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RESUMO

Este trabalho demonstra a atividade antileishmania do extrato hidroetandlico de
Selaginella sellowii (SSHE) e dos biflavonoides amentoflavona e robustaflavona,
isolados pela primeira vez nesta espécie. A atividade foi avaliada sobre formas
amastigotas intracelulares de Leishmania (Leishmania) amazonensis, espécie de
grande relevancia em salde publica associada a Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA). SSHE mostrou alta atividade sobre amastigotas intracelulares
(Clsp = 20,18 pg/mL). O fracionamento do extrato levou ao isolamento de dois
biflavonoides com maior atividade. Amentoflavona foi cerca de 170 vezes mais ativa
(Clsp = 0,12 pug/mL) e menos citotoxica (Clsp = 2,16 e 2,97 pg/mL, respectivamente,
sobre células NIH/3T3 e J774.A1) do que SSHE, com alto indice de seletividade (IS,
18 e 24,75). Robustaflavona também foi ativa (Clsp = 2,84 pg/mL), porém mais
citotéxica, com Clsg = 25,52 pg/mL (IS = 9) sobre células NIH/3T3 e Clsp = 3,06 (IS =
1,08) sobre células J774.A1. A producéo de oxido nitrico (NO) foi menor nas células
tratadas com amentoflavona, sugerindo que a acao leishmanicida pode ndo se dar
por este mecanismo. Em contrapartida, a liberacdo de NO foi maior apds tratamento
com robustaflavona. Foi demonstrado que S. sellowii apresenta potencial como fonte
de biflavonoides, que constituem compostos promissores para 0 desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento das leishmanioses, em especial a LTA.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea; amentoflavona; robustaflavona; atividade
antileishmania.



ABSTRACT

This study demonstrates the antileishmanial activity of the hydroethanolic extract
from Selaginella sellowii (SSHE), as well as of the biflavonoids amentoflavone and
robustaflavone, isolated for the first time in this species. These substances’ effects
were evaluated on intracellular amastigotes of Leishmania (Leishmania)
amazonensis, a species of great relevance in American cutaneous leishmaniasis
(ACL). SSHE presented high activity against intracellular amastigotes (ICso value of
20.18 pg/mL). Extract fractionation led to isolation of two bioflavonoids with the
highest activity, as follows: amentoflavone was about 170 times more active (ICsg
value of 0.12 ug/mL) and less cytotoxic than SSHE (ICsy value of 2.16 and 2.97
pa/mL, respectively on NIH/3T3 and J774.A1 cells), with high selectivity index (18
and 24.75); robustaflavone was also active against L. amazonensis (ICso value of
2.84 pg/mL), but more cytotoxic, with 1Cso = 25.52 pg/mL (Sl = 9) on NIH/3T3 cells
and ICsp = 3.06 pg/mL (SI = 1.08) on J774.A1 cells. The production of nitric oxide
was lower in cells treated by amentoflavone (suggesting that NO should not be the
leishmanicide mechanism in this case), while NO release was higher after treatment
with robustaflavone. We demonstrate S. sellowii as a potential source of biflavonoids
that could provide promising compounds for the treatment of cutaneous
leishmaniasis.

Keywords: cutaneous leishmaniasis; amentoflavone; robustaflavone; antileishmanial
activity.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas, ndo contagiosas,
causadas por espécies de protozoarios do género Leishmania. De carater zoondtico,
acometem o homem e seus animais domésticos de maneira secundaria (BASANO;
CAMARGO, 2004). Por apresentarem caracteristicas clinicas e epidemiologicas diversas,
sao distribuidas em duas entidades nosoldgicas principais: as formas visceral e cutanea.

A falta de investimentos no desenvolvimento de novos farmacos pela industria
farmacéutica e a precariedade no acesso ao diagnostico e tratamento da doenca tornam a
leishmaniose uma das doencas mais negligenciadas no mundo (YAMEY, 2002), tendo
fortes e complexas ligacbes com a pobreza (ALVAR; YACTAYO,; BERN, 2006). Além
disso, o amplo espectro clinico observado nos pacientes indica a complexidade da
doenca, com diversas espécies causadoras, muitos reservatérios e espécies vetoras
(REITHINGER et al., 2007).

1.1.1. Epidemiologia

As leishmanioses estdo presentes em 98 paises e trés territérios em cinco
continentes. Cerca de 12 milhdes de pessoas estao infectadas e 350 milhdes de pessoas
em risco de contrair a doenca. Estima-se que ocorram 1,3 milhdes de novos casos
anualmente, dos quais 300.000 sédo de leishmaniose visceral e um milhdo da forma
cutanea da doenca. Predominante em regides tropicais e subtropicais do globo, 90% dos
casos de Leishmaniose Cuténea (LC) ocorrem em poucos paises: Afeganistdo, Arabia
Saudita, Argélia, Ird e Siria (Velho Mundo) e Bolivia, Brasil, Colémbia, Nicaragua e Peru
(Novo Mundo) sendo a forma cutdneo-mucosa mais restrita ainda, com a maioria dos
casos no Brasil, Peru e Bolivia. Ja em relacdo a leishmaniose visceral (LV), 90% dos
casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal, Suddo do Sul e Sudo
(WHO, 2010, 2013).

No Brasil, as leishmanioses apresentam alta incidéncia e ampla distribuicdo
geografica, estando presentes em todas as unidades federadas, sendo os maiores indices

encontrados na Regido Norte, seguido das regides Centro-Oeste e Nordeste (BRASIL,
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2010). Segundo dados do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo, no ano de 2012
foram registrados no pais 25.647 casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), e
no estado de Mato Grosso do Sul, 166 casos. No mesmo ano, a LV atingiu 3.392
notificacdes, sendo 220 delas no estado citado. Em Mato Grosso do Sul, a LTA mostra-se
em expansao, apresentando, no ano de 2012, casos autdctones em 26 dos 79 municipios
do estado (BRASIL, 2014).

As taxas de mortalidade e letalidade da LV s&o altas e amplamente distribuidas nos
estados brasileiros, constituindo um grave problema de saude publica (MARTINS-MELO
et al., 2014). A LTA, apesar de sua menor letalidade, também constitui um sério problema,
pois além de ter alta incidéncia e ampla distribuicdo, pode causar lesGes destrutivas,
desfigurantes e algumas vezes incapacitantes, que repercutem no campo psicossocial do
individuo (GONTIJO; CARVALHO, 2003), além de influenciar a economia do pais, uma
vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca ocupacional (BRASIL,
2010).

Conhecidos no Brasil popularmente pelos nomes mosquito palha, tatuquira, birigui,
entre outros, os vetores das leishmanioses sdo insetos flebotomineos pertencentes a
Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae (BRASIL, 2010). De
pequeno tamanho, 1 a 3 mm, possuem o0 corpo revestido por pelos e coloragéo
acastanhada ou cor de palha. Sao facilmente reconhecidos pelo seu voo caracteristico de
peguenos saltos e pouso com asas entreabertas (BRASIL, 2006).

Diferentes de outras espécies transmissoras associadas a doencas tropicais, como
Culex e Anopheles, os flebotomineos, em sua fase larvaria, desenvolvem-se em
ambientes terrestres Umidos e ricos em matéria organica, sendo as fémeas adultas
hematoéfagas obrigatérias, realizando repasto sanguineo em diversos animais vertebrados
(BRAZIL; BRAZIL, 2003). No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissao da
LTA sédo: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
intermedia, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia migonei (BRASIL, 2010).

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas onze espécies dermotropicas de
Leishmania causadoras de doenca humana, e oito espécies descritas somente em
animais. No Brasil, foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e
uma do subgénero Leishmania. As principais espécies sdo Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis,
sendo descritas mais recentemente as espécies Leishmania (Viannia) lainsoni,

Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lindenbergi e Leishmania (Viannia)
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shawi. A espécie causadora da forma visceral é Leishmania (Leishmania) infantum
(BRASIL, 2010; LAINSON, 2010).

1.1.2. Agente Etioldgico

As leishmanioses sdo causadas por espécies de protozoarios do género
Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Parasitas digenéticos,
assumem a forma amastigota nos hospedeiros vertebrados e promastigotas no
hospedeiro invertebrado. As amastigotas sdo arredondadas e imoéveis e se multiplicam
obrigatoriamente nas vesiculas fagolisossémicas dos macréfagos do hospedeiro
vertebrado. As formas promastigotas sao fusiformes, flageladas e vivem no tubo digestivo
do inseto vetor. A infec¢cdo € transmitida entre os hospedeiros vertebrados pela picada de
flebotomineos fémeas infectadas.

As fémeas destes insetos adquirem os parasitos de Leishmania quando se
alimentam do sangue de um hospedeiro mamifero infectado durante o repasto sanguineo
(BATES, 2007). No intestino médio dos insetos, as amastigotas ingeridas transformam-se
em formas flageladas, de movimento fraco, denominadas promastigotas. Este primeiro
estdgio no vetor da origem as formas promastigotas prociclicas, formas que se
multiplicam no interior do intestino do vetor. Dois a trés dias apos o repasto, as formas
prociclicas tornam-se mais alongadas e rapidas, chamadas de nectomonas, responsaveis
pela migracdo da infeccdo para o intestino anterior do inseto. Em seguida, as formas
promastigotas leptomonas realizam uma nova expansdo da populacdo de parasitas no
intestino anterior. A Ultima diferenciacao ocorre cerca de cinco dias do inicio da infeccao e
da origem as formas metaciclicas no intestino anterior, posicao estratégica que permite a
transmissao para o hospedeiro vertebrado no proximo repasto sanguineo do flebotomineo
(BATES; ROGERS, 2004).

Uma vez dentro do hospedeiro, a forma promastigota metaciclica protege-se da lise
do complemento, impedindo a ativacdo do complexo de ataque a membrana (C5b-C9),
inativando fatores do complemento, através de fosforilagcdes por enzimas do protozoario e
conversao de C3 em C3bi, uma potente opsonina que se liga ao receptor de complemento
na membrana do macrofago. A formacdo desta opsonina € catalisada pela
metaloproteinase de superficie gp63 (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998), abundante

nestas formas, mas ndo em promastigotas prociclicas e amastigotas (HANDMAN;
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BULLEN, 2002). Além de C3bi, outras moléculas também ajudam as promastigotas a
ligarem-se na célula, como a proteina C reativa (PCR) e fibronectinas de membrana. De
forma mais direta, gp63 e LPG (lipofosfoglicano) ligam-se a receptores de complemento
CR3 e receptores de manose-fucose do macrofago (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998).

Através de fagocitose, estas formas adentram a célula do hospedeiro, ocorrendo a
fusdo do fagossomo com os lisossomos celulares, originando o fagolisossomo. Uma vez
dentro do macréfago, as promastigotas sofrem mudancas bioquimicas e metabdlicas
resultando na forma intracelular obrigatéria amastigota (HANDMAN; BULLEN, 2002).
Apés a ativacdo dos macréfagos, inicia-se a producdo de enzimas de degradacdo
fagolisossdmicas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e éxido nitrico (*NO), gerando um
efeito toxico direto e acidificacdo do ambiente (ASSCHE et al., 2011).

Véarios mecanismos inibem a atividade citotoxica do macréfago, como vias de
sinalizacao intracelular e inibicdo e ativacdo de citocinas, que permitem ao protozoario
Leishmania multiplicar-se no interior do vacuolo fagocitico (STAFFORD; NEUMANN;
BELOSEVIC, 2002).

1.1.3. ManifestacOes Clinicas

As leishmanioses apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas,
podendo ocorrer o desenvolvimento de lesbes ulcerativas na pele no local da picada do
flebotomineo (Leishmaniose cutanea localizada [LCL]); multiplos nddulos n&o-ulcerativos
(Leishmaniose cutanea difusa [LCD]); inflamac&o destrutiva da mucosa (Leishmaniose
mucosa [LM]) e infec¢ao disseminada visceral (Leishmaniose visceral [LV]) (REITHINGER
et al., 2007).

A forma visceral varia de manifestacdes clinicas discretas a moderadas e graves,
gue se ndo tratadas podem levar o paciente a morte (BRASIL, 2006). Os sinais e
sintomas sao febre, fraqueza, perda de apetite e de peso. A infeccdo de células do
sistema fagocitico mononuclear gera aumento dos linfonodos, figado e baco, podendo
ocorrer anemia e sangramentos (CHAPPUIS et al., 2007).

A LTA é a forma cutdnea da doenca no Novo Mundo, com manifestacdes clinicas
gue variam de lesbes cutaneas localizadas a formas mucosas, incluindo as formas
disseminada e difusa. A lesdo caracteristica da forma cutanea é normalmente Unica e

desenvolve-se no local da picada do vetor, tem o formato arredondado, ulcerada com
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bordas elevadas e fundo granuloso. Indolor, pode causar dor quando associada a
infeccbes bacterianas (BRASIL, 2010). Acompanhada de resposta celular adequada,
tende a cura espontanea (GRIMALDI; TESH, 1993).

A forma cutanea disseminada é uma expressao relativamente rara da LT (BRASIL,
2010) e seu desenvolvimento envolve uma complexa interacdo entre parasita, resposta
imunolégica do hospedeiro e ambiente (ROSA; MACHADO, 2011). Clinicamente
apresenta multiplas lesdes acneiformes, podendo ser acompanhadas de lesdes papulares
e ulceradas, distribuidas em duas ou mais partes do corpo (CARVALHO et al., 1994;
ROSA; MACHADO, 2011). O aparecimento de manifestacdes sistémicas, como febre e
mal-estar, sugere disseminacao do parasito via corrente sanguinea (TURETZ, 2002), e o
acometimento mucoso pode ser concomitante (BRASIL, 2010). A resposta celular dos
pacientes pode estar comprometida ou ndo, porém, os niveis séricos de anticorpos sao
mais elevados que na forma localizada (CARVALHO et al., 1994).

Entre as formas menos comuns de LTA esté a forma cutanea-difusa, que no Brasil
€ causada pela espécie L. amazonensis (BRASIL, 2010). Esta forma é progressiva, ndo-
ulcerativa, caracterizada por nddulos ricos em parasitos e, em geral, sem envolvimento
mucoso (GRIMALDI; TESH, 1993). Ocorre auséncia ou reducdo da resposta imunolégica
celular do hospedeiro (BRASIL, 2010) e geralmente ha m& resposta ao tratamento
(REITHINGER et al., 2007).

Em contrapartida, h4 a forma mucosa, onde o paciente responde de forma
acentuada aos parasitos, causando lesGes destrutivas nas mucosas das vias aéreas
superiores. No Brasil, 0 agente etioldgico desta forma clinica é a espécie L. braziliensis,
mas ha na literatura casos atribuidos a L. amazonensis e L. guyanensis (BRASIL, 2010).
O acometimento mucoso pode surgir com a lesdo cutanea ainda em atividade ou anos
apos a cura clinica (GONTIJO; CARVALHO, 2003). As lesfes sao altamente destrutivas e
desfigurantes, além de potencialmente fatais (STRAZZULLA et al., 2013).

1.1.4. Tratamento

As drogas de primeira escolha no tratamento das leishmanioses séo os antimoniais
pentavalentes, que incluem o antimoniato N-metilglucamina, de nome comercial
Glucantime® (Aventis) e o estibogluconato de sédio, o Pentostam® (GlaxoSmithKleine),
nao comercializado no Brasil. Antimoniais sdo empregados ha muitos séculos no

tratamento de diversas doencas, mas seu uso nas leishmanioses deu-se com a
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observacdo de Gaspar Vianna, em 1912, que utilizou com éxito tartaro emético em
pacientes com LTA (D'UTRA; SILVA, 1915; REZENDE, 2009). No entanto, devido aos
efeitos toxicos e graves efeitos indesejaveis, o tartaro emético foi sendo substituido por
outros compostos até que, em 1945, foi introduzido o antimonial de N-metilglucamina, um
antimonial pentavalente (CROFT; COOMBS, 2003; RATH, 2003).

No entanto, mesmo apds anos de uso, ainda ndo se conhece 0 mecanismo de
acao desse composto. N&o é claro se a forma ativa final € a forma pentavalente [Sb(IV)]
ou a trivalente [Sb(lll)] e trés mecanismos sdo propostos atualmente (HALDAR; SEN;
ROY, 2011): modelo de pré-droga, atividade intrinseca da forma pentavalente e atuacao
do sistema imune. O primeiro sugere que o Sb(IV) sofre reducdo bioldgica para uma
forma mais toxica, o Sbh(lll), com poder leishmanicida. Esta converséo é estagio especifica
e ocorre apenas em amastigotas e ndo em promastigotas de Leishmania (EPHROS et al.,
1998). Macréfagos também realizam esta converséo, sugerindo que o parasito e a célula
hospedeira atuem juntos para o aumento da concentracdo de Sb(lll) ativo. O segundo
modelo propbe que o proprio Sb(lV) tem acdo sobre as formas amastigotas de
Leishmania e por ultimo, o antimonial seria responsavel por ativar a resposta imune inata
e especifica do hospedeiro, contribuindo para a melhora da infecgdo e protecdo contra
recaidas (HALDAR; SEN; ROY, 2011). De fato, Basu e colaboradores (2006)
demonstraram que o antimonial sozinho pode induzir tanto ROS e NO, em macréfagos
murinos, promovendo a morte de amastigotas de Leishmania donovani.

A dose recomendada de antimonial no Brasil, tanto para a forma visceral quanto
para a tegumentar da doenca variam de 10 a 20 mg Sb*/kg/dia, por um periodo de 20
dias seguidos, chegando a 30 dias para o tratamento da forma mucosa (BRASIL, 2006;
2010). Por ser pouco absorvido no trato digestivo, a administracao é realizada pela via
parenteral (intramuscular ou endovenosa), sendo a escolha determinada pelas condicdes
do paciente, sem interferéncia da eficacia e seguranca da droga (BRASIL, 2010). Na LTA,
a administracao pode ser por via intralesional, que se torna viavel em lesbes Unicas, além
de favorecer a reducdo dos efeitos adversos (Soto et al., 2013). Oliveira-Neto et al.
(1997) encontraram alto indice de cura (80%) em pacientes com LTA, ressaltando nao so
a diminuicdo dos efeitos adversos como do custo do tratamento, com grande importancia
na acessibilidade em areas rurais.

A absorcao € rapida, no entanto, mais de 80% da droga é excretada em sua forma

inalterada pelos rins nas primeiras 24h (REES et al., 1980). Por isso, faz-se necessaria a
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administracdo de doses elevadas continuamente, garantindo adequado teor de antiménio
nos tecidos e consequente eficacia no tratamento (RATH et al., 2003).

Os antimoniais apresentam importante limitacdo no uso por conta dos seus
frequentes efeitos adversos como dores musculoesqueléticas, anorexia, nauseas,
vomitos, dores abdominais, diarreia, febre, reacdes alérgicas, entre outros (OLIVEIRA et
al., 2011). Além do mais, estas drogas podem gerar alteragBes cardiacas, pancreéticas e
renais, muitas vezes fatais. Com isso, 0 uso em pacientes com idade acima dos 50 anos,
portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenca de Chagas, deve ser
acompanhado de rigorosa avaliagéo antes e durante o tratamento, considerando-se entéao
a suspensao dos antimoniais e/ou utilizacdo de drogas de segunda escolha (BRASIL,
2010). Mulheres no periodo da amamentacdo podem utilizar o antimonial, pois sua
eliminacdo no leite € muito pequena (BRASIL, 2010), mas seu uso na gravidez é
desaconselhado ja que € demonstrado através de estudos in vivo aciumulo de antiménio
no feto com riscos teratogénicos (PAUMGARTTEN; CHAHOUD, 2001; MIRANDA et al.,
2006)

O tratamento quimioterapico das leishmanioses é complicado e tem variacdo de
eficAcia como resultado da variacdo da sensibilidade intrinseca das diversas espécies de
Leishmania, resisténcia adquirida e auséncia da resposta imune do hospedeiro (CROFT;
COOMBS, 2003). Thakur (1998) mostrou a diminuicdo de eficAcia e aumento da
toxicidade dos antimoniais pentavalentes em pacientes com leishmaniose visceral em
Bihar, india, quando comparados as Ultimas décadas. Na mesma regido, Sundar (2000)
encontrou mais de 65% de falha no tratamento da doenca com estas drogas e alerta para
um possivel aumento da resisténcia em outras regides endémicas da doenca. Além do
mais, a auséncia da resposta de células T tem grande impacto no tratamento da forma
cutanea difusa em pacientes com coinfec¢édo HIV/LV (ALVAR et al., 1997).

Anfotericina B tem sido usada como droga de segunda escolha no tratamento das
leishmanioses desde a década de 1960 (HALDAR; SEN; ROY, 2011) e apresenta
excelente atividade contra Leishmania spp. E a droga de primeira escolha em gestantes
(BRASIL, 2006, 2010; FIGUEIRO-FILHO et al., 2004). Porém, a quimioterapia com este
antibidtico é limitada por seus efeitos adversos e toxicidade dose-dependente, além de
seu uso exclusivo por infusdo parenteral lenta (CROFT; COOMBS, 2003; MONZOTE,
2009). Estes efeitos foram reduzidos com o desenvolvimento das formulagfes lipidicas
(anfotericina B lipossomal e anfotericina B coloidal), mas o custo ainda elevado

impossibilita seu uso na rotina do servico de saude. Sua utilizacéo fica reservada para
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pacientes graves de leishmaniose visceral que desenvolveram quadros de toxicidade
renal ou cardiaca (BRASIL, 2006).

No Brasil pode-se ainda utilizar pentamidina como segunda escolha nas formas
cutanea e visceral da leishmaniose (BRASIL, 2006, 2010). Inicialmente sintetizadas como
hipoglicemiante, o uso antileishmania tem sido utilizado desde 1939 (BALANA-FOUCE et
al.,, 1998). Além do uso parenteral e diversos efeitos colaterais, a pentamidina tem
importantes fatores limitantes como menor eficacia e toxicidade, podendo causar diabetes
mellitus insulina-dependente de forma irreversivel (SUNDAR; CHATTERJEE, 2006).

Outras drogas estdo sendo testadas e utilizadas com éxito principalmente em
regibes onde a resisténcia ao parasito j4 estd presente. Miltefosina é a primeira droga
administrada via oral no tratamento da LV com boa eficacia, mas apresenta potencial para
teratogenicidade e resisténcia (HALDAR; SEN; ROY, 2011).

Atualmente, os medicamentos disponiveis para o tratamento das leishmanioses
sd0 muitas vezes inacessiveis aos paises com maior nimero de casos, pois sao
relativamente caros. Além disso, 0s medicamentos sdo produzidos por poucos
fabricantes, geralmente de forma exclusiva, gerando problemas de abastecimento e alto
custo (WHO, 2014). A elevada toxicidade aliada ao uso parenteral exclusivo,
necessitando muitas vezes de internacdo, representa um sério obstaculo ao tratamento
adequado dos casos de LTA (BASANO; CAMARGO, 2004). A pesquisa de compostos
isolados de fontes naturais pode oferecer uma solucdo mais disponivel e eficiente no
tratamento das leishmanioses (MONZOTE, 2009).

1.2. Produtos naturais

Uma caracteristica importante dos produtos naturais na descoberta de novas
drogas é a grande diversidade estrutural ainda ndo desbravada. No entanto, este
potencial é ainda muito pouco explorado, ja que apenas 5-15% das plantas terrestres
tiveram sua diversidade quimica estudada e caracterizada. Assim, os produtos naturais
constituem uma excelente fonte de novos compostos biologicamente ativos, que podem
ser utilizados diretamente ou com modificagées estruturais que visam o melhoramento de
suas atividades e/ou redugéo da toxicidade (BRAHMACHARI, 2012).

De fato, mais da metade das novas drogas baseadas em produtos naturais que se

encontravam em fase de desenvolvimento no ano de 2008 eram originarias de plantas, a
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maioria estudada como agentes anticancer e anti-infecciosos (HARVEY, 2008),
confirmando a soberania desta fonte na busca de novos agentes terapéuticos.

Atualmente, poucas sdo as drogas existentes para o tratamento de doencas
parasitarias. Alcaloides, terpenos e flavonoides sdo exemplos de classes de compostos
naturais que tem apresentado atividade contra protozoarios causadores de doencgas
tropicais, tais como leishmanioses, malaria e tripanossomiase americana (KAYSER;
KIDERLEN; CROFT, 2003). Considerando as dificuldades no tratamento atual das
leishmanioses, o desenvolvimento e introducdo de novos compostos leishmanicidas
menos toxicos e de facil acesso é sem duvida desejavel. Ao encontro disso, produtos
derivados de plantas tem ganhado espaco nos meios de pesquisa por serem de facil
acesso e relativamente baratos (SEN; CHATTERJEE, 2011).

Contudo, produtos naturais contém uma mistura variavel e complexa de
substancias, aumentando o risco de ocorréncia de efeitos colaterais, que pode ser
minimizado com o isolamento do composto responséavel pelo efeito desejado (SNEADER,
2005).

1.2.1. Género Selaginella

Selaginella (Selaginellaceae, ordem Selaginellales, classe Lycopsida) € um género
de plantas vasculares sem sementes, Unico sobrevivente dentro de sua familia. A familia
Selaginellaceae, junto com outras do filo Lycophyta, compreendem as mais antigas
plantas vasculares do planeta (BANKS, 2009). Hoje, h& apenas trés familias existentes de
lycophytas: Lycopodiaceae, Isoeteaceae e Selaginellaceae. Membros pertencentes as
duas primeiras familias produzem apenas um tipo de esporo (homosporadas) e 0s
pertencentes a Selaginellaceae sdo heterosporados, ou seja, produzem megasporos e
microsporos. Esta inovacdo na reproducdo € considerada importante na evolucdo das
plantas terrestres no planeta (BATEMAN; DIMICHELE, 1994).

Por ter sido um género que resistiu a extingdo nos periodos Tridssico e Permiano,
Selaginella tem sido objeto de estudo de botanicos e paleontologistas para elucidacao dos
mecanismos envolvidos na adaptacéo das plantas terrestres (WENG; NOEL, 2013). Com
este objetivo, Banks e colaboradores (2011) sequenciaram pela primeira vez o0 genoma de
uma planta vascular sem sementes utilizando a espécie S. moellendorffii. Foram

pY

constatados varios genes associados a sintese de diversos metabdlitos secundarios,
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sugerindo que Selaginella ndo s6 produz um vasto repertério de metabdlitos, como
também divide com as angiospermas certo grau de complexidade.

Metabolitos secundarios s&o biossintetizados pelas plantas em resposta a
estimulos ambientais ou como consequéncia do crescimento e desenvolvimento, sendo
uma estratégia adaptativa ao ambiente. A quimiodiversidade destes metabdlitos espelha a
enorme capacidade de adaptacdo das plantas terrestres com o passar do tempo. (WENG;
PHILIPPE; NOEL, 2012).

Muitas espécies de Selaginella sdo de uso popular em diversos paises. Na
medicina tradicional chinesa, diversas espécies de Selaginella s&o utilizadas no
tratamento de hiperglicemia, hemorragias, hepatites virais e doencas virais (CHEN; DUH;
CHEN, 2005; ZHENG et al., 2011). S. bryopteris, conhecida como ‘Sanjeevani’, é utilizada
ha séculos para tratar irregularidades menstruais, queimacdo no ato de urinar e ictericia
na india, particularmente em areas tribais (SAH et al., 2005).

Nas Américas, 0 uso deste género também é relatado. Comunidades indigenas no
Panamé utilizam S. convoluta para tratar febre, fraqueza e infec¢cdes oculares. Na
Colémbia, S. articulata € usada contra picadas de cobra (OTERO et al., 2000) e no Peru,
um grupo de amerindios chamado Yanesha também utiliza o género contra febre, além do
tratamento de astenia e hemorragias femininas (BOURDY; VALADEAU; CASTILLO, 2008;
CELINE et al., 2009).

No Nordeste brasileiro, a espécie S. convoluta € utilizada popularmente como
afrodisiaco, diurético, tratamento de amenorreia, tosse e aumento da fertilidade feminina
(AGRA et al.,, 2007; ALBUQUERQUE et al.,, 2007). Santos e colaboradores (2012)
destacam o0 uso popular de S. conduplicata, de nome popular samambainha, contra
doencas culturais conhecidas como espante, derrame e vento-caido em comunidades
ribeirinhas no estado do Amazonas.

Na literatura sdo descritas véarias classes de compostos isolados no género
Selaginella, sendo os mais abundantes os flavonoides, alcaloides e fenilpropanoides
(ALMEIDA et al., 2013). Diversos flavonoides ja foram identificados (SUN et al., 1997,
CHEN; DUH; CHEN, 2005; LIU et al., 2009; TAN et al., 2009; CAO et al., 2010a; CAO et
al., 2010b; WEI-SHENG et al., 2011; WU; WANG, 2011; XU et al., 2011; ZHANG et al.,
2011; WANG et al., 2011). Muitos destes apresentaram diversos efeitos bioldgicos, entre
eles atividade antifungica (CAO et al., 20102; JUNG et al., 2006), antiviral (MA et al., 2001;
CAO et al., 2010b), antioxidante (CHEN et al., 2005), anticancer e anti-inflamatéria (LEE
et al., 1999; MISHRA et al., 2011), antinociceptiva (DE SA et al., 2012) e antidiabética
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(ZHENG, 2011?). Além disso, Kunert et al. (2008) observaram atividade antileishmania
nos biflavonoides presentes na espécie S. bryopteris.

O género Selaginella apresenta cerca de 750 espécies, tem distribuicdo
cosmopolita com predominio em areas tropicais (KRAMER; GREEN, 1990). No continente
americano, a espécie S. sellowii (Figura 1) distribui-se do México ao Uruguai, incluindo o
Brasil, onde esta presente em estados das regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-
Oeste (ASSIS; LABIAK et al., 2009). No estado de Mato Grosso do Sul, a espécie ocorre
de forma abundante na regido do Chaco, borda oeste do Pantanal brasileiro, e distingue-
se das outras espécies descritas na regido por apresentar microfilos monomorfos,
arranjados espiraladamente ao redor do caule (ASSIS; LABIAK et al., 2009; POTT et al.,
2010). A espécie ainda ndo apresenta seus constituintes revelados e atividades biolégicas
testadas, constituindo, portanto, um importante objeto de pesquisas na busca de drogas

com potencial antileishmania.

Figura 1. Esquema do ramo da planta Selaginella sellowii. Adaptado de: Assis e Labiak (2009)

1.2.2. Extracdo Acelerada por Solvente

A primeira etapa a ser considerada em uma analise qualitativa e quantitativa de
uma planta medicinal € a extracdo, método que separard 0S cOmpostos a serem
analisados da matriz celular. Métodos tradicionais de extracdo apresentam desvantagens

como longo tempo de extragdo, grande manuseio da amostra e reprodutibilidade
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insatisfatoria (BENTHIN; DANZ; HAMBURGER, 1999), além do consumo de grandes
guantidades de solvente gerando riscos ambientais e ocupacionais (PAWLISZYN, 2003).

Vérias técnicas de extracdo surgiram na tentativa de sobrepor as limitacbes dos
métodos convencionais (RAMOS; KRISTENSON; BRINKMAN, 2002). A extracao
acelerada por solvente (do inglés “Acelerated Solvent Extraction — ASE”) € um método
gue combina elevadas temperaturas e pressdo com solventes liquidos (RICHTER et al.,
1996), técnica também conhecida como extracao por liquido pressurizado.

O aumento da temperatura aumenta as taxas de difusédo e solubilidade do analito,
diminuindo a viscosidade e tensdo de superficie dos solventes, melhorando o contato
destes com o composto alvo (RICHTER et al, 1996; RAMOS; KRISTENSON;
BRINKMAN, 2002). O uso da temperatura elevada, e suas vantagens, nao seria permitido
sem 0 aumento da pressdo. A pressdo adequada mantém os solventes liquidos em
temperaturas acima do ponto de ebulicdo. Além disso, o uso da pressao forca o solvente
a penetrar melhor nos poros da matriz (RICHTER et al., 1996).

Essas vantagens tornam a extracdo mais rapida e com menor consumo de
solventes quando comparada aos métodos classicos. Benthin, Danz e Hamburger (1999)
compararam métodos de extracdo descritos na farmacopeia de algumas plantas
medicinais com a extracdo acelerada por solvente e demonstraram que houve menor
consumo de solventes, rendimento melhor ou superior aos métodos classicos e reducao
do tempo de extracdo, principalmente em plantas que necessitavam de extracdo com
solventes de polaridade crescente.

Devido ao grande interesse na extragdo de compostos bioativos de origem natural,
torna-se importante o uso de métodos que reinam a otimizacdo do processo extrativo
com a conscientizacdo ambiental. O objetivo da tecnologia “verde” é desenvolver e
encorajar a implementacéo de procedimentos que reduzam ou eliminem o uso e producao
de substancias perigosas, visando limitar a influéncia negativa do homem nos recursos
naturais, preservando assim o0 meio ambiente. A extracao por liquido pressurizado torna-
se entdo uma tecnologia promissora para cumprir esta demanda (MUSTAFA; TURNER,
2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antileishmania do extrato hidroetandlico e compostos isolados

de Selaginella sellowii sobre Leishmania amazonensis.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a atividade antileishmania in vitro do extrato hidroetandlico obtido de S.
sellowii sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis;

- isolar biflavonoides do extrato hidroetandlico de S. sellowii;

- avaliar a atividade antileishmania dos compostos isolados;

- avaliar a citotoxicidade do extrato hidroetandlico e biflavonoides isolados sobre
células de mamiferos;

- avaliar a liberacdo de oxido nitrico de macréfagos peritoneais infectados com L.
amazonensis e tratados in vitro com diferentes concentracdes do extrato e dos
biflavonoides isolados, a fim de investigar seu envolvimento no mecanismo de

acao leishmanicida.
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RESUMO

Este trabalho demonstra a atividade antileishmania do extrato hidroetandlico de
Selaginella sellowii (SSHE) e dos biflavonoides amentoflavona e robustaflavona, isolados

pela primeira vez nesta espécie. A atividade foi avaliada sobre formas amastigotas
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intracelulares de Leishmania (Leishmania) amazonensis, espécie de grande relevancia
em saude publica associada a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). SSHE
mostrou alta atividade sobre amastigotas intracelulares (Clsp = 20,18 pg/mL). O
fracionamento do extrato levou ao isolamento de dois biflavonoides com maior atividade.
Amentoflavona foi cerca de 170 vezes mais ativa (Clsp = 0,12 pg/mL) e menos citotoxica
(Clsp = 2,16 e 2,97 pg/mL, respectivamente, sobre células NIH/3T3 e J774.A1) do que
SSHE, com alto indice de seletividade (IS, 18 e 24,75). Robustaflavona também foi ativa
(Clsp = 2,84 pg/mL), porém mais citotoxica, com Clsg = 25,52 pg/mL (IS = 9) sobre células
NIH/3T3 e Clsp = 3,06 (IS = 1,08) sobre células J774.A1. A producédo de oxido nitrico (NO)
foi menor nas células tratadas com amentoflavona, sugerindo que a acéo leishmanicida
pode ndo se dar por este mecanismo. Em contrapartida, a liberacdo de NO foi maior apés
tratamento com robustaflavona. Foi demonstrado que S. sellowii apresenta potencial
como fonte de biflavonoides, que constituem compostos promissores para o
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento das leishmanioses, em especial a

LTA.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea; amentoflavona; robustaflavona; atividade

antileishmania.

INTRODUCAO

Leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios do género Leishmania, transmitidos pela picada de insetos flebotomineos. A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é a forma cutanea da doenca no Novo
Mundo, com manifestacdes clinicas que variam de lesdes cutaneas localizadas a formas

mucosas, incluindo as formas disseminada e difusa (Reithinger et al. 2007, Gontijo &
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Carvalho 2003). A forma cutaneo-difusa estd associada, no Brasil, a Leishmania
(Leishmania) amazonensis, onde individuos anérgicos desenvolvem numerosos nédulos,
ricos em parasitos. Inicialmente desenvolve-se uma lesdo no local da picada do inseto
vetor, que evolui de forma lenta, com formacédo de placas e multiplas nodulacbes nao
ulceradas em grandes extensfes cutaneas, geralmente com ma resposta ao tratamento
(Grimaldi & Tesh 1993).

As drogas utilizadas ainda hoje no tratamento das leishmanioses s&do o0s
antimoniais pentavalentes (Sb*®). Anfotericina B e pentamidina s&o utilizadas como
segunda escolha. No entanto, elas apresentam importante limitagdo quanto a seguranca
terapéutica por apresentarem elevada toxicidade e alta frequéncia de efeitos adversos
(Croft & Coombs 2003, Sundar & Chatterjee 2006, Oliveira et al. 2011). Os antimoniais
ainda exigem administracao parenteral e longo periodo de tratamento, ocasionando falhas
no tratamento e resisténcia do parasito (Sundar et al. 2000). A somatéria destes
problemas evidencia a urgente necessidade de novos agentes terapéuticos.

Recentemente, varios esforcos tem sido realizados em busca de novas alternativas
terapéuticas para a leishmaniose, com o desenvolvimento de compostos de origem
natural e sintética (Monzote 2009). Assim, os produtos naturais constituem uma excelente
fonte de novos compostos biologicamente ativos que podem ser utilizados diretamente ou
com modifica¢des estruturais que visam o melhoramento de suas atividades e/ou reducao
da toxicidade (Brahmachari 2011).

O género Selaginella (Selaginellaceae) apresenta cerca de 750 espécies,
predominantemente distribuidas em areas tropicais (Kramer & Green 1990), sendo varias
delas utilizadas na medicina popular em paises como india, China e Brasil (Sah et al.
2005, Zheng et al. 2011, Santos et al. 2012). Diversos metabdlitos ja foram isolados no

género, como alcaloides (Wang et al. 2009), lignanas (Lin et al. 1994), fenilpropanoides
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(Lin et al. 1994) e principalmente biflavonoides (Setyawan 2011). Estudos tém explorado
as atividades biolégicas de compostos presentes em espécies do género, tais como
anticancer (Mishra et al. 2011), antifingica (Mishra et al. 2011) e antiviral (Ma et al. 2001).
Kunert et al. (2008) observaram atividade antileishmania nos biflavonoides presentes na
espécie S. bryopteris.

A espécie S. sellowii, encontrada no Pantanal brasileiro (Assis & Labiak 2009), ndo
apresenta descricdes sobre seus compostos e atividades bioldgicas na literatura. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade do extrato hidroetandlico de S.
sellowii e seus compostos isolados sobre formas amastigotas intracelulares de

Leishmania amazonensis.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os espécimes de S. sellowii Hieron. foram coletados em Corumb4, estado de
Mato Grosso do Sul (MS), Brasil, em junho de 2009. As plantas foram identificadas pelo
Dr. Arnildo Pott, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, e depositadas no
herbario Campo Grande/UFMS sob o numero 27218 (licenca CGEN/MMA no.

010273/2013-1).

Extracdo e isolamento

A planta inteira, pulverizada e tamisada, foi submetida ao extrator de fluido
pressurizado Dionex, modelo ASE 150, equipado com um cartucho de extracdo de 100

mL, sendo que o processo descrito a seguir foi repetido por trés vezes. Para a extracao,
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foram utilizados os seguintes parametros: temperatura 130°C, pressao 1500 psi, tempo de
extracdo estatico quatro minutos, trés ciclos de extracdo e 150% de volume de lavagem.
A planta (90g) foi inicialmente extraida com Diclorometano, para remoc¢édo de compostos
apolares, em seguida foi extraida com uma mistura de Acetato de etila:metanol (8:2) e
entdo submetida a extracdo com etanol:agua (7:3). Os produtos obtidos das extracfes
com a ultima mistura de solvente foram reunidos e concentrados em rotaevaporador para
obtencao do extrato hidroetandlico (SSHE) (9,0 g). O SSHE (2,0 g) foi submetido a uma
coluna cromatografica Sephadex LH-20 e eluido com MeOH. Foram coletadas 102
fracbes de 20 mL cada. As fracbes obtidas foram agrupadas apdés Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) em placas de silica gel 60 (Merck) eluidas com
cloroférmio:metanol (9:1) e (8,5:1,5) e revelagdo com NP/PEG. As fracdes 52-63 (14,8
mg) foram agrupadas, obtendo-se o composto amentoflavona (1). As fracdes 64-101 (1

mg) foram identificadas como sendo a robustaflavona (2) (Fig. 1).

Fig. 1: Compostos isolados de Selaginella sellowii: amentoflavona (1) e robustaflavona (2).
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Elucidacao estrutural

Os compostos foram identificados através de RMN de *H, *3C e DEPT-135°, Bruker
(300/75 MHz) DPX-300, diluidas em DMSO deuterado (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
dados de MS e MS/MS foram obtidos em alta resolu¢cao (microTOF I[I-ESI TOF - Bruker
Daltonics) com modo de ionizacdo positiva. Os dados obtidos foram confirmados por

comparacao com espectros da literatura (Agrawal & Bansal, 1989).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

SSHE foi analisado quantitativamente (500 pg/mL) por CLAE-DAD utilizando um
cromatografo liqguido modelo LC-20AD, acoplado a um detector de arranjo de diodo (DAD)
SPD-M20A (Shimadzu) e injetor manual com alga de amostragem de 20 pL, operando em
comprimento de onda de 325 nm. Para a separacao, coluna de fase reversa Shimadzu
octadecil Shim-pack PREP-ODS (H) KIT (250 mm x 4.6 mm, 5 um) e pré-coluna (4 cm x 3
mm) com a mesma fase estacionaria foram utilizadas. A fase mével consistiu de A (H,0)
e B (MeOH), ambas com 1% de acido acético, usando o sistema de gradiente linear: 0.01-
10 min (25% B), 10 - 25 min (100% B), 25-30 min (100% B) e 30-45 min (25% B). O fluxo
foi de 0,8 mL/min. Os dados cromatograficos foram analisados em um sistema
operacional computadorizado com software Lcsolution (Shimadzu). Os solventes

utilizados foram de grau de pureza CLAE (Vetec) e agua Milli-Q (Millipore Inc.).

Parasitos

A cepa padréo IFLA/BR/1967/PH8 de L. amazonensis foi utilizada para os ensaios

in vitro. Amastigotas foram rotineiramente isoladas de lesdes de camundongos BALB/c e
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mantidas como formas promastigotas em Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich) e 140 pg/mL de

gentamicina (Sigma-Aldrich) a 26°C.

Animais

Camundongos BALB/c fémeas de seis semanas de idade foram utilizados para
obter os macrofagos peritoneais residentes usados nos ensaios in vitro. Os animais foram
obtidos no Biotério Central (CCBS/UFMS) em boas condicbes de saude, livres de
infeccbes ou parasitoses comuns aos roedores. Os animais foram mantidos em mini-
isoladores acoplados a rack ventilado (Alesco®), em boas condicdes de higiene, sendo
alimentados com racdo balanceada comercial e hidratados com é&gua ad libitum. O
trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS, sob

Parecer 431/2012.

Atividade antileishmania

Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram isolados apds lavagem
com meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) e semeados (1x10° células/poco) em placas de 24
pocos em meio RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% (Cultilab) e 140 pug/mL de
gentamicina (Sigma-Aldrich). Apds uma hora de incubacéo a 37°C em 5% CO,, as células
foram infectadas com formas promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria
(1x10° células/pogo) e incubadas a 35°C, em 5% CO, por 4h. SSHE foi adicionado nas
concentracfes de 50 a 12,5 pg/mL. As células foram incubadas a 35°C em 5% CO,,
fixadas e coradas com Giemsa depois de 24, 48 e 72h. Amentoflavona (0,375 a 3 pg/mL)

e robustaflavona (1,56 a 12,5 pg/mL) foram adicionadas em diferentes concentracdes e as
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células coradas apos 72h de tratamento. Células néo tratadas foram usadas como
controle negativo. Anfotericina B (Sigma-Aldrich) foi usada como controle positivo e
analisada apds 24h de tratamento. A porcentagem de macrofagos infectados e o nimero
total de amastigotas foram determinados pela contagem de 200 células em sextuplicatas.
O indice de infeccao foi determinado pela multiplicacdo da porcentagem de macrofagos
gue possuiam ao menos um parasito intracelular pela média de amastigotas por
macrofago, como descrito por Paladi et al. (2012). A concentracao inibitéria para reduzir
em 50% o total de amastigotas (Clsp) foi calculada através de curva dose-resposta de

regressao nao-linear.

Producédo de o6xido nitrico (NO)

Foi avaliada a producdo de O&xido nitrico pelas células infectadas com L.
amazonensis tratadas como descrito no item anterior. Cem microlitros do sobrenadante
das culturas foram coletados e incubados com igual volume de Reagente de Griess
(sulfanilamida 1%/ 0,1% natftiletilenodiamina em &cido fosférico 5%) por 10 minutos a
temperatura ambiente. O acumulo de nitrito foi quantificado segundo Ding et al. (1988).
Absorbancia foi determinada a 540 nm, que foi convertida para pM de NO;" por meio da
comparacdo das amostras com uma curva padréo obtida com concentragdes conhecidas

(1-10 uM) de nitrito de sodio diluido em meio RPMI.

Ensaio de citotoxicidade

Macrofagos murinos (J774.A1) e fibroblastos (NIH/3T3), obtidos do Banco de
Células do Rio de Janeiro (Brasil), foram semeados em placas de 96 pocos (1x10%mL) e
incubados com SSHE, amentoflavona ou robustaflavona a 37°C, 5% CO; por 48h, nas

concentracdes de 0,25 a 250 pug/mL, para estimar a Clso. Anfotericina B (Sigma-Aldrich)



41

foi utilizada como droga de referéncia nas mesmas concentracdes. O crescimento celular
foi avaliado através do método colorimétrico de sulforodamina B (SRB) (Skehan et al.
1990). Dimetilsulféxido de sédio (DMSO, Vetec) foi utilizado como controle negativo na
concentracao utilizada para solubilizar a maior concentracdo dos compostos teste e nao
interferiu na viabilidade das células. A porcentagem de crescimento de cada amostra-
teste foi calculada conforme indicado por Monks et al. (1991). A Cls, foi determinada por
regressao nao-linear (Microcal Origin Verséo 6.0) e Microsoft Office Excel 2007. O indice

de seletividade (1S) foi calculado de acordo com Medeiros et al. (2011).

Analise Estatistica

Os resultados da producdo de O6xido nitrico e do indice de infeccdo foram
expressos como meédia e desvio-padrédo. Os dados foram analisados pelo teste t-Student

e considerados significantes quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo descreve pela primeira vez a atividade antileishmania associada a um
extrato obtido da espécie S. sellowii. O extrato hidroetanélico (SSHE) foi testado contra
formas amastigotas intracelulares, avaliando-se a cinética de infec¢do nos tempos de 24,
48 e 72h. Nossos resultados demonstraram o aumento dose-dependente da inibicdo da
multiplicacdo das amastigotas, obtendo-se a melhor atividade 72h apos a adicdo do
extrato. Neste ponto, o indice de infeccdo apresentou reducédo variando de 51,36% a
96,5%, da menor para a maior concentracao testada, quando comparado ao controle de

células infectadas nédo tratadas (Fig. 2). SSHE mostrou alta atividade contra L.
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20,18 pg/mL) e néo foi citotoxico para células de mamiferos (Tab.

24h

[1 Controle
1 12,5 ug/mL
B 25 ug/mL
B 50 pg/mL
Bl 100 pg/mL

Fig. 2: Atividade antileishmania do extrato hidroetandlico de S. sellowii (SSHE) sobre amastigotas
intracelulares. Macrofagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis e tratados com diferentes
concentracdes de SSHE. O indice de infeccdo foi calculado 24, 48 e 72h apls tratamento. Barras
representam a média = DP de sextuplicatas. * p < 0,01 e ** p < 0,0001, para as diferentes concentracbes em
relagcdo as células néo tratadas (controle) (teste t-Student).

Tabela |
Atividade antileishmania e citotoxicidade do extrato hidroetandélico (SSHE) e compostos isolados de
Selaginella sellowii.

Amastigotas NIH/3T3 J774.A1
intracelulares
Amostra-teste
Clso IS Clso
pg/mL (UM) pg/mL (UM) Hg/mL (UM)

SSHE 20,18 12,21 166,29
Amentoflavona 0,12 (0,23) 18 2,97 (5,51)
Robustaflavona 2,84 (5,27) 25,52 (47,4) 9 3,06 (5,7)
Anfotericina B 0,03 (0,029) 73 4,32 (4,67)

Clsg = Concentracao Inibitéria 50%
IS (indice de seletividade) = Cls, célula de mamifero/Cls, amastigota (ug/mL)
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SSHE foi considerado com otima atividade antileishmania (Clsp < 50 pug/mL) de
acordo com os critérios de Claudino et al. (2013) e por isso buscou-se caracterizar seus
constituintes a fim de se identificar os compostos responsaveis pela atividade.
Anfotericina B foi utilizada como droga controle, resultando em uma Clso de 0,03 pg/mL
contra L. amazonensis (Tab. I). Apesar de sua alta atividade, o tratamento clinico com
esta droga apresenta elevada toxicidade, alto custo e casos de resisténcia (Freitas-Junior
et al. 2012), tornando fundamental a busca por um novo agente leishmanicida.

A andlise dos espectros de UV dos picos apresentados no CLAE-DAD para SSHE
revelou a presenca de fenilpropanoides (Silverstein et al. 2007) e biflavonoides (Mabry et
al. 1970) (Fig. 3). O fracionamento do SSHE levou ao isolamento de dois biflavonoides
descritos no género Selaginella, amentoflavona (Ma et al. 2001, Zhang et al. 2011) e
robustaflavona (Lin et al. 2000, Zhang et al. 2011). Perfis **C RMN dos compostos (1) e
(2) foram consistentes com o0s previamente reportados para amentoflavona e
robustaflavona, respectivamente (Agrawal 1989). O espectro de massas de (1) exibiu m/z
539,0973 [M*H]*, e fragmentos que incluiram m/z 497, 403, 347, 335, 283, 153 e 121,
caracteristicos de amentoflavona (Zhang et al. 2011). O espectro de massas do composto
(2), com m/z 539,0956 [M*H]" e fragmentos m/z 521, 465, 387, 283, 270, 153, 121, foram
caracteristicos de robustaflavona (Zhang et al. 2011). Este € o primeiro relato de
biflavonoides isolados na espécie S. sellowii.

Amentoflavona apresenta diversas atividades biolégicas, como antiviral (Ma et al.
2001), antifangica (Jung et al. 2006), antioxidante (Sakthivel & Guruvayoorappan 2013) e
anti-inflamatédria (Oh et al. 2013). Robustaflavona é descrita como um potente inibidor da
replicagdo do virus HBV (Zembower et al. 1998). Além disso, os dois biflavonoides séao
ainda apontados como promissores no desenvolvimento de drogas antidengue (Coulerie

et al. 2013) e antielastase (Xu et al. 2009).
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Fig. 3: Perfil cromatogréafico do extrato hidroetandlico de Selaginella sellowii a 270 nm e espectros de
absorcao de UV (240 — 400 nm).

Uma vez que a maior atividade leishmanicida foi encontrada 72h apds o tratamento
com SSHE, os isolados foram avaliados neste mesmo periodo. O fracionamento do
extrato resultou em compostos isolados mais ativos. O tratamento de amastigotas
intracelulares de L. amazonensis com todas as concentragdes testadas de amentoflavona
causou uma diminuicdo significativa (p < 0,0001) no indice de infeccdo quando
comparado ao controle, com indices de reducdo maiores que 90,6%, chegando a quase
100% na maior concentracéo (3 ug/mL) (Fig. 4A). Amentoflavona foi cerca de 170 vezes
mais potente do que SSHE (Clsp = 0,12 pug/mL). A excelente atividade antileishmania da
amentoflavona obtida em nosso estudo alinha-se com os resultados obtidos por Oubada
et al. (2014), que observaram atividade da mesma substancia apos 48h de tratamento
sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Uma vez que néo foi observada
atividade da amentoflavona sobre amastigotas axénicas de Leishmania donovani

(Weniger et al. 2006, Kunert et al. 2008) e fraca atividade sobre promastigotas desta
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mesma espécie (Camacho et al. 2000), sugere-se que a acao antileishmania deste
composto possa ser mediada pela célula hospedeira. Este fato, aliado a acéo tardia de
SSHE (72h), nos leva a considerar a hipétese do composto atuar como uma pré-droga,

gue necessita ser metabolizada pelo macréfago para exercer seu efeito.
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Fig. 4: Atividade antileishmania da amentoflavona (A) e robustaflavona (B) sobre amastigotas intracelulares.
Macrofagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis e tratados com diferentes concentra¢des das
substancias. O indice de infec¢éo foi calculado 72h apés tratamento. Barras representam a Média + DP de
sextuplicatas.** p < 0,01; * p < 0,0001, para as diferentes concentra¢des em relac@o as células néo tratadas
(controle) (teste t-Student).

Da mesma forma que SSHE e amentoflavona, robustaflavona apresentou atividade
antileishmania de forma dose-dependente, com reducdo do indice de infeccdo chegando
a 90,8% (12,5 pg/mL) (Fig. 4B). Robustaflavona foi menos ativa que amentoflavona, com

Clsp de 2.84 pg/mL. Mesmo sendo considerada ativa (Clsp < 10 pg/mL), o composto
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mostrou certa citotoxicidade sobre as células de mamiferos deste ensaio, com indices de
seletividade abaixo de 10 (Ndjakou Lenta et al. 2007), conforme mostrado na Tab. I.

Foi investigada a liberacdo de NO pelos macréfagos infectados e constatou-se que
houve aumento significativo (p < 0,05) ap0s tratamento com a maior concentracdo de
SSHE (100 pg/mL) (Fig. 5A). A producdo de NO pelas células tratadas com
amentoflavona foi significativamente menor nas concentracdes de 1,5 pg/mL (p < 0,05) e
0,75 pg/mL (p < 0,01) em relacdo as nao tratadas (Fig. 5B). Este resultado pode ser
devido as propriedades antioxidantes da amentoflavona, que no trabalho de Banerjee et
al. (2002) foi associada a inibicdo da expresséo proteica de INOS. Além disso, Woo et al.
(2005) demonstraram o efeito inibidor da amentoflavona sobre a producéo de NO induzido
por LPS, através do bloqueio da ativacado do gene NF-kB, responsavel pela transcricdo de
INOS. Sugere-se, entdo, que o mecanismo de destruicdo das amastigotas intracelulares
por este biflavonoide pode nao estar associada a liberagcdo de NO. Amentoflavona poderia
ter acdo direta sobre os parasitos e/ou influéncia sobre outros mecanismos citotoxicos
para patdégenos intracelulares. Mecanismos de defesa independentes da liberacdo de NO
podem ser vantajosos em casos de LTA associados a cepas de L. amazonensis e L.
braziliensis resistentes ao 6xido nitrico, descritas no estudo de Giudice e colaboradores
(2007), onde a resisténcia ao NO foi diretamente relacionada ao tamanho da lesdo e
severidade da doenga.

Em contrapartida, robustaflavona aumentou a liberacdo de NO pelos macréfagos
infectados na maior concentracao testada (Fig. 5C). De fato, robustaflavona isolada de S.
tamariscina ndo tem efeito inibidor sobre a expresséo de iINOS, sendo a produgcao de NO
aumentada nas maiores concentracdes testadas sobre células tratadas com LPS (Yang et
al. 2006). Neste mesmo trabalho, este efeito € comparado ao de outro biflavonoide

isolado, a sumaflavona que, tal como amentoflavona, inibe iINOS, diminuindo os niveis de
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NO. Os autores sugerem ainda que a diferenca do potencial de inibicdo de NO deve-se a

diferencas na localizacdo da ligacdo C-C das substancias, isto é, IC3’-lIC8" em

amentoflavona e sumaflavona,

NO, (uM)

e IC3’-1IC6” em robustaflavona.
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Fig. 5: Efeito sobre a producdo de NO por macréfagos peritoneais infectados com L. amazonensis apés 72h
de tratamento com SSHE (A), amentoflavona (B) e robustaflavona (C). Barras representam a média + DP de
sextuplicatas. *p<0,05, para as diferentes concentracdes em relacdo as células ndo tratadas (teste t-

Student).

Este estudo apresenta a primeira descricdo da presenca dos biflavonoides

amentoflavona e robustaflavona na espécie S. sellowii. O fracionamento do extrato



48

hidroetandlico de S. sellowii com acdo antileishmania permitiu a identificacdo de
compostos ainda mais ativos. O mecanismo antileishmania da amentoflavona néo parece
envolver a liberacdo de NO pelos macrofagos infectados, ao contrario da robustaflavona,
gue apresentou aumento da producdo de NO. A atividade antileishmania da
amentoflavona, aliada a baixa citotoxicidade as células de mamiferos, torna a mesma um
composto promissor para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento das

leishmanioses, em especial a LTA.
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ABSTRACT

This study demonstrates the antileishmanial activity of the hydroethanolic extract from
Selaginella sellowii (SSHE), as well as of the biflavonoids amentoflavone and
robustaflavone, isolated for the first time in this species. These substances’ effects were

evaluated on intracellular amastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis, a
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species of great relevance in American cutaneous leishmaniasis (ACL). SSHE presented
high activity against intracellular amastigotes (ICso value of 20.18 ug/mL). Extract
fractionation led to isolation of two bioflavonoids with the highest activity, as follows:
amentoflavone was about 170 times more active (ICsp value of 0.12 ug/mL) and less
cytotoxic than SSHE (ICso value of 2.16 and 2.97 ug/mL, respectively on NIH/3T3 and
J774.A1 cells), with high selectivity index (18 and 24.75); robustaflavone was also active
against L. amazonensis (ICso value of 2.84 ug/mL), but more cytotoxic, with ICso = 25.52
Mg/mL (S1 = 9) on NIH/3T3 cells and IC5p = 3.06 ug/mL (Sl = 1.08) on J774.A1 cells. The
production of nitric oxide was lower in cells treated by amentoflavone (suggesting that NO
should not be the leishmanicide mechanism in this case), while NO release was higher
after treatment with robustaflavone. We demonstrate S. sellowii as a potential source of
biflavonoids that could provide promising compounds for the treatment of cutaneous
leishmaniasis.

KEYWORDS: cutaneous leishmaniasis; amentoflavone; robustaflavone; antileishmanial

activity.

INTRODUCTION

Leishmaniases are a group of infectious diseases caused by protozoan parasites of
the genus Leishmania, transmitted by the bite of sand flies insects. American cutaneous
leishmaniasis (ACL) is the cutaneous form of the disease in the New World, with clinical
manifestations ranging from skin lesions to mucosal forms, including widespread and
diffuse forms (Reithinger et al. 2007, Gontijo & Carvalho 2003). The cutaneous diffuse
manifestation is associated, in Brazil, to Leishmania (Leishmania) amazonensis, form in
which anergic individuals develop numerous parasite-rich nodules. A lesion develops at

the insect bite’s site and evolves slowly, with multiple non-ulcerated nodules appearing in
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large extensions of the skin, usually with poor response to treatment (Grimaldi & Tesh
1993).

The first-choice drugs to the treatment of leishmaniasis are the pentavalent
antimonials (Sb*®). Amphotericin B and pentamidine are used as alternative therapeutic
options. However, all of these drugs have important limitations as to the safety of use,
presenting relevant toxicity and high frequency of side effects (Croft & Coombs 2003,
Sundar & Chatterjee 2006, Oliveira et al. 2011). The antimonials still require long-term use
and parenteral administration, resulting in treatment failure and resistant parasites (Sundar
et al. 2000), facts which reinforce the urgent need for new therapeutic agents.

Recently, many efforts have been applied to the development of antileishmanials
compounds, naturally or synthetically obtained (Monzote 2009). Natural products are a
great source of new biologically active compounds that can be used directly or with
structural modifications designed to improve their activities and/or reduce their toxicity
(Brahmachari 2012).

The genus Selaginella (Selaginellaceae) contains about 750 species, distributed
mainly in tropical areas (Kramer & Green 1990). Many of them are used by folk medicine
in countries like India, China and Brazil (Sah et al. 2005, Zheng et al. 2011, Santos et al.
2012). Several metabolites have been isolated in the genus, such as alkaloids (Wang et al.
2009), lignans (Lin et al. 1994), phenylpropanoids (Lin et al. 1994) and mainly biflavonoids
(Setyawan 2011). Studies have explored the biological activities of compounds present in
their species, such as anticancer (Mishra et al. 2011), antifungal (Mishra et al. 2011), and
antiviral (Ma et al. 2001). Kunert et al. (2008) observed antileishmanial activity in
biflavonoids present in S. bryopteris.

Selaginella sellowii is widely found in Brazilian pantanal wetlands (Assis & Labiak

2009), but there are no descriptions of their compounds and their respective biological
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activities. The aim of this study was to evaluate the activity of hydroethanolic extract and
biflavonoids isolated from S. sellowii on intracellular amastigotes of Leishmania

amazonensis.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Selaginella sellowii Hieron. (Selaginellales: Selaginellaceae) was collected in June
2009 in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. The plant was identified by Dr. Arnildo Pott
of the Botany Laboratory, CCBS/UFMS and voucher material was deposited in the
CG/UFMS herbarium under registration number 27218 (license CGEN/MMA n°

010273/2013-1).

Plant extraction and isolation

The whole dried pulverized plant was submitted to a pressurized fluid extractor
(Dionex, model ASE 150) equipped with an extraction cartridge (100 mL). The following
parameters were repeated three times: temperature of 130°C, pressure of 1500 psi, static
extraction time of four minute, 150% volume wash and three cycles of extraction. Plant
material (90.0 g) was first extracted in dichloromethane to remove apolar compounds,
followed by a mixture of ethyl acetate:methanol (8:2) and finally ethanol:water (7:3). The
latter extraction cycles were concentrated in a rotary evaporator, obtaining a
hydroethanolic extract denominated SSHE. The yield was 10.0% (w/w). SSHE (2.0 g) was
chromatographed on a Sephadex LH-20 column and eluted with MeOH; 102 fractions of

20 mL each were collected. The obtained fractions were grouped after thin-layer
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chromatography (TLC) in silica gel 60 plates (Merck), eluted with chlorophorm:methanol
(9:1 and 8.5:1.5) and the revelation done with NP/PEG. Fractions 52-63 (14.8 mg) were
grouped, obtaining the compound amentoflavone (1). Fractions 64-101 (1 mg) were

identified as robustaflavone (2) (Fig. 1).

Fig. 1. Compounds isolated from Selaginella sellowii: amentoflavone (1) and robustaflavone (2).

Structural elucidation

The compounds were identified by *H NMR, *C NMR and DEPT-135° Bruker
(300/75 MHz) DPX-300 diluted in deuterated DMSO (Merck, Darmstadt, Germany). Data
for MS and MS/MS were obtained in high resolution (ESI-TOF micrOTOF Il - Bruker
Daltonics) with positive ionization mode, confirmed by comparison with literature spectra

(Agrawal & Bansal 1989).



58

Liquid chromatography

SSHE was analyzed quantitatively (500ug/mL) for HPLC-DAD using a liquid
chromatograph model LC-20AD coupled with a diode array detector (model SPD-M20A,
Shimadzu), operating at wavelengths of 325 nm and manual injector with 20 pL loop
sampling. A reversed phase octadecyl Shimadzu Shim-pack PREP-ODS (H) KIT (250 mm
X 4.6 mm, 5 um) and guard column (4 cm x 3 mm) with the same stationary phase were
used for separation. The mobile phase consisted of A (H,O) and B (MeOH), both with 1%
acetic acid, using a linear gradient system: 0.01 to 10 min (25% B), 10 to 25 min (100% B),
25 to 30 min (100% B) and 30 to 45 min (25% B). The flow rate was 0.8 mL/min. The
chromatographic data were analyzed on a computer with the Lcsolution operating system

(Shimadzu). The solvents were HPLC grade (Vetec) and ultrapure water (Millipore Inc.).

Parasites

A standard strain of Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8)
was used for in vitro tests. Amastigotes forms were routinely isolated from BALB/c mice
cutaneous lesions and maintained as promastigotes at 25°C in Schneider's Insect Medium
(Sigma-Aldrich) supplemented with 20% fetal calf serum (Cultilab) and 140 pg/mL

gentamicin (Sigma-Aldrich).

Animals

Female BALB/c mice aged six weeks were used to obtaining resident peritoneal
macrophages used in the tests. The animals were obtained from the central animal facility
of the Center for Biological and Health Sciences (CCBS) of the Federal University of Mato

Grosso do Sul (UFMS, Brazil) in good health and free of common rodent infections or
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parasites, maintained in individually ventilated cages equipped with mini-isolators, fed a
balanced feed (Nuvilab CR-1, Nuvital®) with free access to water. This study received
approval from the local Animal Experimentation Ethics Committee (CEUA/UFMS) under

protocol number 431/2012.

Antileishmanial activity

Peritoneal macrophages from BALB/c mice were isolated after lavage with RPMI
1640 medium (Sigma) and placed (1x10° cells/well) in a 24-well plate in RPMI 1640
medium (Sigma) supplemented with 10% FCS (Cultilab) and 140 pg/mL gentamicin
(Sigma). After one hour-incubation at 37°C in 5% CO,, cells were infected with L.
amazonensis promastigotes (1x10° cells/well), and subsequently incubated at 35°C for
four hours. SSHE was added at concentrations of 50 to 12.5 pug/mL. The cells were
incubated at 35°C in 5% CO,, fixed and stained with Giemsa after 24, 48 and 72 hours.
Amentoflavone (0.375 a 3 pg/mL) and robustaflavone (1.56 a 12.5 pg/mL) were added at
different concentrations and the cells stained after 72 hours of treatment. Untreated
infected cells were used as negative control. Amphotericin B (Sigma) was used as a
positive control and analyzed after 24 hours. The percentage of infected macrophages and
the total number of amastigotes were determined by counting 200 cells in sextuplicates.
Infection index was determined by multiplying the percentage of macrophages that had at
least one intracellular parasite by the mean of amastigotes per macrophage (Paladi et al.
2012). A non-linear dose-response regression curve was used to calculate the half

maximum inhibitory concentration (I1Csp).



60

Nitric oxide (NO) evaluation

NO production by L. amazonensis infected cells treated as described in the
previous item was evaluated. 100 pyL of the supernatants were collected and incubated
with an equal volume of Griess reagent (1% sulfanilamide/0.1% naphthalene diamine
dihydrochloride/2.5% H3PO,) for 10 minutes at room temperature for the quantification of
the accumulation of nitrite (Ding et al. 1988). Absorbance was determined at 540 nm. The
conversion of absorbance to uM of NO, was performed by comparing the samples to a
standard curve obtained with known concentrations (1 to 10 uM) of sodium nitrite diluted in

RPMI medium.

Cytotoxicity assay

Murine macrophages (J774.A1) and fibroblast cells (NIH/3T3) purchased from the
Rio de Janeiro Cell Bank (Brazil) were treated with SSHE and isolated compounds at
concentrations of 0.25 to 250 pg/mL to estimate 1Cso. Amphotericin B (Sigma) was used as
reference drug at the same concentrations. Cell viability was determined using the
sulforhodamine B assay (Skehan et al. 1990). Sodium dimethylsulfoxide (DMSO, Vetec)
was used as a negative control at the concentration used to solubilize higher
concentrations of test compounds without interfering with the cell’s viability. The
percentage growth of each test sample was calculated as described by Monks et al.
(1991). A non-linear dose-response regression curve was used to calculate ICso. The

selectivity index (Sl) was calculated according to Medeiros et al. (2011).
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Statistical analysis
Nitric oxide evaluation and infection index were expressed as the mean + standard
deviation (SD), and the data were analyzed using the Student’s t-test. Differences were

considered significant at p < 0.05 (represented by asterisks).

RESULTS AND DISCUSSION

The hydroethanolic extract (SSHE) was tested against intracellular amastigotes by
evaluating the kinetics of infection at 24, 48 and 72 hours. Our results demonstrated a
dose-dependent inhibition on the proliferation of intracellular amastigotes, with highest
activity registered 72h after extract addition. At that point, the infection index had
decreased from 51.6% to 96.5%, from the lowest to the highest concentration tested (Fig.
2). The inhibitory concentration that reduced 50% of the intracellular forms of L.
amazonensis (ICsp) was 20.18 pg/mL, with no cytotoxicity to mammalian cells (ICso value
of 246.2 ug/mL) (Table I).

SSHE was regarded with great antileishmanial activity (ICso < 50 pg/mL), according
to the criterion used by Claudino et al. (2013). Therefore, their constituents were
characterized in order to identify the compounds responsible for the activity. Amphotericin
B was used as a reference drug and resulted in ICso value of 0.03 pg/mL against L.
amazonensis (Table 1). Despite its high activity, amphotericin B is highly toxic, costly and
associated with cases of resistance (Freitas-Junior et al. 2012), making the search for a

new antileishmanial drug a relevant matter.
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Fig. 2: Antileishmanial activity of hydroethanolic extract from Selaginella sellowii (SSHE) on intracellular
amastigotes. Peritoneal macrophages were infected with L. amazonensis and treated with different
concentrations of SSHE. Infection index was calculated 24, 48 and 72 hours after treatment. Bars represent
the mean + SD of quadruplicates. * p < 0.01 and ** p < 0.0001, for the different concentrations compared to

untreated cells (control) (Student’s t-test).

Table I.
Antileishmanial activity and cytotoxicity of hydroethanolic extract (SSHE) and biflavonoids isolated from
Selaginella sellowii.

Intracellular NIH/3T3 J774.A1
amastlgotes
Test-sample
C|50 C|50 IS C|50 IS
pg/mL (UM) pg/mL (UM) pg/mL (UM)

SSHE 20,18 246,42 12,21 166,29 8,24
Amentoflavone 0,12 (0,23) 2,16 (4) 18 2,97 (5,51) 24,75
Robustaflavone 2,84 (5,27) 25,52 (47,4) 9 3,06 (5,7) 1,08
Amphotericin B 0,03 (0,029) 2,19 (2,19) 73 4,32 (4,67) 144

ICso = half maximum inhibitory concentration
Sl (selectivity index) = ICs, mammalian cell/ICs, amastigotes (ng/mL)

The analysis of UV spectra of SSHE compounds revealed the presence of
phenylpropanoids (Silverstein et al. 2007) and biflavonoids (Mabry et al. 1970) (Fig. 3).

The fractionation led to the isolation of two biflavonoids described in the genus Selaginella:
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amentoflavone (Ma et al. 2001, Zhang et al. 2011) and robustaflavone (Lin et al. 2000,
Zhang et al. 2011).

The *C NMR profiles of the compounds (1) and (2) were consistent with those
reported previously for amentoflavone and robustaflavone (Agrawal & Bansal 1989). The
mass spectrum of (1) exhibited m/z 539,0973 [M*H]", and fragments which included m/z
497, 403, 347, 335, 283, 153 and 121, characteristic of amentoflavone (Zhang et al. 2011).
Compound (2) exhibited mass spectrum with m/z 539,0956 [M*H]*, and fragments m/z
521, 465, 387, 283, 270, 153 and 121, characteristic of robustaflavone (Zhang et al. 2011).

This is the first report of biflavonoids isolated from S.  sellowii.
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Fig. 3: Chromatographic profile at 270 nm and UV absorption spectra (240-400nm) of the hydroethanolic
extract from Selaginella sellowii.

Amentoflavone shows various biological activities such as antiviral (Ma et al. 2001),
antifungal (Jung et al. 2006), antioxidant (Sakthivel & Guruvayoorappan 2013) and anti-
inflammatory (Oh et al. 2013). Robustaflavone is described as a potent inhibitor of HBV

virus replication (Zembower et al. 1998). Furthermore, both biflavonoids are suggested for
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the development of promising anti-dengue drugs (Coulerie et al. 2013) and antielastase
(Xu et al., 2009).

Once the highest activity was found 72 hours after the treatment with SSHE, the
isolates were evaluated at that point. Purification resulted in compounds with higher
activity. Treatment of intracellular amastigotes with all concentrations tested of
amentoflavone caused a significant decrease (p < 0.0001) in the infection index when
compared to the control, with a reduction greater than 90.6%, reaching almost 100% at the
highest concentration (3 pg/mL) (Fig. 4A). Amentoflavone was about 170 times more
powerful than SSHE (ICso value of 0.12 pg/mL). The excellent antileishmanial activity of
amentoflavone obtained in our study is in conformity with those obtained by Oubada et al.
(2014), who observed the effects on L. amazonensis intracellular amastigotes 48 hours
after the treatment aforementioned. Amentoflavone was not active on axenic amastigotes
of Leishmania donovani (Weniger et al. 2006, Kunert et al. 2008) and showed poor activity
on promastigotes of the same species (Camacho et al. 2000). Therefore, the
antileishmanial action of this compound may be mediated by the host cell. This fact,
coupled with the delayed action of SSHE (72h), leads us to consider the compound as a
pro-drug, which needs to be metabolized by macrophage to exert its effect.

Robustaflavone also showed antileishmanial activity in a dose-dependent way, with
a reduction of infection index reaching 90.8% (12.5 pg/mL) (Fig. 4B). Robustaflavone was
less active than amentoflavone, with 1Cso value of 2.84 pg/mL. Despite of being considered
as active (ICso < 10 pg/mL), the compound showed some cytotoxicity on mammalian cells,

with selectivity index below 10 (Ndjakou Lenta et al. 2007), as shown in Table I.
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Fig. 4. Antileishmanial activity of amentoflavone (A) and robustaflavone (B) on intracellular amastigotes.
Peritoneal macrophages were infected with L. amazonensis and treated with different concentrations of the
compounds. Infection index was calculated 72 h after treatment. Bars represent the mean + SD of
sextuplicates. ** p < 0.01. and * p < 0.0001, for the different concentrations compared to untreated cells

(control) (Student’s t-test).

Activation of macrophages was investigated by the nitric oxide (NO) release. NO
production was significantly increased (p < 0.05) after treatment with the highest
concentration of SSHE (100 pg/mL) (Fig. 5A). NO production by peritoneal macrophages
treated with amentoflavone was significantly lower at the concentrations of 1.5 pg/mL (p <
0.05) and 0.75 pg/mL (p < 0.01), compared to untreated infected cells (Fig. 5B). This may
be due to the antioxidant properties of amentoflavone. Banerjee et al. (2002) observed the
inhibition of INOS protein expression by amentoflavone. In addition, Woo et al. (2005)
demonstrated the inhibitory effect of amentoflavone on NO production, induced by LPS,

which prevents the activation of NF-kB, the gene responsible for transcription of iNOS. It
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suggests, therefore, that the destruction mechanism of intracellular amastigotes by this
biflavonoid should not be directly associated with increased release of NO. Amentoflavone
could have direct action on the parasites and/or influence over other cytotoxic mechanisms
for intracellular pathogens. Defense mechanisms independent of NO release can be useful
in cases of ACL associated with strains of L. amazonensis and L. braziliensis resistant to
nitric oxide, as described by Giudice et al. (2007), who demonstrated that the resistance to
NO is directly related to lesion size and severity of the disease.

In contrast, robustaflavone had increased the NO release by infected macrophages
at the highest concentration tested (Fig. 5C). In fact, Yang et al. (2006) demonstrated that
robustaflavone isolated from S. tamariscina did not affect the expression of iINOS. In the
same study, this effect was compared with another isolated biflavonoid called
sumaflavone, which, as amentoflavone, has inhibited iNOS and decreased NO levels. The
authors also suggest the difference in inhibitory potential of NO due to differences in the
location of the C-C bond in the compounds, i.e., IC3'-1IC8" in amentoflavone/sumaflavone

and IC3'-1IC6" in robustaflavone.
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Fig. 5: Nitric oxide release by L. amazonensis infected macrophages 72 hours after treatment with SSHE (A),
amentoflavone (B) and robustaflavone (C). Bars represent the mean + SD of sextuplicates. * p < 0.05, for the
different concentrations compared to untreated cells (Student’s t-test).
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This is the first study to describe the presence of the biflavonoids amentoflavone
and robustaflavone in S. sellowii. The fractionation of active hydroethanolic extract from S.
sellowii allowed the identification of even more active compounds. The antileishmanial
mechanism of amentoflavone does not seem to involve macrophage activation by
increasing the release of NO, unlike the one from robustaflavone, which induced an
increase in its production. The antileishmanial activity of amentoflavone coupled with its
low cytotoxicity to mammalian cells suggest it as a promising compound for the

development of new drugs aimed at treating leishmaniasis, specially the ACL form.
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