniasis. The conventional
chemotherapeutic agents currently available, such as pentavalent antimonials and
pentamidine, have high toxicity, causing cardiac and renal disturbances, respectively. The
amphotericin B present high toxicity and high cost. Due to the limited number of drugs for the
treatment and the lack of an effective vaccine, it is fundamental the research on new
therapeutics. In this sense, the antiparasitic activity of molecules derived from plant extracts
or their oils has been intensively investigated. The present study aims to investigate the
leishmanicidal activity of extracts and compounds of species of the genus Hypericum
collected in Cusco/ Cajamarca in Peru and Rio Grande do Sul (Brazil) on promastigotes and
amastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis as well as the cytotoxic effects of
hexane extracts and compounds on macrophages and human red blood cells, respectively. For
this, promastigotes of L. (L.) amazonensis were distributed in 96-well plates (3 x 10%/per well)
and incubated with medium M199 (control) or with different concentrations of extracts or
compounds of the genus Hypericum (15.6 to 900 pg/mL). After 48 hours incubation the
viability of promastigotes was determined by counting the number of viable promastigotes in
a Neubauer chamber. The viability of macrophages treated with the hexane extracts of
different Hypericum species was determined by MTT assay. To this, 2 x 10° cells/mL were
incubated with  RPMI (control) or different concentrations of Hypericum fractions (15.6 to
1000 pg/mL). To test the leishmanicidal activity of isolates against amastigotes forms,
macrophages were infected in vitro with promastigotes of L. amazonensis and stimulated with
LPS (10 ng/mL)/IFN-y (1 ng/mL) for 48 h. This activity was measured by determination of
the number of alive parasites after incubation in M199 at 26 °C and growth of promastigotes.
The extracts of H. polyanthemum, H. carinatum and H. linoides showed significant
leishmanicidal activity against promastigotes with ICsy of 36.12 ng/mL, 64.99 pg/mL and
111.9 pg/mL, respectively. It was also observed that this extracts were 4, 1.8 and 1.2 times
less toxic to macrophages than to promastigotes, respectively. The compounds cariphenone A,
uliginosin B, isouliginosin B and japonicin A showed significant toxicity on promastigote
forms with 1Csy of 35.46 pg/mL, 42.65 ng/mL, 43.96 ng/mL and 82.18 pg/mL, respectively.

The treatment of macrophages with LPS/IFN-y, and with different compounds decreased the



viability of intracellular amastigote forms in almost 100%. While the leishmanicidal activity
induced by LPS/IFN-y was abrogated by the treatment with aminoguanidine, the activity
induced by the compounds was independent of nitric oxide production. In addition, the
compounds showed low cytotoxicity to erythrocytes. Our results suggest that different species
of Hypericum genus present compounds that directly caused leishmanicidal activity on
promastigote, as well as present the ability to induce leishmanicidal mechanisms on
Leishmania-infected macrophages. Further studies are needed to clarify the mechanisms

involved in the leishmanicidal activity of Hypericum compounds.

Keywords: Leishmania (L.) amazonensis. Leishmanicidal activity. Hypericum.

Macrophages. Nitric oxide.



RESUMO

As leishmanioses s3o doencas infecciosas causadas por parasitos do género
Leishmania, os quais infectam principalmente macrofagos. A infec¢do por Leishmania pode
causar quatro sindromes: cutinea, cutdnea difusa, mucocutanea e visceral. Os quimioterapicos
convencionais disponiveis como os antimoniais pentavalentes e a pentamidina apresentam
toxicidade elevada, gerando alteragdes cardiacas e renais, respectivamente. J& a anfotericina B
possui elevado custo e alta toxicidade. Devido ao numero limitado de farmacos para o
tratamento e a inexisténcia de uma vacina eficaz, ¢ fundamental a pesquisa de novas
alternativas terapéuticas. Neste sentido, a atividade antiparasitdria de moléculas obtidas de
extratos de plantas ou seus 6leos tém sido intensamente investigada. O presente trabalho se
propde a investigar a acdo leishmanicida de extratos hexanicos e compostos de espécies do
género Hypericum coletadas em Cusco/Cajamarca no Peru e no Rio Grande do Sul (Brasil)
sobre formas promastigostas e amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis assim
como, avaliar a citotoxicidade dos extratos e compostos sobre macrofagos e hemadcias
humanas, respectivamente. Assim, formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram
distribuidas em placas de 96 pogos (3 x 10%/poco) e incubadas com meio M199 (controle) ou
com diferentes concentragdes de extratos ou compostos do género Hypericum (15,6-900
pg/mL). Apds 48 horas de incubagdo a viabilidade de formas promastigotas foi determinada
através da contagem do niimero de formas promastigotas viaveis em camara de Neubauer. A
viabilidade de macrofagos tratados com diferentes espécies de Hypericum foi determinada
pelo ensaio de MTT. Para isto, 2 x 10° células/mL foram incubadas com RPMI (controle) ou
com diferentes concentracdes das fracdes de Hypericum (15,6-1000 pug/mL). Para testar a
atividade leishmanicida dos compostos sobre formas amastigotas, macrofagos foram
infectados in vitro com promastigotas de L. amazonensis e estimulados com LPS (10
ng/mL)/IFN-y (1 ng/mL) por 48 horas. Esta atividade foi mensurada pela determinagdo do
numero de parasitas vivos apds incubagdo com M199 a 26 °C e crescimento de promastigotas.
Os extratos de H. polyanthemum, H. carinatum e H. linoides mostraram significativa
atividade leishmanicida sobre promastigotas com ICsy de 36,12 ug/mL, 64,99 ng/mL e 111,9
ug/mL, respectivamente. Observou-se também que estes extratos foram 4, 1,8 e 1,2 vezes
menos toxicos para macrofagos do que para formas promastigotas, respectivamente. Os
compostos carifenona A, uliginosina B, isouliginosina B e japonicina A demonstraram

significativa toxicidade sobre formas promastigotas com ICsy de 35,46 pg/mL, 42,65 ng/mL,



43,96 ng/mL e 82,18 pg/mL, respectivamente. O tratamento de macrofagos com LPS/ IFN-y,
e com diferentes compostos diminuiu a viabilidade de amastigotas intracelulares em quase
100%. Enquanto que a atividade leishmanicida induzida por LPS/IFN-y foi anulada pelo
tratamento com aminoguanidina, a atividade induzida pelos compostos foi independente da
producao de o6xido nitrico. Em adi¢cdo, os compostos mostraram baixa citotoxicidade sobre
hemadcias. Nossos resultados sugerem que diferentes espécies do género Hypericum possuem
compostos que causam atividade leishmanicida direta sobre promastigotas, bem como
apresentam a capacidade de induzir mecanismos leishmanicidas em macrofagos infectados
com Leishmania. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos na

atividade leishmanicida dos compostos de Hypericum.

Palavras-chave: Leishmania (L.) amazonensis. Atividade leishmanicida. Hypericum.

Macrofagos. Oxido nitrico.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose

A leishmaniose ¢ wuma doenca infecciosa ocasionada por protozoarios
tripanosomatideos que pertencem a ordem Kinetoplastida e ao género Leishmania. O género
Leishmania ¢ dividido em dois subgéneros: Leishmania, que esta presente nas Américas, na
Europa, na Africa e na Asia e o Viannia, encontrado apenas na Europa, Asia e Africa [1, 2].
Por ser uma doenga que ocorre principalmente em paises pobres, o investimento global na
pesquisa de medicamentos anti-Leishmania pelas empresas farmacéuticas tem sido
considerado limitado [3].

A Leishmania apresenta duas formas morfolégicas, a forma promastigota extracelular
e flagelada encontrada na saliva do vetor e a forma amastigota intracelular encontrada em
células como macréfagos/mondcitos, células dendriticas e outros fagdcitos como os
neutrofilos. A forma promastigota infecta os fagocitos e transforma-se na forma intracelular.
A posterior replicacdo, leva a ruptura da célula e a infeccdo de outros fagocitos. O ciclo esta
completo quando os flebotomineos, que se alimentam do sangue do hospedeiro, absorvem as

células fagociticas infectadas ou parasitas extracelulares (Figura 1) [4-6].
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Figura 1. Ciclo de vida dos parasitos de Leishmania. Fonte: Kaye & Scott, 2011 [5].

A transmissao do parasito pode ser zoondtica, tendo o cdo (ciclo doméstico) ou
animais silvestres (ciclo silvestre) como principais reservatorios, e antropondtica, a qual o
homem € o reservatério. Além destas, ha a ocorréncia da transmissdo enzodtica entre animais
selvagens, onde caso o homem seja infectado, ¢ o hospedeiro final. Em ciclos silvestres, os
hospedeiros animais podem manter a transmissdo enzodtica indefinidamente sem a doenca
humana. A leishmaniose esporddica ou epidémica ocorre quando o homem entra no habitat
silvestre para propositos econdmicos ou militares, ou quando habitagdes humanas invadem o
cenario silvestre [7].

Nas Américas, o vetor responsavel pela transmissdo ¢ o flebotomineo fémea
pertencente ao género Lutzomyia, enquanto que na Europa, Africa e Asia, é o Phlebotomus
[8]. Os flebotomineos geralmente picam em areas externas e durante a noite, mas algumas
espécies o fazem durante o dia e em dreas internas, como dentro de casa [9]. Os vetores
podem ser especificos para uma espécie de Leishmania ou podem ser inespecificos,

suportando o crescimento de mais de uma espécie em seu interior [10, 11]. Esta capacidade ¢
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devido a receptores nas células do intestino do vetor que se acoplam a ligantes especificos
expressos pelas formas promastigotas de Leishmania [12, 13]. A distribui¢do da doenga
depende das caracteristicas ambientais que permitem a sobrevivéncia do vetor. Quando hé a
ocorréncia de temperaturas mais elevadas, a tendéncia do mosquito € voar para locais menos
quentes, onde normalmente ndo haveria a presenca do vetor [14-17].

Diferentes espécies estdo envolvidas no desenvolvimento das distintas
manifestagcdes clinicas. A forma cutanea ¢ causada por diversas espécies de Leishmania,
dentre as quais: Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica,
Leishmania (Leishmania) killicki, Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania
(Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) peruviana e Leishmania (Viannia) guyanensis. A forma
mucocutanea tem sido associada com L. (V.) braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis,
L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. Ja a sindrome visceral ¢ ocasionada por Leishmania
(Leishmania) donovani, L. (L.) tropica e Leishmania (Leishmania) infantum. Para esta ultima
espécie se aceita também a utilizagdo da nomenclatura Leishmania (Leishmania) chagasi,
pois se acredita que se tratam do mesmo agente etiologico [18-21].

De acordo com Azeredo-Coutinho e colaboradores a distribuicao geografica de L.
amazonensis tem aumentado no Brasil [22]. Por isso, cepas de L. amazonensis t€m sido

utilizadas em estudos para uma possivel vacina contra a leishmaniose cutanea [23].

1.1.1. Formas clinicas

As manifestagcdes clinicas da leishmaniose dependem da espécie do parasito e da
susceptibilidade genética do hospedeiro [24]. Dentre elas temos a leishmaniose cutanea (LC)
que ¢ caracterizada por lesdes em forma de ulceras ou nédulos em éareas expostas a picada do
flebotomineo, como pernas, bracos e face. Esta ¢ dividida em quatro fenétipos: leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea
(LMC) e leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC), sendo que esta ultima ocorre em
consequéncia da leishmaniose visceral (LV) [25]. Contudo, uma nova forma clinica tem sido
descrita, a leishmaniose cutdnea disseminada intermediaria/borderline que ¢é caracterizada por
evolugdo cronica e recaidas. Esta manifestacao ¢ intermediaria entre a LCL e as formas LMC
e LCD [26].

A LC pode curar-se espontaneamente ou evoluir para a forma mucocutanea, quando

causada pelas espécies L. (V.) panamensis e L. braziliensis [27]. A LMC ocasiona
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desfiguragdes na face do individuo, afetando areas como o nariz, boca e palpebras. Esta
destruicdo do tecido pode dificultar a respiracdo e a degluticdo, podendo levar a morte [28].

A LCD pode ser ocasionada por L. amazonensis, L.(L.) mexicana, Leishmania
(Leishmania) pifanoi, L. (L.) major e L. (L.) aethiopica. E caracterizada por nédulos que se
espalham pelos membros, nadegas e face. Esta forma cronifica e casos de recidivas sao
comuns [29].

A LV ou calazar é a forma mais severa dentre as leishmanioses, sendo caracterizada
por febre, hepatoesplenomegalia e perda de peso. Caso o individuo ndo seja tratado, o quadro
pode evoluir para pancitopenia e imunossupressao. Em consequéncia da pancitopenia, palidez
e hemorragia também podem ocorrer [23, 24, 30, 31]. As reagdes inflamatdrias se
desenvolvem de dois a oito meses apos a infecgdo e se a doencga ndo for tratada, geralmente ¢

fatal [32].

1.1.2. Resposta imune

A resposta imune contra Leishmania ¢ bastante complexa [33]. Dentre os mecanismos
efetores para eliminagdo do parasito cita-se a ativacdo de macrofagos com posterior produgao
de oxido nitrico (NO), de espécies reativas derivadas do oxigénio (ROS) e nitrogénio, além
da ativagao da enzima lisossomal [34-37].

Os neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas para o local da picada do
flebotomineo e envolve a producao do fator quimiotdtico para neutrofilos por formas
promastigotas, que também induzem a secre¢do de IL-8 pelos neutréfilos [38-42]. Vale
ressaltar que componentes salivares dos vetores também desencadeiam o recrutamento de
neutréfilos [43, 44]. Os neutrdfilos sdo responsaveis pela fagocitose e a morte do parasito se
da através da liberacdo de peptideos antimicrobianos e pela degranulagdo do neutréfilo, que ¢
induzido por leucotrieno B4 (LTB-4) [45, 46]. Contudo, apos o englobamento, o neutrdfilo
pode entrar em apoptose e liberar restos dos parasitos que poderdo ser fagocitados por
macréofagos. Os neutrofilos apoptoticos também podem atuar sobre os macrofagos infectados,
reduzindo sua capacidade fagocitica. Além disso, os macréfagos infectados produzem TGF-3
e PGE; na presenga de neutrofilos apoptdticos auxiliando na replicagdo da Leishmania [47,
48]. Os neutréfilos também podem servir como veiculo para levar o parasito vivo ao interior
de fagocitos (monocitos/macréfagos) sem ativar os mecanismos efetores dos macrofagos

sobre Leishmania, de acordo com a hipétese do “cavalo de Tréia” (Figura 2) [49].
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Figura 2. Neutrofilos como reservatorio de Leishmania: a hipdtese do cavalo de Troia. Fonte: Laskay et al.,

2003 [49].

As células dendriticas atuam no controle parasitario através da ativacdo de células T e
da produgdao de TNF-a [48]. J& as células NK desencadeiam a atividade microbicida de
macrofagos pela produgdo de IFN-y. Em pacientes com LCD tratados ha o recrutamento de
NKs para o local da lesdo [50, 51]. Sabe-se que em pacientes com LMC ocorre produgdo
excessiva de TNF-a e IFN-y [35, 52, 53]. A expressdo de IFN-y e os niveis de RNAm de IFN-
y estdo elevados no plasma e no linfonodo de pacientes com LV ativa, respectivamente.
Contudo, estes dados indicam que mesmo com a producdo elevada de IFN-y, isto ndo confere
uma protecdo contra esta forma da doenga [54-56]. Desse modo percebe-se que a presenca de
citocinas pro-inflamatorias e células fagociticas nem sempre estd relacionada ao controle da
infecgdo, podendo até favorecer o surgimento de lesoes.

Em camundongos, IFN-y, TNF-a e IL-12 sdo citocinas caracteristicas da resposta Thl
que esta diretamente relacionada ao desenvolvimento de lesdes menores e com uma pequena
quantidade de parasitos, ou seja, uma doenga controlada [49]. Estas citocinas ativam
macréfagos infectados aumentando os niveis de NO e ROS que sdo prejudiciais a Leishmania
[57]. Em contrapartida, a resposta chamada de Th2 favorece lesdes mais extensas e
disseminadas, sendo caracteristica a produgdo de citocinas anti-inflamatoérias como IL-4, IL-5
e IL-13 [49]. Este paradigma de resposta Th1/Th2 tem sido reavaliado e outras populagdes de
células T CD4" também podem influenciar significativamente no resultado da doenca. Dentre

estas populagdes temos as populagdes de células T CD4" reguladoras, células T CD4" helper

Th17 e Th9, e células T helper folicular (th) (Figura 3) [58].
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Figura 3. Os mecanismos que influenciam a expansio de diferentes popula¢des de células T CD4"™ como parte
da resposta imune adaptativa ap6s infecg@o por Leishmania major, e seu papel na determinagio do resultado da

doenga. Fonte: Alexander & Brombacher, 2012 [58].

Em humanos, esta diferenciacdo nitida entre respostas Thl e Th2 ndo ¢ totalmente
aplicavel. Contudo, a resposta imune tem um papel fundamental na caracterizagdo da clinica
da doenga [59].

As células T CD4" controlam a infec¢do através da produgio de IFN-y e ativagdo de
macréfagos, mas a resposta destas células ndo estaria envolvida com a citdlise de células
infectadas [60]. Contudo, citocinas produzidas por estas células podem também causar dano
tecidual a partir do desenvolvimento de resposta inflamatoria [49]. Células T CD4"
denominadas Th17 produzem IL-17, uma citocina que foi encontrada em altos niveis em
pacientes com LC e LMC [61]. Esta interleucina contribui para a patogénese da LMC através
da ativagdo de polimorfonucleares, injuria tecidual e osteoclastogénese [35]. Contrariamente,
individuos expostos a L. donovani tiveram uma maior prote¢do contra o desenvolvimento de

LV quando suas células mononucleares de sangue periférico produziram IL-17 apds estimulo

com o parasito morto [62].
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Ja as células T CDS8" causam citolise de células infectadas, e por isto, interferem na
imunopatologia da doenga [60]. Prova disto ¢ a presenga de linfécitos T CD8" citotoxicos em
lesdes de pacientes com LC, estando correlacionado com a progressdo e o tamanho da lesdo
[60, 63, 64]. Apesar destes efeitos nocivos, estas células levam a cura da doenca através da
producao de IFN-y, mudando assim a resposta de Th2 para Thl na infec¢ao primaria [65-68].

Células como macréfagos, células T reguladoras, células Thl e células T CDS
produzem IL-10 que diminui as respostas inflamatorias em individuos com LC [69-71]. Sabe-
se também que nestes individuos a resposta imune ¢ regulada tanto por citocinas pro-
inflamatdrias como anti-inflamatérias [49]. No caso de pacientes com LMC verifica-se uma
baixa produgao de IL-10, caracterizando assim a exacerbada resposta inflamatoria encontrada
nesta forma da doenca [72]. Esta citocina encontra-se em niveis elevados em pacientes com
LV e estd diretamente correlacionada com a carga parasitaria no sangue destes individuos
[73].

Em pacientes infectados com L. braziliensis verificou-se a presenca de células T
reguladoras no sitio da infec¢ao [74]. Em outro estudo, demonstrou-se que a persisténcia de L.
major na pele de camundongos C57BL/6, apos a cura das lesdes da derme, ¢ controlada por
células T reguladoras que suprimem a agdo de linfocitos T efetores, diminuindo
consequentemente os niveis de IFN-y. Esta supressao ¢ através de mecanismos dependentes e
independentes de IL-10 [75]. Além disto, as células T reguladoras sdo responsaveis pela
reativacdo da doenga por L. major em infec¢des latentes. Isto foi demonstrado por Mendez e
colaboradores em um estudo realizado com camundongos que apresentaram a reativagdo no
sitio primario da infeccdo apds uma superinfeccdo pelo parasito. Neste sitio houve um

aumento dos niveis de células T reguladoras produtoras de IL-10 [76].

1.1.3. Epidemiologia

A leishmaniose, englobando todas as suas formas clinicas, destaca-se pelo elevado
indice de mortalidade, ocasionando 50.000 mortes no mundo no ano de 2010 [77]. Neste
mesmo ano, 3,3 milhdes de pessoas viviam invalidas devido a doenca [78].

De 2004 a 2013 foram registrados no Brasil um total de 35.530 casos de leishmaniose
visceral (LV) e 226.191 casos de leishmaniose tegumentar (LT) [79, 80]. Murray e
colaboradores reportaram o Brasil como lider no ranking dos paises Americanos, com uma
incidéncia anual de 4.200 e 26.008 casos de LV e leishmaniose cutanea (LC), respectivamente

[78]. Juntamente com mais cinco paises, € responsavel por mais de 90% dos casos de LV no
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mundo. Além disto, de 70 a 75% da incidéncia de LC ¢ distribuida em dez paises:
Afeganistdo, Argélia, Colombia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru
[81].

No periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2010 o Rio Grande do Sul apresentou
oito casos de LV confirmados, sendo sete autdctones do municipio de Sdo Borja e um
advindo de Trés Lagoas (MS). Com relacao a leishmaniose visceral canina, nos ultimos anos
tem sido crescente o nimero de casos de caes infectados no Rio Grande do Sul. Em 2008 foi
encontrado o primeiro caso na cidade de Sao Borja, € em inquérito soroldgico realizado entre
fevereiro de 2009 a dezembro de 2010, dos 5.400 cdes investigados 22,5% foram
sororreagentes (Ensaio Imunoenzimatico Indireto - ELISA e Imunofluorescéncia Indireta -
RIFI). Vale ressaltar que foi registrada a presenca de Lutzomyia longipalpis (vetor principal
da leishmaniose visceral) na regido e que nas amostras de alguns caes houve caracterizagao de
L. (L.) infantum. Na cidade de Porto Alegre, em 72 amostras analisadas no ano de 2010
encontrou-se uma prevaléncia de 4,1% de LV canina (ELISA e RIFI) [82]. Dados do nosso
grupo em estudo epidemioldgico realizado com 405 cdes da regido metropolitana de Porto
Alegre (municipios de Canoas (n = 107), Sao Leopoldo (n =216) e Novo Hamburgo (n = 82)
encontrou uma prevaléncia de 1,23% por ensaio imunoenzimatico (ELISA EIE®) [83]. Desta
maneira, percebe-se que a presenga do vetor na regido e o grande numero de animais
infectados representam um fator de risco para a satide do homem, pois L. longipalpis pode

transmitir a leishmaniose visceral através de sua picada.
1.1.4. Tratamento

O farmaco de primeira escolha para tratamento da leishmaniose ¢ a base de antimdnio
pentavalente, apresentado em duas formulagdes: estibogluconato de so6dio e antimoniato de
metil meglumina. Estes farmacos apresentam problemas como eficicia varidvel e alta
toxicidade, além de resisténcia em alguns paises, como na India [84, 85]. Além disso,
problemas cardiovasculares e pancreatite podem ocorrer [86-88]. A agdo destes farmacos se
da por duas vias, a saber: pela reducdo do antiménio pentavalente (Sb") a trivalente (Sb™)
(farmacologicamente ativa) no interior de macrofagos e do parasito, atuando como pro-droga
e pela propria forma pentavalente [88, 89]. A reducdo da forma pentavalente a trivalente pode
ocorrer por mecanismos dependentes de tidis, como a glutationa, cisteina, cisteinil-glicina e
tripanotiona, inibindo a enzima tripanotiona redutase e aumentando a suscetibilidade do

parasito ao dano oxidativo gerado em macrofagos infectados ou por uma enzima especifica do
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parasito (TDR1 - Redutase I Tiol Dependente), levando a apoptose da célula [90-92]. A
segunda via sugere que haja uma atividade anti-Leishmania intrinseca, onde o Sb’ se
complexa com ribonucleosideos e atua sobre a purina, inibindo a topoisomerase I [93, 94].

Além dos antimoniais, distintas formulagdes para as varias formas clinicas da doenca
tém sido empregadas nos ultimos anos: isotiocianato de pentamidina, anfotericina B e suas
formulagdes lipidicas, paramomicina, alopurinol, derivados do azol (fluconazol, cetoconazol,
itraconazol) e analogos da alquilfosfocolina (miltefosina) [8].

A anfotericina B ¢ descrita como farmaco de segunda escolha. Como o antimonio
pentavalente, esta também apresenta problemas relacionados a toxicidade. Entre as reagdes
adversas da anfotericina B destaca-se febre alta, hipocalemia e nefrotoxicidade. Além disso, o
seu custo elevado dificulta o acesso ao tratamento, o qual requer periodo prolongado de
hospitalizagdo [86, 95]. Seu mecanismo de agdo ainda ndo esta totalmente elucidado, contudo,
sabe-se que este medicamento atua sobre o ergosterol da membrana do parasito. A interacao
da anfotericina com o ergosterol ocasiona a formagao de canais transmembranicos (poros) na
bicamada lipidica que facilita a translocacdo de cations, 4gua, glicose e enzimas de
membrana, provocando assim, a morte do parasito [96-99]. O medicamento também se liga ao
colesterol da membrana de macréfagos, inibindo sua infeccao por Leishmania [100].

Ja a pentamidina demonstra toxicidade elevada, ocasionando diabetes mellitus,
problemas gastrointestinais, cardiacos e pancreatite [101, 102]. O mecanismo de a¢do deste
farmaco estd envolvido na morte do parasita através da fragmentacdo da membrana
mitocondrial do mesmo [103, 104]. Estudos reportam que o medicamento inibe a
topoisomerase I e modifica a morfologia do cinetoplasto, gerando complexos clivaveis de
proteinas do minicirculo através da inibicdo da topoisomerase II [105-107]. Além disto, a
pentamidina inibe a S-adenosil-metionina-descarboxilase, enzima fundamental para a
biossintese da poliamina espermidina e promove o colapso do potencial de membrana
mitocondrial [108, 109].

Outros dois farmacos tém sido utilizados no tratamento da leishmaniose, a
paramomicina ¢ a miltefosina. A miltefosina demonstrou-se util no tratamento da
leishmaniose visceral na india e na Alemanha e da leishmaniose cutinea na Colombia [110,
111]. Esta substincia inibe uma enzima chave na remodelagdo do éter lipidico, afetando
assim, o crescimento celular do protozoario [112]. E um farmaco teratogénico, ocasiona
diarreia e vomito, além de toxicidade hepatica e renal [113, 114]. A paramomicina ¢ utilizada

tanto no Velho como no Novo mundo no tratamento da leishmaniose tegumentar, com
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administracdo local e parenteral [115]. Seu mecanismo de ag¢do se dé através da inibigdo da

respiragdo mitocondrial e da despolarizacdo da membrana [116].

1.2. Produtos naturais com atividade biologica

Devido aos problemas demonstrados nos tratamentos existentes, esforcos para a
descoberta de novos farmacos anti-Leishmania estdo em andamento e precisam ser
estimulados [117]. Muitas substancias com acao farmacologica foram descobertas e t€ém sido
utilizadas para o controle de doengas parasitarias, como a artemisinina de Artemisia annua L.
para a terapia antimalarica [118-120].

Produtos naturais sdo fontes para o desenvolvimento de moléculas bioativas que tém
sido utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de inimeras doengas [121]. Exemplo
disto, pode-se citar a galegina de Galega officinalis L., substancia utilizada para produgdo de
metformina (antidiabético oral), a papaverina de Papaver somniferum L. usada na preparagao
de verapamil (anti-hipertensivo) e a quelina de Ammi visnaga (L.) Lam. utilizada no preparo
da cromolina para o tratamento da asma [122].

Diante do arsenal terapéutico advindo de produtos naturais, estudos com plantas tém
sido realizados para a investigacdo de atividade biologica de extratos (preparagdes
liquidas obtidas pela remog¢do dos constituintes ativos a partir de plantas empregando um
solvente que permite extrair seletivamente os compostos de interesse), fracdes (obtidas a
partir do fracionamento do extrato bruto em contato com diferentes liquidos extratores de
diversas polaridades ou produto obtido a partir do extrato ap6s procedimentos de extragdo
solido-liquido ou cromatografia liquida em coluna) e compostos (composto, metabolito ou
molécula obtida a partir do extrato ou da fracdo por meio de técnicas de separacao
cromatografica) [123, 124].

Neste ultimo ano, diversos trabalhos demonstram a potencial atividade de produtos
naturais sobre L. amazonensis in vitro. A atividade leishmanicida de extratos hexanicos de
diferentes espécies de plantas do Brasil foi demonstrada por Ribeiro e colaboradores, onde
Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav., Chrysobalanus icaco L., Dipteryx alata Vogel,
Syzygium cumini (L.) Skeels, Hymenaea courbaril L. e Hymenaea stignocarpa Mart. ex.
Hayne, obtiveram valores de Clso menores que 200 pg/mL para formas promastigotas [125].

De Queiroz e colaboradores verificaram que os extratos aquosos de Hyptis
pectinata (L.) Poit., Aloe vera (L.) Burm. f., Ruta graveolens L., Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen e Chenopodium ambrosioides L. na concentragdo de 100 pg/mL inibiram o
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crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis em 74,2%, 75,6%, 70,8%, 83,8% e
82,1%, respectivamente [126]. O extrato acetato de etila de Strychnos pseudoquina A. St. Hil.
demonstrou um Clso de 24,9 pg/mL [127].

A atividade leishmanicida in vitro de compostos e Oleos essenciais de diversas
espécies sobre formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis também tem sido
demonstrada, com valores de Clsp menores que 15 pg/mL. Dentre os quais pode-se citar:
partenolida de Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip., oleoresina de Copaifera reticulata
Ducke, casearlucina A e caseamembrol A de Laetia procera (Poepp.) Eichler e
eupomatendide-5 de Piper regnellii (Miq.) C. DC. [128].

Estudos in vivo também tem demonstrado a atividade leishmanicida de componentes
derivados de plantas, como cumarina e alcaldide fluoroquinolona de Helietta apiculata
Benth., cantin-6-ona de Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium Engl. e extrato bruto

hidroalcolico de Chenopodium ambrosioides L. [129].

1.2.1. Atividades biologicas de extratos de Hypericum

Espécies da familia Guttiferae sdo fontes de substancias com varias atividades
bioldgicas, sendo que as do género Hypericum tém sido utilizadas em varias partes do mundo
na medicina tradicional como antisséptica, diurética, digestiva e cicatrizante [130-132]. A
espécie mais conhecida do género ¢ H. perforatum L. (erva de Sao Jodo), frequentemente
utilizada no tratamento da depressao [133]. Além destas atividades, outras tém sido descritas,
como anti-neoplasica de H. adenotrichum Spach, anti-inflamatoria de H. androsaemum L.,
antioxidante de H. ascyron L. e H. choisianum Wall. Ex N. Robson, antidepressiva de H.
reflexum L. fil., analgésica de H. glandulosum Ait., antifingica de H. connatum Lam. e
antimicrobiana de H. elongatum Ledeb. [134].

Dentre as diversas ac¢des bioldgicas destaca-se a atividade antimicrobiana de extratos
metandlicos de H. caprifoliatum Cham. & Schltdl. e H. myrianthum Cham. & Schltdl., que
foram ativos contra Staphylococcus aureus na concentragao de 100 pg/mL, com uma zona de
inibi¢cdo de crescimento do microrganismo de 16,40 e 13,14 mm no teste de difusdo em placa,
respectivamente. Além disso, o extrato metandlico de H. polyanthemum XKlotzsch ex
Reichardt na concentracdo de 200 pg/mL obteve uma zona de inibicdo de 16,23 mm para
Micrococcus luteus e 12,58 mm para Bacillus subtilis [135].

Além deste efeito sobre diferentes bactérias, a acdo acaricida de extratos metanolico e

hexanico de H. polyanthemum foi determinada através do teste de imersao de adultos, onde
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fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus (carrapato que parasita bovinos) foram imersas
em diferentes concentragdes dos extratos (6,25; 12,5; 25 e 50 mg/mL) e levadas a estufa para
observagdo da ovopostura. No teste de imersdo larval verificou-se que apds 48 horas de
exposi¢ao, o extrato hexanico na concentragao de 6,25 mg/mL e o extrato metandlico na
concentracdo de 50 mg/mL induziram a morte de 100% das larvas. O extrato hexanico na
concentracao de 50 mg/mL inibiu em 19,2% a ovoposicao [136]. Efeito larvicida também foi
encontrado para extratos hexanicos de H. polyanthemum e H. carinatum Griseb. sobre Aedes
aegypti. No teste de suscetibilidade larval, apds 24 horas de tratamento com os extratos, foram
obtidos valores de CLsy de 121 e 100 pg/mL para os extratos de H. polyanthemum e H.
carinatum, respectivamente. Além disto, o extrato de H. polyanthemum na concentracao de 53
e 71 pg/mL preveniu a formacdo de pupas (estdgio imaturo da larva), interferindo no
desenvolvimento das larvas de A. aegypti [137, 138].

A atividade antiproliferativa de diferentes espécies de Hypericum também tem sido
descrita. Neste sentido, foi demonstrado que os extratos de H. caprifoliatum e H. myrianthum
na concentracdo de 100 pg/mL inibiram o crescimento de linhagens tumorais HT-29
(adenocarcinoma coloretal humano) e NCI-H460 (carcinoma de pulmdo de células ndo
pequenas) em mais de 75% [139]. Outro estudo demonstrou acdo antidepressiva quando do
tratamento de ratos Wistar com extrato ciclohexano de H. caprifoliatum via oral (trés
administra¢des de 90 mg/kg, nos tempos de 5 minutos, 19 e 23 h ap0ds a primeira exposi¢ao ao
nado forcado), que foi capaz de reduzir em aproximadamente 40% o tempo de imobilidade
dos animais no teste de nado for¢ado [140].

Os dados acima exemplificam o grande interesse pela busca de moléculas ativas a
partir de plantas do género Hypericum, incluindo a procura por atividade antiparasitaria e

imunomoduladora.

1.2.2. Atividades bioldogicas de compostos de Hypericum

Dentre os mais comuns compostos de Hypericum estdo as quinonas policiclicas, as
xantonas, os flavanoides, os derivados de fluoroglucindis, os benzopiranos e as benzofenonas
[141]. Um grupo de pesquisadores isolou trés benzopiranos de H. polyanthemum, o HP1
(isobutiril-5,7-dimethoxi-2,2-dimetil-benzopirano), o HP2 (7-hidroxi-6-isobutiril-5-metoxi-
2,2-dimetil-benzopirano) ¢ o HP3 (5-hidroxi-6-isobutiril-7-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano)

[142], além de derivados de floroglucinol de H. myrianthum [143], H. carinatum, H.
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polyanthemum, H. caprifoliatum e H. connatum [144, 145]. De H. carinatum foram também
obtidas duas benzofenonas de estrutura inédita [146].

Estudos tém demonstrado que os benzopiranos e benzofenonas possuem atividade
antiprotozoaria. A hiperforina, floroglucinol de H. perforatum L. apresentou valor de Clsy de
2,1 uM [147], enquanto otogirone e erectquione B, floroglucinéis de H. erectum Thunb. Clsg
de 5,6 ¢ 7,2 uM [148] contra Plasmodium falciparum. Benzofenonas (7-epi-clusianona,
garciniafenona e guttiferona-a) de Garcinia brasiliensis Mart. demonstraram atividade anti-
Leishmania contra formas promastigotas com valores de Clsy de 3,33 a 18,12 pug/mL [149].
Benzopiranos de H. polyanthemum (isobutiril-5,7-dimethoxi-2,2-dimetil-benzopirano — HP1,
7-hidroxi-6-isobutiril-5-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano - HP2 e 5-hidroxi-6-isobutiril-7-
metoxi-2,2-dimetil-benzopirano - HP3) demonstraram atividade contra formas trofozoitas de
Trichomonas vaginalis com valores de Clsy variando de 226,5 a 1230,4 uM [150]. Com
relacdo a bactérias, atividade antimicrobiana foi demonstrada para uliginosina B, japonicina
A, HP2 e HP3 que foram fortemente ativos em inibir o crescimento de S. aureus (dados de
inibicdo ndo foram apresentados pelo autor) [151]. Em outro estudo, verificou-se a atividade
antibacteriana de floroglucindis (isouliginosina B, japonicina A e uliginosina B) de H.
brasiliense Choysi contra S. epidermidis e S. aureus com valores de concentragdo minima
inibitoria que variaram entre 1,5 a 50 pg/mL [152].

Outro potente efeito encontrado para os benzopiranos foi a atividade anti-tumoral in
vitro. Constatou-se que HP1, HP2 e HP3 obtiveram valores de ICsy menores que 30 pg/mL
sobre as linhagens tumorais NCI-H460, HT-29 e U-373MG [153]. Pinhatti e colaboradores
mostraram atividade antiproliferativa de uliginosina B e japonicina A sobre a linhagem
celular de carcinoma ovariano OVCAR-3, reduzindo a proliferagdao celular em 34 e 35%,
respectivamente, na concentracdo de 50 ug/mL. Carifenona A e carifenona B na concentragao
de 100 pg/mL promoveram a redu¢do da proliferacdo em 54 e 53% da linhagem U-251
(glioblastoma celular humano), 53 e 37% da linhagem HT-29 e 32 e 27% da linhagem
OVCAR-3, respectivamente. Quando da associacdo de concentracdes sub-efetivas de
japonicina A (1,3 pg/mL) e paclitaxel (0,08 pg/mL), farmaco convencional para cancer,
houve uma reducao de quase 50% na viabilidade celular de OVCAR-3 [154].

Com relacdo aos efeitos sobre o sistema nervoso central, HP1 mostrou efeito
antinociceptivo no teste de contor¢cdo abdominal em camundongos. O benzopirano na dose de
60 mg/kg (via oral) reduziu as contor¢des induzidas por acido acético em 58% [155]. A
uliginosina B foi responsavel pela inibicdo em mais de 90% das contor¢cdes abdominais na

dose de 15 mg/kg via oral [156]. Além desta ac¢do, a uliginosina B apresentou uma agao
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antidepressiva no teste de nado for¢ado em ratos. Desta maneira, na dose de 10 mg/kg (via
oral) houve uma redu¢do em mais de 70% no tempo de imobilidade dos animais. Neste
mesmo estudo, pode-se verificar que a uliginosina B, na dose de 5 mg/kg, associada a doses
sub-efetivas de antidepressivos comumente utilizados, potencializou a a¢do destes ltimos,
nos testes de nado forgado [157].

Diante das limitagdes no tratamento das leishmanioses, onde os quimioterapicos
disponiveis possuem elevada toxicidade, administragdo parenteral e desenvolvimento de
resisténcia pelo parasita, o estudo de compostos com atividade leishmanicida podera
contribuir com o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Dessa forma, a partir de
uma parceria estabelecida entre o Laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Farmécia da
UFRGS e o laboratorio de Imunologia da UFCSPA e considerando as importantes atividades
farmacologicas citadas para compostos de espécies do género Hypericum, além dos
promissores resultados relatados por diversos estudos, o presente trabalho propde a
investigacao de atividade anti-Leishmania de extratos e compostos obtidos de espécies de

Hypericum advindas do Rio Grande do Sul (Brasil) e Cusco/Cajamarca (Peru).
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2. OBJETIVO

Avaliar a possivel agdo leishmanicida de extratos e compostos de espécies do género
Hypericum coletadas em Cusco/Cajamarca no Peru e no Rio Grande do Sul (Brasil) sobre L.

amazonensis in vitro.

2.1. Objetivos especificos

Artigo: publicado

- Investigar se extratos hexanicos de diferentes espécies do género Hypericum
possuem atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L. amazonensis in vitro;

- Avaliar a citotoxicidade de extratos hexanicos obtidos de espécies do género
Hypericum sobre macrofagos;

- Determinar o indice de seletividade dos compostos com a¢do contra promastigotas de

L. amazonensis.

Apéndice: Resultados parciais que serdo utilizados para a escrita do préximo artigo:

- Avaliar a agdo leishmanicida de compostos de espécies do género Hypericum sobre
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis in vitro;

- Avaliar a citotoxicidade de compostos de espécies do género Hypericum sobre
hemacias humanas;

- Avaliar a produgdo de 6xido nitrico por macréfagos infectados e estimulados in vitro

com compostos de espécies do género Hypericum e LPS/IFN-y.
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Purpose: The purpose of this study was to assess the leishmanicidal activity of lipophilic extracts of eight
fyt’zz:n " Hypericum species against promastigote forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Lg,i‘s’hmanias[i): Material and methods: The dried and powered materials of aerial parts of H. andinum Gleason, H. brevisty-
eSS lum Choisy, H. caprifoliatum Cham. & Schltdl., H. carinatum Griseb., H. linoides A. St.-Hil., H. myrianthum
Leishmanicidal activity Cham. & Schitdl., H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt and H. silenoides Juss. were extracted by static
maceration with n-hexane. Extracts were evaporated to dryness under reduced pressure and stored
at —20°C until biological evaluation and HPLC analysis. The metabolites investigated were dimeric
phloroglucinol derivatives, benzophenones and benzopyrans. The yields were expressed as mean of three
injections in mg of compound per g of extract (mg/g extract). The effect of Hypericum species on the viabil-
ity of infective forms of L. (L.) amazonensis was determined using a hemocytometer. Amphotericin B was
used as a standard drug. The 50% inhibitory concentration (ICsp) values for each extract were determined
by linear regression analysis. The cytotoxic effects of extracts were assessed on peritoneal macrophages
of BALB/c mice by MTT assay. The concentration that causes 50% of macrophage cytotoxicity (CCsp)
was determined by linear regression analysis. The selectivity index (SI) of the extracts was determined
considering the following equation: CCsq against mammalian cells/ICsy against L. amazonensis.
Results: We demonstrated that H. carinatum, H. linoides and H. polyanthemum were able to kill the parasites
in a dose dependent manner. These extracts presented low cytotoxicity against murine macrophages. At
48 h of incubation H. polyanthemum presented significant leishmanicidal activity with a 50% inhibitory
concentration (ICso) of 36.1 p.g/ml. The leishmanicidal activity of H. myrianthum was significantly lower
than that presented by H. polyanthemum, H. carinatum and H. linoides extracts. H. brevistylum and H. capri-
foliatum showed significant leishmanicidal activity only at high concentrations (500 and 1000 p.g/ml),
while H. andinum and H. silenoides were ineffective.
Conclusion: The promising results demonstrate the importance of the species of the genus Hypericum as
source of compounds potentially useful for the treatment of leishmaniasis.

© 2014 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction visceral diseases, depending on the parasite species transmitted,
intrinsic resistance to drugs and mechanisms immune mediated,

Parasites of the genus Leishmania cause a spectrum of diseases such as the production of oxygen and nitrogen reactive species
ranging from self-healing ulcers to disseminate and often fatal (Convitet al., 1993; Garcia-Hernandez et al., 2012; McMahon-Pratt
and Alexander, 2004). Leishmaniasis is endemic in 98 countries on

five continents. At the moment, approximately 350 million peo-
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million cases of cutaneous leishmaniasis (CL) occur each year (Alvar
etal., 2012). Leishmania (Leishmania) amazonensis is able to produce
a wide spectrum of diseases in humans, including localized cuta-
neous leishmaniasis (LCL), diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL),
mucocutaneous leishmaniasis (MCL) and VL (Barral et al., 1991).

Despite of the vast amount of research conducted on Leish-
mania biology, chemotherapeutic interventions are still far from
ideal and adequate vaccines have yet to be developed (Garcia-
Hernandez et al., 2012; Mutiso et al., 2013). The pentavalent
antimonials remain the first-line drugs for the treatment of leish-
maniasis regardless their high toxicity, resistance emergency and
treatment failure (Sundar, 2001; WHO, 2010). Other drugs such as
pentamidine, amphotericin B and miltefosine have limited use due
to their high cost, severe side effects or resistance (Sanchez-Canete
et al., 2009; WHO, 2010). Plants are a rich source of new molecules
for pharmaceutical purposes, either as a source of compounds or
as a model for the designing of new ones (Cragg and Newman,
2013). In the last decades, there has been a renewed interest in
natural products as source of new drugs, including anti-infective
substances (Butler, 2004; Cragg and Newman, 2013).

Species of the genus Hypericum (Hypericaceae) have been tradi-
tionally used in different parts of the world as antiseptic, diuretic,
stomachic, wound healing and antimicrobial agents (von Poser
et al., 2006), and several reports have confirmed their therapeuti-
cal potential. Recently, our group demonstrated that the lipophilic
extract and isolated compounds (benzopyrans HP1, HP2, HP3 and
dimeric phloroglucinol uliginosin B) from H. polyanthemum present
antiprotozoal activity against Trichomonas vaginalis (Cargnin et al.,
2013). Moreover, extracts of H. lanceolatum and phloroglucinol
derivatives of H. erectum presented pronounced antiplasmodial
activity (Moon, 2010; Zofou et al., 2011), while samples of H. perfo-
ratum macerated in olive oil exerted mild inhibitory activity against
Trypanosoma rhodesiense (Orhan et al., 2013).

Considering the current problems related to antileishmanial
drugs and the increasing need for alternatives that may lead to
development of new medicines, this study investigated the leish-
manicidal activity of lipophilic extract of eight Hypericum species
against L. amazonensis and their cytotoxicity on macrophages. To
determine the major compounds present in the extracts (Fig. 1),
analyses by high performance liquid chromatography (HPLC) were
performed.

Materials and methods
Plant material

Aerial parts of eight Hypericum species in flowering stage were
collected (Table 1). Plants were identified by Dr. Sérgio Bordignon
(UNILASALLE, RS, Brazil) and voucher specimens were deposited
in the herbarium of Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICN). Plant collection was authorized by Conselho de Gestdo do
Patrimonio Genético (CGEN), Instituto Brasileiro do Meio Ambi-
ente (IBAMA-003/2008 P 02000.001717/2008-60) and Direccién
General Forestal y de Fauna Silvestre of the Republic of Peru (0147-
2010-AG-DGFFS-DGEFFS).

Extraction procedures

Dried and powered plant materials (50g) were thoroughly
extracted (5 x 24 h at 25°C) by static maceration with n-hexane
(5% 500ml) (F. Maia, Cotia, Sdo Paulo, Brazil). Extracts were
evaporated to dryness under reduced pressure (Rotavapor 8020
Fisatom®) yielding 1.9% (H. andinum), 3.0% (H. brevistylum), 2.0%
(H. caprifoliatum), 4.0% (H. carinatum), 3.8% (H. linoides), 3.6% (H.
myrianthum), 2.5% (H. polyanthemum) and 2.8% (H. silenoides). The

extracts were stored at —20 “C until biological evaluation and anal-
ysis (Barros et al., 2013a).

HPLC analysis

A Shimadzu liquid chromatograph (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) equipped with a DGU-20A5 degasser, LC-6AD pumps,
SIL-10AD auto sampler, CTO-20AC column oven, SPD-20AV UV/[VIS
detector and CBM-20A communications module was employed. LC
Solution 1.24 SP2 software was used to record and process the data.

Acetonitrile (CH3CN) and methanol (MeOH) were HPLC
grade (Merck, Darmstadt, Germany); trifluroacetic acid (TFA)
was reagent grade (Vetec, Duque de Caxias, R], Brazil) and dis-
tilled water (H,0) was purified by a Milli-Q system (Millipore,
Bedford, MA, USA). The separations were performed with Waters
Nova Pack C18 column (4pm, 3.9mm x 150 mm) and Waters
Nova-Pack C18 60 A guard column (3.9 mm x 20 mm). Benzophe-
nones (1=cariphenone A; 2=cariphenone B) and benzopyrans
(3 =6-1sobutyryl-5,7-dimethoxy-2,2-dimethyl-benzopyran (HP1);
4 =7-hydroxy-6-isobutyryl-5-methoxy-2,2-dimethyl-benzopyran
(HP2); 5=5-hydroxy-6-isobutyryl-7-methoxy-2,2-dimethyl-
benzopyran (HP3)) were eluted with an isocratic mobile phase
system consisting of CH3CN:H,0 (60:40, v/v) and detection at
270 nm. Dimeric phloroglucinols (6= hyperbrasilol B; 7 =japonicin
A; 8=uliginosin B) were also eluted with an isocratic mobile phase
system but consisting of CH3CN:H20 (95:5, v/v) containing 0.01%
of TFA and detection at 220 nm.

The extracts, completely dissolved in MeOH, were filtered
(0.22 pm pore size, Merck) and analyzed at room temperature
(25°C), at a flow rate of 1 ml/min. The injection volume was of
20 1. Peaks were identified by comparison of their retention times
(Rt)(1=8.0min; 2=6.2min; 3=8.2min; 4=11.5min; 5=19.4 min;
6=8.8min; 7=5.7 min; 8=7.3 min) and co-injection with authen-
tic standards isolated from Hypericum species (benzophenones 1
and 2 from H. carinatum; benzopyrans 3 - 5 from H. polyanthe-
mum; dimeric phloroglucinol 6 from H. caprifoliatum, 7 and 8 from
H. myrianthum) (Bernardi et al., 2005; Dall'agnol et al., 2005; Ferraz
etal., 2001; Nor et al., 2004). The identity and purity of compounds
were confirmed by 'H-NMR spectroscopy (Eft-60%, Anasazi Instru-
ments). Calibration curves described by Barros et al. (2013a,b) were
used to quantify the metabolites. The benzophenone 2 and dimeric
phloroglucinols 6 and 7 were determined with 1 and 8 calibration
curves, respectively. The yields were expressed as mean of three
injections in mg of compound per g of extract (mg/g extract).

L. (L). amazonensis culture

The MHOM/BR/73/M2269 strain of L. (L). amazonensis were
routinely isolated from draining popliteal lymph node of footpad
lesions of infected BALB/c mice and maintained as promastig-
otes in M199 medium containing 40 mM of 4-(2-hydroxyethyl)
piperazine-1-ethanesulfonicacid sodium salt (HEPES), 0.1 mM ade-
nine, 7.7 mM hemin, 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS), 50 U/ml of penicillin and 50 pg/ml of streptomycin. Cultures
were incubated at 26 °C, and cells were kept at densities ranging
between 5 x 10° and 3 x 107 parasites/ml (Romdio et al., 2006). All
experimental procedures were performed in accordance with the
guidelines of the National Institute of Health and Brazilian Society
for Science on Animals of Laboratory with the approval of local
Ethics Committee from Federal University of Health Sciences of
Porto Alegre (process number 11-061).

Determination of leishmanicidal activity in vitro

Promastigote forms of L. amazonensis (3 x 10° on stationary
phase) were plated in 96 well microtiter plates in four replicates
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Fig. 1. Constituents investigated in n-hexane extracts of the Hypericum species.

and incubated with M199 medium supplemented with 10% FBS
in the presence or absence Hypericum extracts (0 — 1000 p.g/ml)
for 48 h. Amphotericin B (Sigma, USA) at 4 pg/ml was used as
standard antileishmanial drug (100% of mortality). Control cells
were incubated with M199 medium containing less than 0.05% of
polysorbate 80 (Tween 80). Parasites viability was evaluated from
motility after 48 h and cell density was determined using a hemocy-
tometer. The survival rate was calculated according to the formula:
percentage survival = (average number of viable parasites in treated
group/average number of viable untreated parasites) x 100. The
50% inhibitory concentration (ICsg) values for each extract were
determined by linear regression analysis using GraphPad Software,
version 5.0.

Macrophages viability

The macrophages viability was measured by a colorimetric assay
using 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT). Peritoneal macrophages were harvested from BALB/c
mice which 3 days previously had been injected i.p. with 2 ml of
sterile thioglycollate solution (3% w/v in PBS). The cells were plated
at 2 x 10° cells/0.2 ml in RPMI 1640 plus 10% FBS, 100 U/ml peni-
cillin and streptomycin (100 pg/ml) in 96 well microtiter plates
and were incubated overnight at 37°C in an atmosphere of 5%
CO;. Then, plates were washed prior to being cultured for 44 h at
37°C in RPMI or medium plus different concentrations of Hyper-
icum extracts (0 - 1000 pg/ml). Subsequently, MTT (5 mg/ml in
PBS) was added (20 pl/well) and incubations were continued 4 h
afterwards. The purple formazan product which is formed by the
action of mitochondrial enzymes in living cells was solubilized by
addition of acidic isopropanol, and the absorbance at 570 nm mea-
sured using a Spectramax M2 (Pal et al., 2011; Romao et al., 1999).
The concentration of extract that causes 50% of macrophage cyto-
toxicity (CCsp) was determined by linear regression analysis using

Table 1
Collection data of the Hypericum species.

GraphPad Software, version 5.0. The selectivity index (SI) of the
extracts was determined considering the following equation: CCsq
against mammalian cells/ICsg against L. amazonensis.

Statistical analysis

The statistical analysis was determined by one-way ANOVA
followed by Bonferroni's test. The analyses were performed with
GraphPad Software and values of p <0.05 were considered signif-
icant. All experiments were performed at least three times and in
quadruplicate.

Results

The addition of H. linoides, H. carinatum and H. polyanthemum
extracts directly to promastigotes of L. amazonensis resulted in
dose-dependent parasite killing (Fig. 2A). After 48 h incubation, H.
polyanthemum at concentrations 31.2 and 62.5 p.g/ml showed mod-
erate to high leishmanicidal activity reducing the parasite viability
in an order of 27.5% and 98.8%, respectively (Fig. 2A). The ICsg value
of H. polyanthemum was calculated to be 36.1 pg/ml (Table 2). As
illustrated in Fig. 2C and D, H. polyanthemum at 125 pg/ml led to
total lysis of the parasites. In addition, it was observed that H. cari-
natum and H. linoides at 62.5 p.g/ml killed the parasite in 42.2% and
31.6%, respectively when compared to the control group (Fig. 2A).
As expected, amphotericin B, the reference antileishmanial drug,
was the most active against L. amazonensis (ICso 48 h=0.12 pg/ml)
(data not shown).

The effect on the viability of macrophages of the most active
extracts (H. carinatum, H. linoides and H. polyanthemum) against
infective forms of L. amazonensis was also investigated. In general,
these extracts showed low cytotoxicity (Fig. 2B). It was verified
that the 50% cytotoxic concentration (CCsq), and selectivity index

Species (voucher number)

Collection locality (harvest)

H. andinum Gleason (Ccana-Ccapatinta et al. 05)

H. brevistylum Choisy (Ccana-Ccapatinta et al. 03)

H. caprifoliatum Cham. & Schitdl. (Bordignon et al. 2287)

H. carinatum Griseb. (Bordignon and Ferraz 2309)

H. linoides A. St.-Hil. (Bordignon et al. 3317)

H. myrianthum Cham. & Schltdl. (Bordignon et al. 3059)

H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt (Bordignon et al., 3118)
H. silenoides Juss. (Ccana-Ccapatinta et al. 01)

Amparaes, Cuzco, Peru (May, 2008)

Pumahuanca, Cuzco, Peru (May, 2008)

Porto Alegre, RS, Brazil (October - December, 2008)
Glorinha, RS, Brazil (October - December, 2008)

Sdo José dos Ausentes, RS, Brazil (October - December, 2008)
Paraiso do Sul, RS, Brazil (October - December, 2008)
Cacapava do Sul, RS, Brazil (October - December, 2008)
Pumahuanca, Cuzco, Peru (May, 2008)
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Fig. 2. Leishmanicidal and cytotoxic activities of H. polyanthemum, H. carinatum and H. linoides extracts. Promastigote forms of L. amazonensis (A) and peritoneal murine
macrophages (B) were treated with medium or Hypericum extracts (15.6 — 1000 p.g/ml) for 48 h. Leishmania survival was determined using a hemocytometer and the
macrophages viability by the MTT assay. L. amazonensis integrity after exposure to medium or H. polyanthemum at 125 p.g/ml can be visualized in panels Cand D, respectively
(panoptic stain - 400x magnification). Data are reported as means + SEM of four replicates and are representative of three experiments. Statistically significant different

with "p<0.05 compared with control (ANOVA followed by Bonferroni's test).

values (CCsp/ICs0) ranged from 118.6 to 144.7 pg/ml and 1.2 to 4,
respectively (Table 2).

The leishmanicidal activity of H. myrianthum was significantly
lower than those found for H. polyanthemum, H. carinatum and
H. linoides independently of the tested concentration (data not
shown). Hypericum brevistylum and H. caprifoliatum showed sig-
nificant leishmanicidal activity only at high concentrations. These
extracts at 500 p.g/ml were able to reduce the viability in an order
of 90% and 55%, respectively. In addition, the concentration of
1000 p.g/ml induced 100% and 82.5% of mortality, respectively. In
contrast, H. andinum and H. silenoides did not show significant
leishmanicidal effect even at the highest concentration (data not
shown).

The results of HPLC analysis are shown in Table 3. HPLC profile
of the most active extract (H. polyanthemum) can be visualized in
Fig. 3. All the plants presented the dimeric phloroglucinol 8. The
extracts of H. linoides and H. myrianthum presented the highest
concentration of 6 and 7, respectively. Confirming previous reports
(Barros et al., 2013b; Bernardi et al., 2005; Cargnin et al., 2013;
Ferraz etal., 2001), benzophenones 1 and 2 were found exclusively
in H. carinatum, while benzopyrans 3, 4 and 5 were detected only
in H. polyanthemum.

Table 2

Discussion

This is the first study reporting the leishmanicidal activity for
Hypericum species on L. amazonensis. Here, it was demonstrated
that depending on the dose, the lipophilic extracts of H. polyan-
themum, H. carinatum, H. linoides, H. myrianthum, H. caprifoliatum
and H. brevistylum were able to kill infective forms of L. amazo-
nensis, one of the main agent of cutaneous leishmaniasis in the
world (Carvalho et al., 1994; Franga-Costa et al., 2012). The cur-
rent treatment of leishmaniasis presents problems such as drug
resistance, variable or low efficacy, high cost, side effects, besides
others (Sanchez-Caiete et al., 2009; Sundar, 2001; WHO, 2010).
Considering this, the search for new active compounds may lead
to the discovery of more efficient medicines for the treatment of
leishmaniasis. It is interesting to note that different extracts of
Hypericum spp. present activity against protozoa as Plasmodium sp.,
Trypanosoma sp. and Trichomonas sp. (Cargnin et al., 2013; Moon,
2010; Orhan et al., 2013; Verotta et al., 2007; Zofou et al., 2011),
confirming this potential.

Significant differences in the leishmanicidal activity of
extracts obtained from different Hypericum species were
observed. Hypericum polyanthemum presented the highest activity

Leishmanicidal activity and macrophages cytotoxicity of extracts of Hypericum species at 48 h..

Hypericum species ICso”, pg/ml (95% CI)

CCs0”, pg/ml (95% CI) s

H. polyanthemum
H. carinatum
H. linoides

36.12(30.25 - 43.13)
64.99 (51.90 - 81.38)
111.9(65.04 - 192.70)

144.7 (91.68 - 228.3) 4
118.6 (87.34 - 161)

137.1(108.4 - 173.4) 12

@ 1Cs0: concentration of extract that causes 50% of mortality of L. amazonensis.
b CCsp: concentration of extract that causes 50% of macrophage cytotoxicity.
€ 95 Cl: 95% confidence interval.

4 SI: selectivity index, calculated as ratio of CCsg for macrophage/ICsg for L. amazonensis.
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Table 3
Content of the major compounds present in the lipophilic extract of the investigated Hypericum species.
Hypericum species Compounds (mg/g extract)
1 2 3 4 5 6 7 8
H. andinum - - - - - - - 16.60
H. brevistylum - - - - - 1.08 - 68.98
H. caprifoliatum - - - - - - 279 0.60
H. carinatum 0.83 5.76 - - - - - 16.48
H. linoides - - - - - 13.98 14.41 1.92
H. myrianthum - - - - N = 70.51 35.97
H. polyanthemum - - 356.99 426.84 109.77 - - 0.54
H. silenoides - - - - - - - 42.27

1=cariphenone A; 2=cariphenone B; 3 =G6-isobutyryl-5,7-dimethoxy- 2,2-dimethyl-benzopyran (HP1); 4 ="7-hydroxy-6-isobutyryl-5-methoxy-2,2-dimethyl-benzopyran
(HP2): 5 =5-hydroxy-6-isobutyryl-7-methoxy- 2,2-dimethyl-benzopyran (HP3); 6 = hyperbrasilol B; 7= japonicin A; 8 =uliginosin B; -, not detected.

(H. polyanthemum> H. carinatum > H. linoides > H. myrianthum > H.
brevistylum > H. caprifoliatum). It is noteworthy to notice that this
is the only species that accumulate benzopyrans 3 - 5 (Table 3,
Fig. 3) (Barros et al., 2013a,b; Cargnin et al,, 2013; Ferraz et al.,
2001).

In the present study, the ICsy values of H. polyanthemum, H.
carinatum and H. linoides n-hexane extracts against promastigotes
of L. amazonensis ranged from 36 to 112 pg/ml. Recently, Cargnin
et al. (2013) demonstrated that the supercritical fluid extract of H.
polyanthemum at206.98 pg/ml reduced the viability of Trichomonas
vaginalis in 50%, while its main isolated compounds (3, 4, 5 and
8) at 62.5 pg/ml decreased the parasite viability in 50%, 20%, 10%
and 50%, respectively. In the present study, at 62.5 pg/ml the n-
hexane extract of H. polyanthemum caused an inhibition of 90% in

uv (x1,000,000)

A

the Leishmania viability, showing an ICsp value of 5.7 times lower. It
is important to consider that the difference in the susceptibility of
these pathogens might be due to a higher selectivity of H. polyan-
themum extract against L. amazonensis and Jor a synergistic effect of
its compounds. In this context, Grivicich et al. (2008) demonstrated
that in association, 3, 4 and 5 were more potent in inhibiting the
growth of U-373 MG cells, a glioblastoma cell line, when compared
to the independent effect of each isolated one. Thus, such com-
pounds seem to be very interesting candidates to future studies
against protozoa pathogens.

According to the literature, extracts and more lipophilic com-
pounds tend to favor the anti-protozoa activity (Cargninetal.,2013;
Maciel-Rezende et al., 2013). Alkyl-substituted benzophenones, for
example, demonstrated to be more active than their hydroxylated
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Fig 3. HPLC profile of n-hexane extract of Hypericum polyanthemum. Stationary phase: Waters Nova Pack C18 column (4 pum, 3.9 mm = 150 mm) and Waters Nova-Pack C18
60A guard column (3.9mm = 20mm). (A) Isocratic elution (60% CH3CN, 40% H,0) and detection at 270 nm. 3, HP1 (8.2 min); 4, HP2 (11.5 min); 5, HP3 (19.4 min). (B) Isocratic
elution (95% CH3CN, 5% H,0, 0.01% TFA) and detection at 220 nm. 8, Uliginosin B (7.3 min).
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precursors suggesting that an increase in lipophilicity of these
compounds could facilitate the protozoa membrane permeation
(Maciel-Rezende et al., 2013). Similar hypothesis was confirmed
by Cargnin et al. (2013) that demonstrated the action of 3,4, 5 and
8 on membranes of T. vaginalis. Alterations in respiratory chain of
L. donovani were also observed to benzophenone-derived bispho-
sphonium salts with intermediate hydrophobicity (Luque-Ortega
etal., 2010).

Considering the wide occurrence of phloroglucinol derivatives
in Hypericum, other species of the genus should be investigated.
The well-studied species H. perforatum, for example, contains very
lipophilic phloroglucinol derivatives such as hyperforin and adhy-
perforin that were not still investigated for leishmanicidal activity.

Conclusion

The results of the present research exhibit for the first time that
H. polyanthemum, H. carinatum and H. linoides present significant
activity against L. amazonensis. Under this point of view H. polyan-
themum extract might be investigated as a promising candidate for
antileishmanial treatment. Further studies are being conducted to
elucidate the mechanism of action.
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4. APENDICE: RESULTADOS PARCIAIS DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE
COMPOSTOS DE ESPECIES DE HYPERICUM

Este elemento pods-textual refere-se aos resultados de avaliagdo da atividade
leishmanicida de compostos de espécies de Hypericum, uma vez que os extratos hexanicos de
H. polyanthemum, H. carinatum e H. linoides apresentam potente atividade leishmanicida

(artigo publicado). Estes dados serdo utilizados para a publicagdo do préximo artigo.

1. Métodos

1.1. Objeto do estudo

Os compostos uliginosina B, isouliginosina B, carifenona A, japonicina A, 6-
isobutiril- 5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP1), 7-hidréxi-6-isobutiril-5-metoxi-2,2-
dimetil-benzopirano (HP2) e 5-hidréxi-6-isobutiril-7-metdxi-2,2-dimetilbenzopirano (HP3) de
espécies do género Hypericum foram gentilmente fornecidos pela Dra. Gilsane von Poser

(Laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Farmécia da UFRGS).

1.2. Obtencio de compostos de espécies de Hypericum

Os compostos utilizados neste trabalho foram obtidos a partir das partes aéreas das
diferentes espécies de Hypericum. Para isto, o material vegetal seco e moido de H. andinum
Gleason, H. brevistylum Choisy, H. carinatum, H. myrianthum, H. polyanthemum, ¢ H.
silenoides Juss. foi extraido exaustivamente por maceracao com n-hexano. Os extratos foram
filtrados e rotaevaporados até a secura sob pressdo reduzida e, em seguida, submetidos a
extracdo solido-liquido com acetona a fim de remover compostos graxos (ceras). As fracdes
soluveis em acetona foram subsequentemente submetidas a sucessivas cromatografias em
coluna usando gel de silica (70230 mesh, Merck, Darmstadt, Germany) como fase
estaciondria e um gradiente de n-hexano:diclorometano (100:0 — 0:100) e/ou n-
hexano:acetato de etila (100:0 — 90:10) como fase movel [1-3]. Os compostos, HP1, HP2,
HP3 (de H. polyanthemum), carifenona A (de H. carinatum), japonicina A (de H.
myrianthum), uliginosin B e isouliginosin B (de H. brevistylum) foram identificados por

. A . e . A e 1 ~
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN "H) em comparacao
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com dados da literatura [1-3]. Posteriormente, os compostos foram armazenados a -20°C até

avaliagdo bioldgica.

1.3. Avaliag¢ao da atividade leishmanicida de compostos de espécies de Hypericum

sobre formas promastigotas de L. amazonensis

No momento do experimento, 10 mg de cada isolado acima foi diluido em 1 ml de
tampao fosfato de sodio (PBS) 1X na presenga de TWEEN 80 (concentragao final maxima de
0,05% em todos os ensaios de viabilidade).

Formas promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria de crescimento foram
distribuidas em placas de 96 pocos (3 x 106/p0<;0) e em seguida incubadas com M199 (meio
controle) ou com diferentes concentragdes dos compostos (15,6-500 pg/mL). Apds 48 horas
de incubagdo a viabilidade dos parasitos foi determinada através da contagem das formas
promastigotas viaveis em camara de Neubauer. Todos os testes foram realizados em

quadruplicata e os experimentos repetidos no minimo duas vezes.

1.4. Avaliagao da atividade leishmanicida de macroéfagos tratados in vitro com

compostos de Hypericum

Macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram ajustados para a concentracdo de 1 x
10°/mL em meio RPMI incompleto ¢ entdo distribuidos em placas de 96 pogos em um volume
de 100 pL/pogo. Apds 2 horas de incubag@o, a 37°C em atmosfera umida e 5% de CO,, as
c¢lulas ndo aderentes foram removidas e os macréfagos aderentes cultivados por 16-18 horas
em presenca de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apds este periodo
as células foram infectadas com formas promastigotas de L. amazonensis na razao de 5:1
(parasitos/célula) na presenga de RPMI incompleto. Apds 4 horas de cultura, os macrofagos
foram lavados para remoc¢dao dos parasitos nao internalizados e incubados com RPMI
completo, RPMI + LPS (10 ng/mL)/IFN-y (1 ng/mL) ou com diferentes concentragdes dos
compostos de carifenona A, isouliginosina B, japonicina A e uliginosina B por 48 horas. Apos
esse periodo, o sobrenadante foi removido para determinagao dos niveis de 6xido nitrico (NO)
e as células aderentes foram incubadas com 100 pL. de M199 contendo 0,01% de dodecil
sulfato de so6dio (SDS) durante 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 ul. de M199
suplementado com 30% de SFB para permitir o crescimento de formas promastigotas a 26°C.

A atividade leishmanicida dos macrofagos foi avaliada através da determinacdo do numero de
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parasitos viaveis em camara de Neubauer apds liberagdo de formas amastigotas,
transformacdo em promastigotas e crescimento. As andlises foram realizadas em

quadruplicatas e o experimento foi repetido no minimo duas vezes.

1.5. Producio de 6xido nitrico por macrofagos infectados e estimulados in vitro

A concentracdo de NO no sobrenadante de macréfagos infectados e ativados como

acima descritos foi determinada através da reacao de Griess [4].

1.6. Ensaio de hemdlise

Este teste foi realizado com os compostos mais ativos contra formas promastigotas de
L. amazonensis (carifenona A, isouliginosina B, japonicina A e uliginosina B). O ensaio
hemolitico foi realizado de acordo com Gauthier et al. [5] com algumas modificagdes.
Amostra de sangue humano do tipo O+ foi coletado com EDTA e centrifugado a 2000 rpm
durante 5 minutos. A fracdo de hemadcias foi submetida a cinco ciclos de lavagens e
ressuspendida em PBS 1X para obter uma suspensdo de hemacias a 1%. Um volume de 160
ul da solugdo de hemacias foi distribuido em microplacas de 96 pocos e em seguida
adicionou-se 40 ul dos diferentes compostos para se obter uma concentragdo variando de 1,9
—1.000 pg/mL. A microplaca foi incubada a 37 °C sob agita¢do (90 rpm) durante 60 min. A
suspensdo foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante transferido para
outra microplaca. A absorbancia do sobrenadante foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro
de placas (Spectramax 2M). Cada experimento foi realizado duas vezes e em triplicada. Como
controle positivo foi utilizado SDS 0,1% e como controle negativo PBS 1X. Os testes foram
realizados em quadruplicata e o experimento repetidos no minimo duas vezes. A percentagem
de hemolise atribuida aos compostos foi comparada a hemdlise induzida por SDS 0,1%

(considerada como 100% de hemolise) de acordo com a férmula abaixo:

absorbancia do isolado — absorbincia do branco

9% h jlise =
% hemolise absorbancia do controle com SDS 0,1%
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1.7. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média de no minimo
dois experimentos a partir da média das quadruplicatas de cada medida. Diferengas
estatisticamente significativas nos testes de atividade leishmanicida (promastigotas e
amastigotas) e de citotoxicidade em hemacias foram determinadas através de andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.
Em todos os testes utilizados, foram consideradas estatisticamente significativas as diferencas
onde p < 0,05. A concentracdo requerida para inibir o crescimento em 50% dos parasitas
(ICsp) foi determinada por regressao linear. Todos os testes estatisticos foram realizados no

programa de analise estatistica Graphpad Prism.

2. Resultados e discussao

Este estudo ¢ o primeiro a demonstrar que compostos de diferentes espécies de
Hypericum tiveram um efeito inibitdério sobre L. amazonensis. Dentre os sete compostos
testados, carifenona A, isouliginosina B, japonicina A e uliginosina B reduziram de modo
dose-dependente a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis (Figura 1A-1D).
Carifenona A na concentracdo de 62,5 pg/mL e isouliginosina B na concentracdo de 125
png/mL mataram 100% dos parasitos apos 48 h de incubagdo. A mortalidade induzida por
isouliginosina B na concentragdo de 62,5 pg/mL foi de 61,5%. Nesta mesma concentracao a
uliginosina B e a japonicina A reduziram a viabilidade das formas promastigotas em 51% e

40%, respectivamente.
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Figura 1: Efeito dos compostos de espécies de Hypericum sobre a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis.
Formas promastigotas de L. amazonensis foram incubadas (3x10%mL) a 26°C com meio M199, na auséncia ou presenga de
diferentes concentragdes (0-500 pug/mL) de carifenona A (A), isouliginosina B (B), japonicina A (C) e uliginosina B (D)
durante 48 horas. A viabilidade parasitaria foi determinada através da contagem de formas promastigotas vidveis em cdmara
de Neubauer. A figura é representativa de 3 experimentos em quadruplicata. O simbolo * representa diferenca
estatisticamente significativa com p<0,05 em relagdo ao controle (100% viabilidade). Foi utilizada a analise de variancia de

uma via seguida do teste de Bonferroni.

No presente trabalho, polifendis como isouliginosina B, japonicina A e uliginosina B
apresentaram significativa atividade contra promastigotas de L. amazonensis. Talvez a
similaridade quimica destes derivados diméricos de floroglucinol possa ter correlagdo com a
acdo biologica encontrada, ja que estes trés compostos apresentam semelhangas quimicas
como a presenca de dois nucleos (benzopirano e/ou acido filicinico) ligados por uma ponte

metilénica (Figura 2) [6].
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Figura 2. Estrutura quimica dos derivados de floroglucindis: japonicina (1), uliginosina B (2) e isouliginosina

(3). Fonte: Franca et al., 2009 [6].

Neste sentido, Hay e colaboradores evidenciaram a acao anti-Leishmania de polifenois
isolados de cascas de tronco de G. vieillardii Pierre. Pancixantona A, 1,6-dihidroxixantona,
clusiacromeno e 3-geranil-2,4,6 trihidroxibenzofenona foram ativas contra formas
promastigotas de L. infantum e L. mexicana com valores de Clsy que variam de 3,2 - 28
pug/mL [7].

Através da determina¢do dos valores de Clsp dos compostos carifenona A,
isouliginosina B, uliginosina B e japonicina A para formas promastigotas de L. amazonensis
foi possivel concluir que isoladamente os trés primeiros compostos apresentam potencial
leishmanicida equivalente (Tabela 1), enquanto a japonicina A apresentou um valor de Cls

cerca de duas vezes superior a carifenona A.

Tabela 1: Valores de Clsy para formas promastigotas de Leishmania amazonensis.

Compostos Clsy® pg/mL (95% IC")
carifenona A 35,46 (28,27 —44,47)
isouliginosina B 43,96 (28,43 — 67,98)
uliginosina B 42,65 (28,23 — 64,42)
japonicina A 82,18 (70,08 —96,37)

CI50%: concentraggo do isolado que causa 50% da morte do parasito.

IC": intervalo de confianga de 95%.

Os resultados encontrados para carifenona A (Clsy = 35,46 pg/mL) corroboram com os
achados de Dagnino e colaboradores [8] em relagdo a agdo leishmanicida do extrato n-
hexanico de H. carinatum (Clso de 64,99 ng/mL sobre promastigotas de L. amazonensis),
sugerindo que a a¢do do extrato possa estar relacionada a presenca da carifenona A naquele

extrato. A ac¢do leishmanicida de outras benzofenonas tem sido descrita. Neste sentido,
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demonstrou-se que benzofenonas isoladas de G. brasiliensis possuem agdo contra
promastigotas de L. amazonensis (7-epiclusianona Clsp=3,33; garciniafenona Cl5p=5,04 e
guttiferona-a Clso= 18,12 ug/mL) [9]. A atividade leishmanicida também foi encontrada para
benzofenonas sintéticas com valores de Clsy entre 4,9 — 23,8 ug/mL sobre formas
promastigostas de L. amazonensis [10]. Diante destes valores de Clsy mais baixos que aqueles
determinados para carifenona A no nosso estudo, seria interessante testar derivados sintéticos
de benzofenonas de H. carinatum. Com o aumento da sua lipofilicidade através da mudanga
de seu radical, a benzofenona sintética poderia apresentar uma maior acao anti-Leishmania
quando comparada com a benzofenona isolada diretamente da planta.

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o extrato hexanico de H. polyanthemum
apresentou significativa atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de L.
amazonensis in vitro [8]. Entre os compostos majoritarios de H. polyanthemum destacam-se
os benzopiranos chamados HP1, HP2 e HP3 [11]. Diante disto, testou-se a atividade destes
compostos contra promastigotas de L. amazonensis e apenas o HP2 apresentou uma modesta

atividade leishmanicida (Figura 3B).
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Em trabalho publicado por Cargnin e colaboradores foi demonstrado que estes
benzopiranos foram ativos contra 7. vaginalis [12]. Neste estudo os autores demonstraram
que na concentracdo de 62,5 pg/mL tanto uliginosina B como HP1 reduziram em 50% a
viabilidade de formas trofozoitas de 7. vaginalis in vitro, enquanto que os benzopiranos HP2
e HP3 reduziram em torno de 20% e 10% a viabilidade, respectivamente. No nosso estudo, a
uliginosina B apresentou potencial leishmanicida superior aquele apresentado pelo isolado
HP2. Enquanto que HP1 e HP3 nao apresentaram nenhum efeito significativo. Deve-se levar
em consideracdo de que se trata de dois protozoarios que apresentam diferengas genéticas e
moleculares que podem explicar as diferentes suscetibilidades aos benzopiranos.

Diante disto, testou-se o efeito da associacdo dos benzopiranos sobre formas
promastigotas de L. amazonensis. Quando os compostos HP1, HP2 e HP3 foram testados em
associacdo (figura 4A-D) nas concentragdes de 75 e 90 pg/mL houve reducdo da viabilidade
de promastigotas para os niveis de 32% e 43%, respectivamente (figura 4D). Contudo, esta
atividade nao foi maior que aquela encontrada com o extrato hexanico de H. polyanthemum
(dados publicados Clsy = 36,12 ul/mL). Observou-se que a associacdo de HP1 ¢ HP2, bem
como de HP2 e HP3 ndo apresentou qualquer alteracdo na viabilidade dos parasitos em
nenhuma das concentragdes testadas. A associagdo de HP1 e HP3 nas maiores concentragdes
testadas reduziu em cerca de 25% a viabilidade de L. amazonensis.

Vale salientar, que apesar das baixas concentracdes de uliginosina B nos extratos
testados, constituindo, portanto um dos compostos minoritariamente presente nos mesmos, a
atividade deste isolado se mostrou uma das mais potentes. No extrato de H. polyanthemum foi
encontrado tanto uliginosina B como os trés benzopiranos HP1, HP2 e HP3. Assim, sugere-se
que a agdo deste extrato sobre Leishmania pode ser decorrente da agdo conjunta destes
compostos uma vez que a uliginosina B embora em baixas concentragdes apresenta atividade.
E possivel que os benzopiranos possam facilitar a entrada da uliginosina B, atuando sobre a
membrana lipidica do parasito. Isto porque os compostos estudados sdo lipofilicos e esta
caracteristica de lipofilicidade ¢ de extrema importancia no delineamento de drogas
antiparasitarias [13, 14]. Desta maneira, testes com a associacdo de uliginosina B + HPI,
uliginosina B + HP2 e uliginosina B + HP3 sdo necessarios para avaliacdo de possivel

sinergismo entre 0s compostos.
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Figura 4: Efeito dos benzopiranos HP1, HP2 e HP3 sobre a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis. Formas
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utilizada a analise de variancia de uma via seguida do teste de Bonferroni.

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos sobre células humanas, realizou-se o teste
de hemolise utilizando hemdécias humanas. Neste teste, isouliginosina B, japonicina A e
uliginosina B mostraram baixa taxa de hemolise (figura 5A, B e C). Nas menores
concentracdes testadas (62,5 e 125 pg/mL) a carifenona A também demonstrou baixa
toxicidade sobre as hemacias humanas (figura 5D). Vooturi e colaboradores em estudo
utilizando os compostos sintéticos SV1 e SV7 reportaram a baixa taxa de hemolise de
benzofenonas sintéticas (auséncia de hemolise a 50 pg/mL) [15]. J& a anfotericina B
apresentou forte efeito hemolitico induzindo 84% e 100% de hemolise nas concentragdes de
15,6 e 125 pg/mL, respectivamente [16]. Em comparacdo com os valores encontrados para o
farmaco anti-Leishmania em uso clinico, os compostos na concentragdo de 125 pg/mL

demonstraram baixa hemolise e induziram elevada mortalidade de formas promastigotas:
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100% de mortalidade para carifenona A e isouliginosina B, 80% de mortalidade para

uliginosina B e 67% de mortalidade para japonicina A (figura 1).
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Macrofagos liberam mediadores inflamatdrios para combater patdgenos intracelulares,
como Leishmania, dentre os quais temos as espécies reativas derivados de oxigénio e
nitrogénio como o 6xido nitrico, além de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) [17]. Com a finalidade de avaliar o efeito imunomodulador de
compostos de espécies de Hypericum sobre macréfagos infectados com L. amazonensis,
verificou-se inicialmente o efeito destes sobre a atividade leishmanicida de macréfagos.

A produgdo de 6xido nitrico (figura 6 A-D) foi correlacionada com a potente atividade
leishmanicida induzida pelo tratamento de macrofagos infectados com LPS (10 ng/mL) +
IFN-y (1 ng/mL) (figura 6E -H). Na presenca de aminoguanidina, inibidor da sintese de NO,

houve reducao significativa da produgdo deste mediador e inibigdo da atividade leishmanicida
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induzida por LPS + IFN-y. Todos os compostos testados mostraram potente atividade contra
formas amastigotas de L. amazonensis e esta atividade leishmanicida foi independente da
producao de NO, uma vez que todos os compostos inibiram a produ¢dao de NO, e mesmo na

presenca de seu inibidor continuaram apresentando atividade leishmanicida.
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significativa com p<0,05. Foi utilizada a analise de variancia de uma via seguida do teste de Bonferroni.
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Entre os mecanismos de controle da Leishmania estd a producdo de NO e ROS por
fagocitos [18-21] e a ativagdo de macrofagos por IFN-y [22]. No nosso estudo, os compostos
estudados inibiram a producao de NO, sugerindo que a atividade leishmanicida observada seja
independente de NO, podendo estar correlacionada com a produgdo de ROS por macréfagos.
Neste sentido varios autores demonstraram que substancias de origem natural e sintética
induzem o aumento dos niveis de ROS, importante no controle do crescimento de
Leishmania, como a hipericina [23], o extrato de tubérculo de batata [24] e os derivados de
isobenzofuranona sobre L. (L.) donovani [25] e a epigallocatequina 3-gallato sobre L.
brasiliensis [26].

Em continuidade estdo sendo realizadas andlises para a investigagdo do possivel
mecanismo de a¢do envolvido na atividade leishmanicida encontrada para os compostos.

Estes testes servirdo para complementar os resultados obtidos até o momento.



46

3. Referéncias Bibliograficas

[6]

[8]

Bernardi APM, Ferraz ABF, Albring D, Bordignon S, Schripsema J, Bridi R, et al.
Benzophenones from Hypericum carinatum. J Nat Prod. 2005;68(5):784-6.

Ccana-Ccapatinta GV, Barros FMC, Bridi H, von Poser GL. Dimeric
acylphloroglucinols in Hypericum species from sections Brathys and Trigynobrathys.
Phytochem Rev. 2013;DOI 10.1007/s11101-013-9332-2.

Ferraz AC, Bordignon S, Staats C, Schripsema J, von Poser GL. Benzopyrans from
Hypericum polyanthemun. Phytochemistry. 2001;57(8):1227-30.

Romao PRT, Fonseca SG, Hothersall JS, Noronha-Dutra AA, Ferreira SH, Cunha FQ.
Glutathione protects macrophages and Leishmania major against nitric oxide mediated
cytotoxicity. Parasitology. 1999;118(Pt 6):559-66.

Gauthier C, Legault J, Girard-Lalancette K, Mshvildadze V, Pichette A. Haemolytic
activity, cytotoxicity and membrane cell permeabilization of semi-synthetic and natural
lupane- and oleanane-type saponins. Bioorg Med Chem. 2009;17(5):2002-8.

Franga HS, Kuster RM, Rito PN, de Oliveira AP, Teixeira LA, Rocha L. Antibacterial
activity of the phloroglucinols and hexanic extract from Hypericum brasiliense Choysi.
Quim Nova. 2009;32(5):1103-6.

Hay A, Merza J, Landreau A, Litaudon M, Pagniez F, Pape PL, et al. Antileishmanial
polyphenols from Garcinia vieillardii. Fitoterapia. 2008;79(1):42—6.

Dagnino AP, Barros FMC, Ccana-Ccapatinta GV, Prophiro JS, von Poser GL, Romao
PRT. Leishmanicidal activity of lipophilic extracts of some Hypericum Species.
Phytomedicine. 2015;22(1):71-6.

Pereira 10, Marques MJ, Pavan ALR, Codonho BS, Barbiéri CL, Beijo LA, et al.
Leishmanicidal activity of benzophenones and extracts from Garcinia brasiliensis Mart.
fruits. Phytomedicine. 2010;17(5):339-45.

[10] Maciel-Rezende CM, de Almeida L, Costa ED, Pires FR, Alves KF, Junior CV.

Synthesis and biological evaluation against Leishmania amazonensis of a series of alkyl-
substituted benzophenones. Bioorg Med Chem. 2013;21(11):3114-19.



47

[11] Bernardi APM, Maurmann N, Rech S, von Poser GL. Benzopyrans in Hypericum
polyanthemum Klotzsch ex Reichardt cultured in vitro. Acta Physiol Plant.
2007;29(2):165-170.

[12] Cargnin ST, Vieira PDB, Cibulski S, Cassel E, Vargas RMF, Montanha J, et al. Anti-
Trichomonas vaginalis activity of Hypericum polyanthemum extract obtained by
supercritical fluid extraction and isolated compounds. Parasitol Int. 2013;62(2):112-7.

[13] Basselin M, Robert-Gero M. Alterations in membrane fluidity, lipid metabolism,
mitochondrial activity, and lipophosphoglycan expression in pentamidine resistant
Leishmania. Parasitol Res. 1998;84(1):78-83.

[14] Del Olmo E, Alves M, Lopéz JL, Inchaustti A, Yaluff G, Rojas de Arias A, et al.
Leishmanicidal activity of some aliphatic diamines and aminoalcohols. Bioorg Med
Chem Lett. 2002;12(4):659-62.

[15] Vooturi SK, Dewal MF, Firestine SM. Examination of a synthetic benzophenone
membrane-targeted antibiotic. Org Biomol Chem. 2011;9(18):6367-72.

[16] Mello TFP, Bitencourt HR, Pedroso RB, Aristides SMA, Lonardoni MVC, Silveira
TGV. Leishmanicidal activity of synthetic chalcones in Leishmania (Viannia)
braziliensis. Exp Parasitol. 2014;136:27-34.

[17] Halliwell B. Phagocyte-derived reactive species: salvation or suicide? Trends Biochem
Sci. 2006;31(9):509-15.

[18] Bogdan C. Nitric oxide and the immune response. Nat Immunol. 2001;2(10):907-16.

[19] Mukbel RM, Patten C Jr, Gibson K, Ghosh M, Petersen C, Jones DE. Macrophage
killing of Leishmania amazonensis amastigotes requires both nitric oxide and
superoxide. Am J Trop Med Hyg. 2007;76(4):669-75.

[20] Olekhnovitch R, Ryffel B, Miiller AJ, Bousso P. Collective nitric oxide production
provides tissue-wide immunity during Leishmania infection. J Clin Invest.
2014;124(4):1711-22.

[21] Reiner SL, Locksley RM. The regulation of immunity to Leishmania major. Annu Rev
Immunol. 1995;13:151-77.



48

[22] Gordon S. Alternative activation of macrophages. Nat Rev Immunol. 2003;3(1):23-35.

[23] Singh S, Sarma S, Katiyar SP, Das M, Bhardwaj; R, Sundar D, et al. Probing the
molecular mechanism of hypericin-induced parasite death provides insight into the role
of spermidine beyond redox metabolism in Leishmania donovani. Antimicrob Agents
Chemother. 2015;59(1):15-24.

[24] Paik D, Das P, De T, Chakraborti T. In vitro anti-leishmanial efficacy of potato tuber
extract (PTEx): Leishmanial serine protease(s) as putative target. Exp Parasitol.
2014;146:11-9.

[25] Mishra A, Vinayagam J, Saha S, Chowdhury S, Roychowdhury S, Jaisankar P, et al.
Isobenzofuranone derivatives exhibit antileishmanial effect by inhibiting type II DNA
topoisomerase and inducing host response. Pharmacol Res Perspect. 2014;2(6):¢00070.

[26] Inacio JDF, Gervazoni L, Canto-Cavalheiro MM, Almeida-Amaral EE. The effect of (-)-
epigallocatechin 3-O in vitro and in vivo in Leishmania braziliensis: involvement of
reactive oxygen species as a mechanism of action. PLoS Negl Trop
Dis.2014;8(8):¢3093.



49

5. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram pela primeira vez a acdo leishmanicida de extratos
hexanicos e compostos de espécies de Hypericum. Dentre os extratos, H. polyanthemum
apresentou a maior atividade (H. polyanthemum > H. carinatum > H. linoides > H.
myrianthum > H. brevistylum > H. caprifoliatum) sobre promastigotas de L. amazonensis.
Quatro compostos de Hypericum (carifenona A, isouliginosina B, uliginosina B e japonicina
A) foram ativos sobre formas promastigotas e amastigotas do parasito. As associagdes dos
compostos HP1 + HP3 e HPI + HP2 + HP3 apresentaram atividade sobre formas
promastigotas nas maiores concentracdes testadas. Mais estudos in vifro sdo necessarios para
entender o mecanismo de agdo destes compostos. Além de estudos utilizando modelo
experimental de infec¢do in vivo que sdo fundamentais para avaliagdo da eficacia terapéutica

de extratos e compostos de espécies de Hypericum.
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6. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos até o presente momento, novas analises serdo
realizadas para a busca do possivel mecanismo de agdo envolvido na atividade leishmanicida
apresentada pelos compostos das diferentes espécies de Hypericum sobre formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Para este fim, serdo realizados os seguintes
testes:

- Investigar a possivel atividade leishmanicida de uliginosina B + HP1, uliginosina B +
HP2 e uliginosina B + HP3 sobre formas promastigotas de L. amazonensis. Estes dados serdo
necessarios para confirmar se a uliginosina B tem uma poténcia elevada, sendo a principal
responsavel pela atividade leishmanicida encontrada nos extratos hexanicos;

- Investigar a possivel atividade leishmanicida de carifenona A + uliginosina B sobre
formas promastigotas de L. amazonensis. Estes dados serao investigados, pois carifenona A e
uliginosina B demonstraram os melhores valores de ICs, dentre os compostos testados.

- Investigar a possivel atividade leishmanicida de uliginosina B + HP1, uliginosina B +
HP2 e uliginosina B + HP3 sobre formas promastigotas de L. amazonensis. Estes dados serao
necessarios para confirmar se a uliginosina B tem uma poténcia elevada, sendo a principal
responsavel pela atividade leishmanicida encontrada nos extratos hexanicos;

- Investigar se HP1, HP2 e HP3 possuem efeito sobre macrofagos infectados com L.
amazonensis comparativamente a macrofagos estimulados com LPS/IFN-y, pois mesmo nao
tendo apresentando atividade significativa sobre formas promastigotas, ndo esta descartada a
possibilidade de estimularem a atividade leishmanicida de macrofagos.

- Avaliar a produgdo de 6xido nitrico por macréfagos infectados e estimulados in vitro
com HP1, HP2 ¢ HP3;

- Investigar o possivel mecanismo de acdo envolvido na atividade leishmanicida dos
compostos através da quantificagdo dos niveis de ROS em macréofagos infectados e tratados
com os compostos mais ativos ou associagdo dos mesmos por citometria de fluxo com
utilizagdo de H,DCFDA, um corante nao fluorescente que ¢ convertidlo a um corante
fluorescente (diclorofluoresceina) por radicais livres.

- Avaliar a apoptose de formas promastigotas de L. amazonensis tratados com os
compostos através da marcagdo por anexina-V e iodeto de propidio por citometria de fluxo.

- Investigar alteracdes no potencial de membrana mitocondrial de promastigotas de L.

amazonensis incubadas na presenca dos compostos mais ativos.
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Estes estudos permitirdo prospectar sobre a utilizagdo de extratos e compostos de
Hypericum como compostos para a descoberta de novos medicamentos contra a leishmaniose.
Contudo, mais estudos (in vitro e in vivo) sdo necessarios para avaliar sua toxicidade para os

seres humanos antes que esses agentes possam ser explorados clinicamente.
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ANEXO A

Normas Revista Cientifica Phytomedicine

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a
single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even
though manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review
process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes

place by e-mail removing the need for a paper trail.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For
more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether

or not the suggested reviewers are used.

PREPARATION

Preparation and Format of Manuscripts

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used.
The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular,
do not use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use
bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table
grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used,
use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with

Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
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and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also
the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to

use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own

separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already

published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section

represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which

may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Vitae
Include in the manuscript a short (maximum 100 words) biography of each author, along with

a passport-type photograph accompanying the other figures.

Essential title page information

* Title. Concise and mformative. Titles are often used in information-retrieval

systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript
letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the
full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail

address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding
author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used

for such footnotes.
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Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of').
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be

eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language

help, writing assistance or proof reading the article, etc.).
Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus
(/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are

to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
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consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to

explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include

footnotes in the Reference list. Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New

Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
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http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,

1 '

Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a

minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a

minimum of 500 dpi.
Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); these

typically have a low number of pixels and limited set of colors;
* Supply files that are too low in resolution;
 Submit graphics that are disproportionately large for the content.
Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless

of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
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reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or
on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please

see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to
'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in

addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description
of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all

symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do

not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow
the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as

'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references
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As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the

reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ....'
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they

appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New
York, 2009, pp. 281-304.

Journal abbreviations source
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Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word

Abbreviations:http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-1twa/.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web

products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with

your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages

at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be

embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and

the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information

and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal

will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after

acceptance of their paper.

Supplementary data
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Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your

article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In

order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more

detailed instructions please visit our artwork instruction pages at

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Data deposit and linking

Elsevier encourages authors to deposit raw data sets underpinning their research
publication in data repositories, and to enable interlinking of articles and data. Please

visit http://www.elsevier.com/databaselinking for more information on depositing and linking

your data with a supported data repository.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

» E-mail address

* Full postal address

» Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords
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* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources

(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web
(free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in

black-and-white in print

* If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also

supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site

at http://support.elsevier.com.
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ANEXO B

BE== COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE
UFCSPA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
UFCSPA

A Comiss&o de Etica no uso de Animais, analisou o Projeto:
Projeto: 11-061 Versdo do Projeto: Versao do TCLE:

Pesquisadores:
PEDRO ROOSEVELT TORRES ROMAO
ANA PAULA AQUISTAPASE DAGNINO

Titulo: INVESTIGAGCAO DE ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DE ESPECIES DE HIPERICUM
NATIVAS DO RIO GRANDE DO SUL

Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Todo e qualquer alteragéo do projeto,
assim com eventos adversos graves, deverdo ser comunicados a esta CEUA.

Porto Alegre, 26 de janeiro de 2012.

el

Alexandre T. D. de Oliveira

Viice-Coordenador CELJA/LIFCSP/



