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RESUMO

Leishmania amazonensis, agente etiologico da leishmaniose tegumentar, € um protozoario
flagelado parasita intracelular obrigatdrio de fagocitos profissionais. A quimioterapia utilizada
para os portadores da doenga consiste em antimonios pentavalentes, como Pentostam e
Glucantime, porém, o desenvolvimento de resisténcia, alta toxicidade desses compostos e o
longo tempo de tratamento sdo fatores que limitam e afetam o combate clinico a leishmaniose.
Assim, o estudo e desenvolvimento de novos compostos, inclusive os naturais, contra infeccéo
por Leishmania amazonensis é fundamental para um possivel e urgente emprego de uma nova
quimioterapia. O estudo de compostos naturais tem aumentado significativamente devido as
vantagens apresentadas como baixo custo e principios ativos com potencial terapéutico. Os
compostos originados das plantas das familias Meliceae foram utilizados em varios estudos
devido as suas propriedades antiflngicas, antivirais e antiparasitarias. Desta forma, o presente
trabalho testou os efeitos toxicos de trés diferentes concentracdes de extratos aquosos de folhas
de Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia hirta contra formas promastigotas e
amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis. Nossos resultados mostraram que os extratos
podem estar interferindo no processo replicativo destes parasitas, relacionada a atividade
antileishmanicida levando a eliminacdo dos parasitos e progressivas alteracbes na sua

morfologia, com aspecto arredondado, auséncia de flagelo e em dupla.

Palavras-chave: Composto Natural. Leishmania amazonensis. Trichilias.



ABSTRACT

Leishmania amazonensis, the etiological agent of cutaneous leishmaniasis, is a flagellated
protozoan that is an obligate intracellular parasite of professional phagocytes. The
chemotherapy used for those with the disease consists of pentavalent antimonies, such as
Pentostam and Glucantime, however, the development of resistance, high toxicity of these
compounds and the long treatment time are factors that limit and affect the clinical fight against
leishmaniasis. Thus, the study and development of new compounds, including natural ones,
against Leishmania amazonensis infection is essential for the possible and urgent use of a new
chemotherapy. The study of natural compounds has increased significantly due to the
advantages presented such as low cost and active ingredients with therapeutic potential.
Compounds originating from plants in the Meliceae family have been used in several studies
due to their antifungal, antiviral and antiparasitic properties. Thus, the present work tested the
toxic effects of three different concentrations of aqueous extracts of leaves of Trichilia casatti,
Trichilia lepidota and Trichilia hirta against promastigotes and axenic amastigotes of
Leishmania amazonensis. Our results showed that the extracts may be interfering with the
replicative process of these parasites, related to the antileishmanicidal activity, leading to the
elimination of the parasites and progressive changes in their morphology, with a rounded

appearance, absence of flagellum and double.

Keywords: Natural Compost. Leishmania amazonensis. Trichilias.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses — caracteristicas gerais

A Leishmaniose é uma doenca causada por diferentes espécies de protozoarios flagelados
do género Leishmania, filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (OPAS, 2023).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2023), 350 milhdes de pessoas no
mundo residem em areas consideradas de risco de contrair a Leishmaniose, tendo cerca de 1
milhdo de novos casos por ano, o que a torna uma das doencas infecciosas mais importantes e
que vem sendo negligenciada (WHO, 2023).

A principal forma de transmissdo se d4 através da picada do inseto vetor flebotomineo,
dipteros da subfamilia Phlebotominae, representados por dois géneros: Phlebotomus, no Velho
Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo, durante seu repasto sanguineo em um mamifero
infectado (VASCONCELDOS et al., 2018). Esses insetos sdo pequenos, medindo de um a trés
milimetros, com coloracdo clara e habitos crepusculares. No Brasil, sdo popularmente
conhecidos como: “mosquito palha”, “birigui”, “flebétomo”, “asa dura”, “asa branca”,
“cangalhinha” ou “provarinho. Estas nomenclaturas estd0 relacionadas as suas caracteristicas
fisicas ou comportamentais e dependem da regido geografica em que o inseto se encontra
(PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012).

De acordo com o Manual de Vigilancia da Leishmaniose do Ministério da Saude, a
ocorréncia da doenca baseia-se em regides tropicais e subtropicais, e fatores como urbanizacéo,
mudancgas climaticas, desmatamento, influenciam para a sua propagacdo (BRASIL, 2017).

As principais subdivisdes clinicas da Leishmaniose sdo: Leishmaniose Visceral e
Leishmaniose Tegumentar (TAHGHIGHI, 2014).

1.1.1 Leishmania Visceral (LV)

A Leishmaniose Visceral também conhecida como calazar, € uma doenca sistémica e
letal quando ndo tratada adequadamente que pode permanecer assintomatica ou apds um
periodo de incubacdo de 2-4 meses, apresentar sintomas como episodios irregulares de febre,
perda de peso, anemia e hepatoesplenomegalia (MURRAY et al., 2005).
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Segundo o Ministério da Saude do Brasil, a Leishmaniose Visceral é endémica em 76
paises. Na Ameérica Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que a maior
parte dos casos notificados que ocorrem no Brasil estdo na Regido Nordeste (BRASIL, 2006).

No Brasil, as espécies causadoras fazem parte do complexo Leishmania donovani e séo
classificadas em duas espécies: Leishmania infantum e Leishmania donovani e Leishmania
chagasi (MURRAY et al., 2005).

1.1.2 Leishmania Tegumentar Americana (LTA)

A Leishmaniose Tegumentar € considerada a forma mais comum da infecgdo, tendo
distribuicdo mundial em 89 paises, sendo endémica nas Américas, com maiores nimeros
notificados de casos no Brasil, na Colémbia e no Peru. Segundo o Informe Epidemioldgico, na
regido das Americas em 2021, foram notificados 37.786 casos de leishmaniose cutanea, dos

quais 22,5% ocorreram em areas de fronteira (Figura 1) (OPAS, 2023).

Figura 1. Numero de casos notificados de Leishmaniose cutdnea nas Américas.
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Fonte: Organizacdo Pan-Americana da Saude. Sistema de Informacdo Regional de Leishmanioses nas Américas.
OPAS, 2022.

No Brasil, ha sete espécies de leishmanias envolvidas na ocorréncia de casos de
Leishmaniose Tegumentar. As mais importantes sdo: Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis. A forma

cuténea é causada principalmente por Leishmania amazonensis (OPAS, 2023).
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De acordo com a OPAS, no periodo de 2001 a 2021, um total de 1.105.545 casos de
leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) foram notificados (Figura 2) correspondendo a uma
média de 52.645 casos por ano (OPAS, 2023).

Figura 2. Casos de Leishmaniose tegumentar. Brasil, 1980 a 2021
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Fonte: Ministério da Salde, 2021.

A Leishmaniose Tegumentar em modo geral, apresenta diversas manifestacGes clinicas,
podendo afetar pele e mucosas, variando entre lesbes Unicas e multiplas. Suas principais
manifestacGes patoldgicas sdo: leishmaniose cutanea, leishmaniose muco-cutanea e
leishmaniose cutanea difusa (Figura 3 A, B e C) (TAHGHIGHI, 2014).

A Leishmaniose cutdnea (Figura 3A) é a forma mais comum e baseia-se em lesdes
Unicas na pele que podem aumentar de tamanho e evoluir para Glceras com fundo granuloso
ap6s o periodo de incubacdo de 1-12 semanas. E causada principalmente por Leishmania
amazonensis (MURRAY et al., 2005).

A Leishmaniose muco-cutanea (Figura 3B) € a manifestacdo mais severa da LTA e
possui dificil tratamento. Caracteriza-se por ocasionar infiltragdo, ulceracédo e, principalmente,
danos nos tecidos da cavidade nasal, faringe ou laringe, podendo ocasionar complicagdes
respiratorias graves, levando o paciente a 6bito. E causada principalmente por Leishmania

braziliensis e Leishmania guyanensis (HEPBURN, 2000).
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A Leishmaniose cutdnea difusa ou LCD (Figura 3C) é uma forma rara, porém grave,
de apresentacdo da doenca. No Brasil, 0 agente etioldgico responsavel pelo LCD € a Leishmania
amazonensis. Essa manifestacéo clinica inicia-se de maneira insidiosa, com lesao Unica e evolui
com formacdo de placas e multiplos nodulos ndo ulcerados por todo o corpo do paciente
(REITHINGER et al., 2007).

Figura 3. Manifesta¢des Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana.
Leishmania cutinea (A), Leishmania muco cutinea (B) e Leishmania Difusa (C).

Ao
Fonte: (A) Salazar e Castro, 2001 / (B) Martins et al., 2011 / (C) Costa et al., 2009

1.2 Aspectos morfolégicos de Leishmania sp.

Os parasitos do género Leishmania pertencem ao filo Sarcomastigophora, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (KAMHAWI, 2006). Apresentam duas formas
distintas em seu ciclo de vida: as formas flageladas promastigotas, encontradas no tubo
digestivo do inseto vetor; e as formas amastigotas, um estagio observado nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2017).

As formas promastigotas sdo alongadas, medem cerca de 5-20 um de comprimento por
1-4 um de largura, possuem aspecto fusiforme e flagelo Unico (Figuras 4 A e 5 A) Ja as formas
amastigotas séo arredondadas e medem cerca de 2-4 um de comprimento (Figuras 4 B e 5 B).

A bolsa flagelar é o local onde ocorre o transporte de vesiculas tanto nas formas
promastigotas quanto nas formas amastigotas (VANNIER SANTOS; MARTINY; SOUZA,
2002).
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Figura 4. Representacdo esquematica de formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de Leishmania spp. e suas
principais organelas.

A

Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2013.

Figura 5. Microscopia Eletronica de Transmissdo das formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de
Leishmania sp. e suas principais organelas identificadas como (N) - Ndcleo, (K) — cinetoplasto, (P) — bolsa
flagelar, (F) — flagelo e (M) — megassomos (amastigotas).

Fonte: Retirado de Vannier Santos; Martiny; Souza, 2002.

Os protozoarios do género Leishmania possuem, além das organelas presentes nas
células eucaridticas, algumas organelas particulares como: megassomos, acidocalcissomos,

glicossomos e cinetoplasto.
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Os megassomos sdo organelas ricas em cisteino proteinases cuja fungéo principal esta
relacionada a degradacdo de macromoléculas endocitadas (VANNIER SANTOS; MARTINY;
SOUZA, 2002).

Os acidocalcissomos sdo organelas responsaveis por armazenar e transportar ions como
Célcio, Magnésio e Zinco. Estdo envolvidos na resposta a estresses, como pressdo osmotica e
mudangas de pH e, encontram-se altamente presentes durante o processo de metaciclogénese
(VANNIER SANTOS; MARTINY; SOUZA, 2002).

Os glicossomos sdo organelas globulares que compartimentaliza vias metabdlicas,
responsaveis por gerar ATP, como a via glicolitica. Além disso, vias como B-oxidagdo de acidos
graxos, biossintese de pirimidina e recuperacdo de purinas sao exemplos de outros processos
metabolicos que acontecem nesta organela (VANNIER SANTOS; MARTINY; SOUZA,
2002).

O cinetoplasto se localiza em uma regido vizinha do corpo basal do flagelo e tem a
funcdo de sintetizar e armazenar uma molécula de DNA presente na mitocondria. Além disso,
¢ importante nos processos de transcricdo, recombinacdo e segregacdo cromossémica
(VANNIER SANTOS; MARTINY; SOUZA, 2002).

1.3 Ciclo bioldgico

O parasito possui um ciclo heter6xeno que envolve dois hospedeiros distintos: 0s
hospedeiros invertebrados, que sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, representados pelos Géneros Phlebotomus e Lutzomyia e, 0os hospedeiros
vertebrados, como homem e outros mamiferos, onde sdo encontradas formas promastigotas e
amastigotas (intracelulares) em fagdcitos profissionais (TAHGHIGHI, 2014).

Este ciclo de vida complexo apresenta diversas formas evolutivas, sendo as trés

principais: promastigota pro-ciclico, promastigota metaciclico e amastigota (Figura 6).



18

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura dos principais estagios do ciclo de vida de Leishmania.
Promastigotas pro-ciclicos, promastigotas metaciclicos e amastigotas.

Promastigota prociclica Promastigota metaciclica

Fonte: Adaptado de Besteiro et al., 2007.

O ciclo biolégico (Figura 7) do hospedeiro vertebrado envolve o flebotomineo, vetor
da Leishmaniose, que adquire os parasitas na forma promastigota atraves da picada da fémea
durante seu repasto sanguineo em um mamifero infectado (BATES e ROGERS, 2004).

No hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas infectam células fagociticas
profissionais como, células dendriticas, neutrofilos e principalmente, macréfagos, através do
processo de internalizacdo via fagocitose, formando um vaclolo parasitéforo com
caracteristicas endociticas. Este vactolo possui moléculas responsaveis pela destruicdo de
microrganismos, mas, é o local onde o parasita se instala, se diferencia para a forma amastigota
e multiplicam-se por fissGes binarias sucessivas até a ruptura da membrana plasmatica do
macrofago, liberando estas formas amastigotas no tecido (BATES e ROGERS, 2004).

As formas amastigotas desenvolveram mecanismos de defesa capazes de subverter a
capacidade microbicida celular, conseguindo sobreviver neste ambiente potencialmente toxico
e se multiplicar no interior de macréfagos (REITHINGER et al., 2007). Apos a replicacéo,
podem invadir novos macréfagos ou podem ser ligados ao ambiente do vetor durante o repasto
sanguineo (MURRAY et al., 2005).

A infeccdo no inseto flebotomineo ocorre quando a fémea pica um mamifero infectado
e ingere macrofagos contendo formas amastigotas. Estas formas amastigotas sdo conduzidas
para o trato digestorio do vetor, onde se diferenciam em promastigotas pro-ciclicos. Os
promastigotas pro-ciclicos migram para a o epitélio do trato digestorio.

No interior do vetor, as formas promastigotas se multiplicam por fissdes binarias ao

longo do tubo digestivo e migram para a regido anterior. Na porg¢ao anterior, os promastigotas
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passam por um processo denominado metaciclogénese, onde sdo extremamente moveis,
apresentam reducdo do corpo celular e comprimento do flagelo, tornando-se altamente
infectivos, sendo assim denominados de promastigotas metaciclicos. Posteriormente, essas
formas promastigotas metaciclicas migram para a proboscide e sdo regurgitadas, sendo

transmitida a um novo hospedeiro vertebrado, recomecgando o ciclo (TEIXEIRA et al., 2013).

Figura 7. Ciclo de vida Leishmania.
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Fonte: Adaptado de CDC, 2017.

1.4 Cultivo de amastigotas axénicas

As formas amastigotas possuem formato arredondado e auséncia de flagelo. As
amastigotas sobrevivem e se desenvolvem em ambientes acidéfilos onde se adaptam e se
abrigam no ambiente intracelular (ANTOINE et al., 1998).

Varios métodos para diferenciacdo de promastigotas em amastigotas axénicas foram
propostas desde a década de 1980, principalmente para os subgéneros Leishmania e Viannia
(BATES et al., 1992; ROCHETTE et al., 2009; CAO et al., 2012; CHANMOL et al., 2019).
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A primeira tentativa de cultivo axénico de amastigotas foi descrito e realizado por PAN,
em 1984, através da elevacao da temperatura de 23 °C para 35 °C para estimular a diferenciacdo
em Leishmania mexicana (PAN, 1984).

Vaérios pesquisadores tem aperfeicoado metodologias para a obtencdo de amastigotas
axénicos de diversas espécies de Leishmania, incluido na metodologia diferencas de
temperatura, pH e adi¢cdo de nutrientes posteriormente especificos nos meios de cultura para
estimular a diferenciacdo (TEIXEIRA et al., 2002; DEBRABANT et al., 2004; GUPTA,
GOYAL, RASTOGI; 2001; DIAS LOPES et al., 2021). As condicdes ideais para ativar a
diferenciacdo in vitro de amastigotas axénicos variam entre pH &cido e alternancia da
temperatura em diferentes espécies e cepas de Leishmania. No entanto, as condi¢des de cultivo
devem ser padronizadas para cada novo isolado a ser estudado (GUPTA, GOYAL, RASTOGI;
2001).

Critérios biologicos, bioquimicos e moleculares como a infectividade e expresséo
génica diferencial tem sido importantes para confirmar a semelhanga de amastigotas axénicos
com o0s amastigotas intracelulares. Em Leishmania sp., a forma promastigota desempenha uma
funcdo essencial para a transformacdo em amastigotas, como foi demonstrado por CYSNE em
1998 com Leishmania amazonensis, demonstrando a importdncia e necessidade de
promastigotas como a populagdo inicial para a transformacdo em amastigotas de L.
amazonensis (CYSNE et al., 1998; GUPTA, GOYAL, RASTOGI; 2001).

As formas amastigotas estdo relacionadas a todas as manifestacdes clinicas da doenca
no hospedeiro vertebrado. Sendo assim, o estabelecimento de culturas axénicas de amastigotas
de Leishmania é importante para entender os mecanismos de sobrevivéncia, patogenicidade e
0S mecanismos que regulam a sua diferenciacdo (CHANG, 1980).

O cultivo in vitro de amastigotas é considerado confiavel, porque fornece fonte ilimitada
de organismos viaveis livres da contaminacdo de componentes derivados do hospedeiro
(GUPTA, GOYAL, RASTOGI; 2001). Além disso, torna-se extremamente importante e
adequado utilizar esta fase do ciclo de vida do parasita para identificar e desenvolver alvos
moleculares e quimioterapicos (CHANG, 1980), principalmente para a utilizacéo na triagem de

novos compostos leishmanicidas (GUPTA et al.,1996).

1.5 Tratamento

Atualmente, dois complexos de farmacos antimoniais pentavalentes como, Pentostan

(estibogluconato de sodio) e Glucantime (antimoniato de N-metil glucamina), (Figura 8) sao
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indicacOes terapéuticas de primeira escolha para o tratamento em todas as formas clinicas das
leishmanioses. No entanto, quando a utilizacdo destes farmacos apresenta baixa eficacia, séo
utilizados antibidticos como a anfotericina B e a sua formulacéo lipossdmica, a miltefosina e a
pentamidina. Porém, todos estes medicamentos podem ocasionar diversos efeitos colaterais,
além de apresentar toxicidade e possivel surgimento de resisténcia por parte do parasito
(SANTIAGO et al., 2021).

Figura 8. Representagdo esquematica dos antimonios pentavalentes: Glucantime e Pentostam,
respectivamente.
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Fonte: Carvalho et al., 2015.

Os antimonais foram introduzidos no Brasil em 1912 por Gaspar Viana na sua formula
trivalente (Sblll) porém, foram substituidos pelos antimdnios pentavalentes (SbV) em 1945,
com o intuito de diminuir efeitos secundarios severos (HENDRICKX, CALJON, MAES;
2019).

O antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime) € o farmaco comercializado no
Brasil. Apresenta-se comercialmente em frascos de 5mL que contém 1,5g do antimoniato bruto,
correspondendo a 405mg de SbV. Portanto, uma ampola com 5mL corresponde a 405mg de
SbV e cada mL contém 81mg de Sb+5. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
recomenda que a dose deste antimonial seja calculada em mg Sh+5/kg/dia (BRASIL, 2017).

O mecanismo de acdo dos antimonios se da através da inibicdo de enzimas como
tripanotiona redutase (TR) presentes nos protozoarios da familia Trypanosomatidae,
responsavel pelo metabolismo redox do tiol, sendo essencial para a sua manutengdo de vida,
induzindo a apoptose nos parasitos e agindo como um antioxidante parasitario de defesa ao
estresse oxidativo do hospedeiro (TIWARI et al., 2018). Além disso, também é responsavel por
inibir a atividade da enzima topoisomerase (importante para a homeostase do DNA), encontrada

no nucleo e na mitocondria da Leishmania (SUN et al., 2020). Uma outra proposta de
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mecanismo de acdo se d& pela inibicdo da adenosina trifosfato (ATP) e da guanosina trifosfato
(GTP) através da inibicao do ciclo do &cido citrico e da glicolise (KOFF e ROSEN, 1994).

Apesar de serem utilizados como primeira escolha para o tratamento da Leishmaniose,
0s antimoénios apresentam algumas desvantagens devido a sua longa duracdo de tratamento,
dificuldades de administragdo (via de administracdo intramuscular), alto custo, além de
apresentarem efeitos adversos como dor abdominal, febre, mialgia, artralgia, aumento sérico
das enzimas hepaticas, pancreatite, disfuncdo gastrointestinal (SILVA-LOPEZ, 2010;
HENDRICKX; CALJON; MAES, 2019).

Os farmacos de segunda escolha também apresentam toxicidade, efeitos colaterais e alto
custo. A anfotericina B ndo apresenta boas propriedades fisico-quimicas, é fracamente
absorvida e possui baixa biodisponibilidade oral, sendo exclusivamente via intravenosa. A
Miltefosina, possui administracdo via oral, porém pode causas problemas gastrointestinais e
renais severos. A pentamidina tem apresentado casos de resisténcia e efeitos graves, como
diabete mellitus (SANTIAGO et al., 2021).

Devido a todas estas falhas apresentadas pelos farmacos atuais utilizados como fonte de
tratamento da Leishmaniose, o estudo de novos compostos de fontes naturais e/ou sintéticos
tem se tornado importante para adquirir novas alternativas terapéuticas que apresente baixa

toxicidade e alta especificidade.

1.6 Compostos naturais como potenciais quimioterapicos

A utilizagdo das plantas medicinais com o intuito de prevenir e tratar algumas
enfermidades é de extrema importancia na medicina tradicional (WANG et al., 2020).

A busca por novas atividades antimicrobianas tem aumentado significativamente devido
a resisténcia as drogas de patégenos humanos (STROBEL e DAISY, 2003). Devido a este fator,
extratos naturais de plantas com baixo custo e que possuem compostos ativos eficientes estdo
sendo cada vez mais estudados e pesquisados para um possivel controle biol6gico
(HARIKRISHNAN, BALASUNDARAM, HEO; 2011).

O extrato aquoso de plantas é utilizado na primeira etapa de efeitos bioldgicos. Além
disso, apresenta vantagens como: preservacgado das substancias aromaticas, baixa densidade, alta
permeabilidade em membranas e baixa toxicidade (COWAN, 1999).

Alguns compostos originarios de fontes naturais ja foram testados pelo nosso grupo de
laboratdrio. Recentemente, foi o efeito toxico de extrato de folhas de Palicourea (Rubiceae)

sobre epimastigotas de Trypanosoma cruzi, que foi capaz de inibir o seu crescimento e causar
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deformagdes na sua morfologia, apresentando retracdo do corpo do parasito, citoplasma
alongado e perda do conteudo citoplasmatico (ALEXANDRINO et al., 2016).

Outro exemplo foi a acdo de um extrato proteico e uma fracdo enriquecida com inibidor
de protease da semente de Jatropha curcas que foram testadas no desenvolvimento de
taquizoitos de células Vero infectadas com Toxoplasma gondii. Os resultados mostraram que 0
extrato proteico reduziu o percentual de infec¢do e 0 nimero de parasitas intracelulares, mas
ndo teve efeito sobre a morfologia das células Vero. A fracdo enriquecida com inibidor de
cisteina protease, reduziu tanto o nimero de células infectadas por T. gondii quanto parasitas
intracelulares. Sugerindo assim, que os compostos interferem no crescimento intracelular de T.
gondii (SOARES et al., 2015).

No entanto, varios outros trabalhos com compostos naturais foram executados pelo
nosso grupo contra parasitas de Toxoplasma gondii (MELO; VILELA; CARVALHO, 2011,
SOARES et al., 2015), Trypanossoma cruzi (ALEXANDRINO et al., 2016) e Leishmania
amazonensis (DO NASCIMENTO et al., 2015; SOUZA et al., 2013).

Todavia, mais estudos devem ser realizados para a pesquisa de novos compostos de
fontes naturais contra estes parasitas, especialmente em Leishmania amazonensis, para

estabelecer novas formas quimioterapicas.

1.7 Trichilias

As espécies de plantas pertencentes a familia Meliaceae possuem 50 géneros, incluindo
mais de 550 espécies, que sdo arvores ou arbustos perenes ou de folha caduca encontradas
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Estas plantas sdo bastante utilizadas para
uso medicinal e controle de pragas. No Brasil, sdo encontrados sete géneros (Cedrela,
Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea, Trichilia e Khaya) e aproximadamente 100 espécies
dessa familia (PARITALA et al., 2015).

Essas plantas sdo conhecidas por serem ricas fontes de limondides, que sdo grupos de
triterpenos oxidados, sendo considerado o mais relevante constituinte fitoquimico isolado de
diferentes partes desta planta. Os limonoides exibem uma gama de atividades biol6gicas, com
propriedades inseticidas, efeitos antifingicos, antibacterianas, antimalaricos, antivirais e
anticancerigenos (ROY e SARAHF; 2006; YASOTHA e RAJENDRAN, 2019). Alguns
estudos revelaram que os limonoides de frutas citricas demonstraram in vitro a capacidade de
induzir apoptose e inibir a proliferacdo de células de neuroblastoma (POULOSE, HARRIS,
PATIL, 2005).
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As Trichilias possuem cerca de 81 espécies na América tropical, apresentando uma
grande diversidade geografica nesta regido. O género consiste em arvores que estéo distribuidas
em quase todos os estados do Brasil, possuindo 46 espécies (24 sdo endémicas) ocorrendo
principalmente na Amazodnia e dominios da Mata Atlantica (PENNINGTON, 2016).

A Trichilia casaretti, popularmente conhecida como “Murta-vermelha” é uma espécie
arborea que possui até 10 metros de altura, seus frutos sdo capsulas, com 1-3 sementes ovaladas,
de testa membranacea e recobertas parcialmente por um arilo vermelho-alaranjado. S&o
caracterizados pelo seu pequeno porte, sendo recomendados na arborizacao urbana. Além disso,
apresentam baixa densidade em sua madeira, sendo utilizadas principalmente na fabricacdo de
embalagens (PENNINGTON, 2016).

A Trichilia lepidota, também conhecida como “Cedrinho” é uma arvore de 3 a 6 metros
de altura e sua madeira é utilizada para a producédo de méveis (PATRICIO e CERVI, 2005).
Constituintes quimicos dos extratos das suas folhas demonstraram presenca de hidrocarbonetos,
esterdides e aminoécidos em sua composicdo (PUPO et al., 2002).

A Trichilia hirta, também conhecida como “Catigua”, € uma arvore que possui de 5 a
10 metros de altura, podendo chegar & 25 metros sob condi¢des Gimidas. E utilizada na medicina
natural para o tratamento contra cancer, devido a suas propriedades antitumorais e anti-
inflamatorias (SOSA, NAVARRO, CASTEJON; 2010).
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2 RELEVANCIA DO TRABALHO

A Leishmaniose é uma doenca negligenciada, que representa um dos maiores problemas
de satde publica mundial em areas tropicais e subtropicais. Esta doenca é causada por parasitas
do género Leishmania que apresentam vérias manifestacGes clinicas. Estas manifestaces
afetam diferentes regides do corpo, incluindo lesdes cutaneas ulcerativas (feridas na pele),
inflamacéo destrutiva das mucosas e infeccao visceral disseminada.

O desenvolvimento terapéutico tradicional contra a Leishmaniose baseia-se em
antimonios penta valentes como Pentostan e Glucantime. No entanto, esses farmacos podem
apresentar toxicidade, administracdo prolongada e possivel surgimento de resisténcia por parte
do parasito, tornando um grande problema e desafio em relacéo ao seu tratamento (TIWARI et
al., 2018).

Tendo em vista a importancia da leishmaniose e as dificuldades envolvidas em seus
tratamentos, torna-se necessario a busca de alvos biolégicos para novas possibilidades de
farmacos. A Leishmania amazonensis é uma espécie que esta relacionada a uma variedade de
formas clinicas da doenca. No entanto, os estudos de compostos naturais testados contra as
formas infectivas de Leishmania sdo extremamente importantes para a perspectiva de uma

possivel forma de tratamento efetiva contra este parasito.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Demonstrar a agao de extratos naturais de Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia hirta

contra promastigotas e amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis in vitro.

3.2 Objetivos especificos

Testar a diferenciacdo do cultivo de formas amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis;

Testar diferentes escalas de concentragdes de compostos naturais contra formas promastigotas

e amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis;

Avaliar e comparar a toxicidade dos compostos naturais contra formas promastigotas e

amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis;

Determinar a relagdo de toxicidade dos compostos naturais observando as alteragdes
morfolGgicas causadas no parasito.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo de promastigotas de Leishmania amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis da cepa LV79 foram mantidas a 28°C em
meio de cultura Warren’s (FLUKA e SIGMA) contendo 10% de Soro fetal bovino - SFB
(GIBCO), suplementado com 0.01% de acido félico e 0.4% de hemina (SIGMA). Estas formas
foram observadas e quantificadas diariamente com o objetivo de montar a curva de crescimento
do parasito. Ao atingirem o fim da fase exponencial de crescimento, as culturas foram
submetidas a um novo repique, onde uma aliquota de 1 mL do meio com promastigotas de
Leishmania amazonensis foi transferida para um novo tubo contendo meio fresco e SFB,
garantindo a manutencdo da cultura in vitro de promastigotas (DE CARVALHO; HELD, DE
MELO, 2020).

4.2 Cultivo de amastigotas axénicos

Cultura de promastigotas na fase logaritmica foi centrifugada & 1200 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado em meio 199 (SIGMA)
suplementado com 10 mM de &cido succinico (DINAMICA), 25% SFB (GIBCO) e titulado em
pH 5,5. Os parasitos foram incubados a 37°C em uma incubadora de 5% CO- por 24 horas.
Apbs 24 horas, a cultura foi diluida na proporcdo de 1:10, adicionando uma solucdo do meio
199 suplementado com &cido succinico, SFB e pH 5,5. Com isso, foram incubados por mais 4
dias até comecarem a se diferenciar em amastigotas.

Os parasitos comecaram a se diferenciar em 24 horas, porém a partir de 48 horas ap0s
as condicdes de diferenciacdo obteve maiores quantidades de amastigotas, sendo assim,
utilizados a partir deste tempo para executar os experimentos (ZILBERSTEIN e NITZAN,
2019).

4.3 Preparacéo e Tratamento dos Extratos Brutos
Os produtos naturais utilizados foram extratos de folhas de trés espécies de plantas:

Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia hirta (P1, P2 e P3, respectivamente), obtidas

da Estacdo Ecoldgica Estadual de Guaxindiba, localizada em Séo Francisco do Itabapoana - RJ.
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As folhas de cada planta foram colocadas em infusdo com &gua desmineralizada a
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por 24 horas sob a protecéo da luz. Apos as 24
horas, o sobrenadante foi filtrado em membrana (28 pm), armazenado (Erlenmeyer) e
liofilizado. O concentrado foi diluido em DMSO (MERCK) e PBS (GIBCO) para a obtengéo
da solugéo estoque e filtradas em seringas para obtencédo de solugéo esterilizada.

As amostras foram adicionadas ao meio suplementado com 5% de SFB para obter as
concentracdes finais de uso (50mg/mL; 80mg/mL e 100mg/mL). Posteriormente, foram
homogeneizadas e adicionadas as culturas para os testes nos seguintes tempos de incubacao: 0,
24h, 48h, 72h, 96h (MELO; VILELA; CARVALHO, 2011).

4.4 Quantificacdo e observacao estrutural por microscopia Optica

No inicio e ap06s cada tratamento com 0s extratos naturais, as amostras foram
distribuidas quatro vezes em tubos cOnicos estéreis, representando o controle e as respectivas
concentracdes para obter a contagem dos parasitas.

Para examinar e monitorar todas as preparaces, as aliquotas de parasitas foram fixadas
em solucdo de formaldeido 4% (v/v) e contadas atraves da cdmara de Neubauer durante 5 dias.

Cada amostra foi pesada, centrifugada por 3 minutos e, foi realizado o esfregago em
laminas de vidro. Para que a amostra secasse, foi deixada por 20 minutos dentro da estufa de
secagem 56°C e, ap6s este tempo, foram coradas com Solucdo de Giemsa (1:10) diluida em
PBS e deixadas em overnight. No dia seguinte, as laminas foram lavadas com agua destilada.

As amostras foram observadas em microscopio Zeiss Axioplan, equipado com objetivas
de 20x e 40x usando Olympus DP74 cadmera com o software Analysis System para obtencao
das imagens (DE CARVALHO; HELD; DE MELO, 2020).
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5 RESULTADOS

5.1 Curva de crescimento de Leishmania amazonensis

Para demonstrar a acdo de extratos naturais contra promastigotas de Leishmania
amazonensis in vitro, a cultura foi quantificada por meio de uma camara de Neubauer no
microscopio optico ZEISS com objetiva de 40x por um periodo de 8 dias a cada 24 horas, para
analisar o crescimento dos parasitas e determinar o melhor momento para a incubacdo com os
extratos naturais. Conforme mostra a Figura 9, o crescimento logaritmico se inicia partir de 24
horas. O final da fase logaritmica foi no tempo de 144 horas, iniciando assim o declinio do

namero de parasitas.

Figura 9: Curva de Crescimento de Leishmania amazonensis
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5.2 Efeitos toxicos e morfoldgicos de Trichilia casaretti contra promastigotas de

Leishmania amazonensis.

Analisando os efeitos de Trichilia casaretti (Figura 10). A concentragdo de 50mg/mL
apresentou reducdo no numero médio de promastigotas a partir dos tempos de 48 horas e 72
horas, sendo mais eficiente no tempo de 96 horas, tendo uma reducédo de aproximadamente 58%
de parasitos em relacdo ao controle.

No tratamento com a concentragdo de 80mg/mL, houve uma reducgéo de 56% no tempo
de 72 horas. Porém, em 96 horas a reducdo do numero médio de parasitos observados foi de

77%, aproximadamente.
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No entanto, o tratamento com a concentragdo de 100mg/mL foi a que apresentou um
menor nimero de parasitos em relacdo ao controle, onde no tempo de 72 horas, foi observado
uma reducdo de 72% e no tempo de 96 horas constatou-se uma reducdo de 92% do numero
médio de parasitos.

Além disso, foram observadas através da microscopia Optica alteragdes morfoldgicas
nos parasitos tratados com o extrato. Estas mudancas morfoldgicas incluem formato

arredondado, flagelo ausente e parasitos apresentados em dupla (Figura 11).

Figura 10: Agdo de Trichilia casaretti contra promastigotas de Leishmania amazonensis nas concentracdes
50mg/mL, 80mg/mL e 100mg/mL.
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Figura 11. Principais alteragdes morfoldgicas de Trichilia casaretti.
(A) Controle 72h. (B) Tratado- S0mg/mL /48h (C) Tratado- 100mg/mL / 72h. (D) Tratado- 80mg/mL/96 h.
As setas cinzas indicam as alteragdes morfologicas.

5.3 Efeitos toxicos e morfologicos de Trichilia lepidota contra promastigotas de Leishmania

amazonensis.

Analisando os efeitos de Trichilia lepidota (Figura 12), na concentracdo de 50mg/mL,
a partir de 24 horas a reducdo observada foi de 77% do ndmero medio de promastigotas.
Posteriormente, nos tempos 72 horas e 96 horas, houve uma reducdo de 39% e 47%,
respectivamente.

Na concentracdo de 80mg/mL, os resultados observados mostraram uma reducao de
75% no tempo de 48 horas. No entanto, em 72 horas a reducgéo foi de 84% e, no tempo de 96

horas a reducdo foi de 83%.
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Analisando a concentragcdo de 100mg/mL, as observa¢Ges mostraram que a partir dos
tempos de 72 horas, apresentou uma reducdo de 90% e, no tempo de 96 horas, a reducéo
observada foi de 92%.

Todavia, além da reducdo da quantidade de promastigotas encontrados nos extratos
tratados, observacOes feitas através da microscopia 6ptica demonstraram modificacdes
estruturais dos parasitos, com auséncia de flagelo, formato arredondado e em dupla, como

mostra a Figura 13.

Figura 12: A¢&o de Trichilia lepidota contra promastigotas de Leishmania amazonensis nas concentragdes
50mg/mL, 80mg/mL e 100mg/mL.
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Figura 13. Principais alteragdes morfol6gicas de Trichilia lepidota
(A) Controle 48h. (B) Tratado- 100mg/mL / 72h. (C) Tratado- 50mg/mL /48h. (D) Tratado 100mg/mL/ 96h
As setas cinzas indicam as altera¢des morfologicas

5.4 Efeitos toxicos e morfoldgicos de Trichilia hirta contra promastigotas de Leishmania

amazonensis.

Analisando os efeitos toxicos de Trichilia hirta (Figura 14), na concentracdo de
50mg/mL houve uma reduc¢do no tempo de 24 horas de aproximadamente 47%, em 48 horas,
aproximadamente 47%; em 72 horas aproximadamente 49%; e em 96 horas com 51% de
reducao.

Na concentracdo de 80mg/mL, em 24 horas a reducéo foi de 59%. Todavia, em 48 horas
a reducéo foi de 68%, porém os parasitos estavam morfologicamente alterados. Em 72 horas e
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96 horas, a reducéo foi de 49% e 46%, respectivamente com parasitos totalmente diferentes do
seu formato ideal.

Na concentracdo de 100mg/mL, em 24 horas a reducao foi de 70%, em 48 horas de 89%,
em 72 horas 72% e em 96 horas de 83%. Apesar da porcentagem variar, 0s parasitos observados
no tratado (em todas as concentragdes) tiveram sua morfologia alterada conforme mostra a

Figura 15, com aspecto arredondado e sem flagelo.

Figura 14. Acdo de Trichilia hirta contra promastigotas de Leishmania amazonensis nas concentragdes
50mg/mL, 80mg/mL e 100mg/mL.
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Figura 15. Principais altera¢des morfoldgicas de Trichilia hirta
(A) Controle 72h. (B) Tratado- S0mg/mL/ 48h. (C) Tratado- 100mg/mL/ 24h. (D) Tratado 100mg/mL/ 72h
As setas cinzas indicam as alteragdes morfologicas

5.5 Curva de crescimento de amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis

Para obter o cultivo de amastigotas axénicos, foi realizado a diferenciacdo dos
promastigotas na fase logaritmica, como estd descrito no tépico de metodologia (3.2). As
contagens foram feitas tanto para as formas promastigotas encontradas como as formas
diferenciadas de amastigotas axénicas. Observa-se através da Figura 16, que ndo houve uma
diferenciacdo com uma populacdo totalmente homogénea. A diferenciacdo de amastigotas
axénicas observadas iniciou -se a partir de 24 horas.
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Figura 16. Diferenciacdo promastigotas — amastigotas axénicos.
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5.6 Efeitos de Trichilia casaretti contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis.

Analisando os efeitos de Trichilia casaretti em formas amastigotas axénicas (Figura
17), na concentracdo de 50mg/mL, a partir de 72 horas houve uma reducdo do nimero médio
de amastigotas em 46% e, em 96 horas a redugéo foi de 26%.

Na concentracdo de 80mg/mL, os resultados mostraram uma reducdo de 45% a partir
de 48 horas. As observacdes posteriores demonstraram reducao de 40% e 46% nos tempos de
72 horas e 96 horas.

Avaliando a concentracdo de 100mg/mL, a partir de 48 horas, a quantidade média de
parasitos reduzidos foi de 47%. No entanto, em 72 horas e 96 horas, houve também uma reducéo
apresentando 44% e 46%, respectivamente.

Além disso, alguns ninhos de amastigotas foram observados durante a quantificacao dos

parasitos (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Acéo de Trichilia casaretti contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis nas
concentragdes 50mg/mL, 80mg/mL e 100mg/mL.
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5.7 Efeitos de Trichilia lepidota contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis.

Analisando os efeitos de Trichilia lepidota em formas amastigotas axénicas (Figura
18), na concentracdo de 50mg/mL, a reducdo analisada foi de 41%; ja em 48 horas foi obtida
uma diminuicdo de 36% do numero médio de amastigotas. Nos tempos de 72 horas e 96 horas,
0 nimero médio obtido foi de 39% e 21% de redugdo, respectivamente.

Na concentracdo de 80mg/mL, em 24 horas a reducéo foi de 45%, em 48 horas o valor
analisado foi de 59%. Contudo, nos tempos de 72 horas a reducdo do numero médio foi de 31%
e em 96 horas a porcentagem de nimeros médios analisados foi de 46%.

Na concentracdo de 100mg/mL, a porcentagem de diminuicdo do nimero médio
observados em 24 horas foi de 58%, em 48 horas ocorreu 64% de redugéo, em 72 horas, 58%

e em 96 horas a reducdo do numero médio de amastigotas obtidos foi de 46%.
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Figura 18. Acéo de Trichilia lepidota contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis nas
concentragdes 50mg/mL, 80mg/mL e 100mg/mL.
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5.8 Efeitos de Trichilia hirta contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis.

Analisando os efeitos de Trichilia hirta em formas amastigotas axénicos (Figura 19),
na concentracdo de 50mg/mL, a partir do tempo de 24 horas, a redu¢do do nimero médio de
amastigotas foi de 10%, e em 96 horas observamos uma reducao de 15%.

Na concentracdo de 80mg/mL, em 24 horas a reducéo foi de 11%. Contudo, verificou-
se que no tempo de 96 horas a reducao observada designou em 34%.

Na concentracdo de 100mg/mL, no tempo de 24 horas, a reducao foi de 45%. Porém, ao
analisar o tempo de 96 horas, foi observado que obteve uma reducédo de aproximadamente 73%
do nimero médio de parasitos.

Além disso, varios ninhos de amastigotas foram observados nos controles e em algumas

concentragdes (dados ndo mostrados).
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Figura 19: Acéo de Trichilia hirta contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis nas concentragdes
50mg/mL, 80mg/mL e 100mg/mL.
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6 DISCUSSAO

Desde as antigas civiliza¢cdes humanas, a utilizacdo de produtos naturais derivados de
plantas ja era evidenciada. Contudo, as plantas medicinais sdo as principais fontes naturais para
a sintese de medicamentos, o que Ihes confere destaque no cenario mundial (REIS et al., 2004).
Nos dias atuais, muitas plantas séo utilizadas na sua forma bruta, fitoterpica ou como principio
ativo isolado. Devido a este fator, 0 estudo de compostos com fontes naturais tem aumentado e
se tornado de grande interesse (TORRES e SOUZA, 2010).

A utilizagéo da defensina PvD1 de sementes de Phaseolus vulgaris (cv. Perola), um
peptideo antimicrobiano natural, foi testado contra Leishmania amazonensis pelo nosso grupo
de laboratorio e colaboradores e, demonstrou que esta defensina foi capaz de causar ruptura da
membrana plasmatica seguida de vazamento de material citoplasmatico, fragmentacéao
citoplasmatica e vacuolizacdo. Além disso, a quantidade de 300ug/mL de PvD1 inibiu 70% da
proliferacdo do protozoario, apos 24 horas de incubacdo (DO NASCIMENTO et al., 2015).

Neste estudo, utilizamos extrato bruto das folhas de Trichilias para a testagem deste
composto natural contra formas promastigotas e amastigotas axénicas de Leishmania
amazonensis. As Trichilias, pertencem a familia Meliaceae, extremamente importantes e que
vém sendo pesquisadas por apresentarem efeitos microbicidas, antivirais e antiparasitarias
(PUPO et al., 2002).

Diversas plantas, pertencentes a esta familia, tém sido fonte de estudos contra diversos
patdgenos. O extrato aquoso de folhas de Azadirachta indica A. Juss. (nim) e Melia azedarach
L. (canela ou Santa Barbara) foram testados nas concentragdes: 0.15, 0.3, 0.5, 1, 2, 3e 5 mg
mL? e incubadas por 24 horas. Ap6s as 24 horas de incubacdo, o nimero de taquizoitos
intracelulares e a porcentagem de infec¢do decaiu drasticamente. Além disso, foi observada
uma desorganizacdo morfoldgica progressiva e estrutural que levou a formacdo vesicular e
completa destruicdo do parasita, apresentando uma estrutura amorfa, antes da completa
eliminacdo do meio intracelular. No entanto durante o tratamento com os extratos, efeitos
morfol6gicos ndo foram observados nas estruturas da célula hospedeira. Contudo, o Nim
reduziu a infeccdo em 2 mg mL™ (60%), 3 mg mL™* (75%) e 5 mg mL™ (85%), respectivamente.
Esta diminuicdo da infeccéo esta associada com a eliminagéo de taquizoitos intracelulares. Em
baixas concentragdes, como 0,1 e 1 mg mL-1, ndo foi observado efeito significativo na infeccéo
ou reducdo de parasitas intracelulares. Todavia, foi demonstrado que os extratos interferem no
desenvolvimento intracelular do T. gondii, sendo capaz de eliminar taquizoitos intracelulares e
reduzir a sua infeccdo (MELO; VILELA; CARVALHO, 2011).
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Um estudo realizado utilizando extratos metandlicos de folhas e sementes da M.
azedarach foram testados contra o Anopheles stephensi Liston e mostraram acgao contra as fases
de larva, pupa, adultos e ovos. Os resultados demonstraram que os extratos obtidos das folhas
apresentaram ativos nas doses maiores de 1 e 2%, ja os extratos que foram obtidos das sementes,
demonstrou elevada bioatividade em todas as doses testadas, sendo capaz de suprimir a fase
adulta do A. stephensi com uma dose de 0,5%. (NATHAN et al., 2006).

Em outro estudo, foram investigados em condi¢Ges de laboratorio, os efeitos dos
extratos metanolicos de sementes de nim (Azadirachta indica) e bakain (Melia azedarach) no
comportamento de oviposicao e eclodibilidade de ovos de Earias vittella nas concentragdes de
2,4, 6, 8e 10% de ambos os extratos para comparar com nimbecidina e controle ndo tratado.
Sob condicdes de escolhas, os adultos preferiram depositar um maior nimero de ovos na por¢ao
ndo tratada (30,33 ovos) do substrato de oviposicdo (musselina) em comparagdo com a porcao
tratada com extrato (10% do nim onde apenas 6,66 ovos foram postos). Porém, sob condicGes
sem escolha, concentragdes mais elevadas de extratos causaram redugdes proporcionais no
nmero de ovos postos. Nim em 8% (46,33 ovos) e 10% (38,66 ovos) e bakain em 10% (40,66
ovos) foram significativamente melhores que nimbecidina (62,33 ovos). Os extratos também
se manifestaram atividade repelente, reduzindo o nimero de ovos postos mesmo quando as
fémeas que ovipdem ndo estavam em contato direto com os extratos (GAJMER et al., 2002).

No presente trabalho, promastigotas e amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis
foram tratados com trés concentragcfes diferentes de extrato bruto de plantas por 5 dias. Em
decorréncia do tratamento, foi observada a reducdo do ndimero de promastigotas logo nos
primeiros dias, sendo mais evidente no tempo de 96 horas (Ultimo dia de tratamento) e na maior
quantidade da concentragdo do extrato. Alem disso, nas formas promastigotas, foram
observadas alteracdes na estrutura do parasito, como: auséncia de flagelo, formato arredondado
e apresentados em dupla.

Resultados semelhantes foram observados em estudos utilizando extrato aquoso da raiz
da planta Physalis angulata (AEPa) contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis
e, mostraram que 100ug/mL de AEPa induziu 99,8% (IC50 de 39,5ug/mL + 5,1) da atividade
antileishmania, promovendo uma reducdo dose-dependente do parasito. No entanto, esta
inibicdo do crescimento foi associada as alteragcdes morfologicas das formas promastigotas apos
a incubacdo com o extrato, que causou reducdo, arredondamento do volume celular e
duplicacdo do flagelo. Além disso, os resultados demonstraram que o AEPa promove
efetivamente a atividade antileishmania devido as alteracdes morfologicas causadas e que ndo

tem efeitos citotoxicos nas celulas hospedeiras (DA SILVA, et al., 2015).
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Duran et al., (2008), a fim de investigar os efeitos in vitro de extrato etanol6ico de
amostras de propolis Adana no crescimento de Leishmania tropica, utilizou as concentracdes
de 25, 50, 100, 50, 500 e 750ug/ml do extrato como forma de tratamento para as células do
parasito. Porém, com base nas analises dos resultados dos experimentos, as concentracfes de
até 100pg/ml de propolis ndo apresentaram atividade antileishmania contra as células do
parasita e também, ndo houve alteracbes morfoldgicas. Contudo, nas concentragdes de
250pg/mL, 500ug/mL e 750 ug/mL dos extratos, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na contagem de células em comparacdo ao grupo controle, além de alteracdes
morfolégicas no formato do corpo e do flagelo do parasito.

Estudos sugeriram que as alteragdes morfoldgicas dos parasitos podem ser causadas pela
interferéncia de farmacos e extratos de plantas no processo de divisdo celular. Alguns
compostos podem também causar alteraces ultraestruturais, indicando a progressao do tipo
apoptose e morte celular autofagica em Leishmania (ADADE e SOUTO- PADRON, 2010).

Para a testagem e andlise das culturas axénicas de amastigotas de Leishmania
amazonensis com 0s extratos naturais, o critério utilizado durante o processo de diferenciagdo
para considerar a forma amastigota foi determinada através da morfologia arredondada e
auséncia de flagelo livre.

Estudos mostram que promastigotas de Leishmania amazonensis na forma metaciclica
resultou em uma cultura 100% de amastigotas axénicos, sem apresentar nenhuma forma
promastigota. Porém, todas as outras culturas com uma quantidade de formas metaciclicas
abaixo de 50% ndo resultou na diferencia¢do completa (CYSNE et al., 1998).

Varios protocolos ja foram demonstrados e realizados para a obtencdo de amastigotas
axénicas. Em geral, esses protocolos se diferem de espécie para espécie, variando entre
mudancas graduais de pH e temperatura para obter resultados significativos (BALANCO et al.,
1998; GOMES et al., 2017).

Um estudo utilizando extratos etanolicos de oito espécies (Carica papaya L.
(Caricaceae), Piper dennisii Trel (Piperaceae), Hedychium coronarium J. Konig
(Zingiberaceae), Cestrumracemosum Ruiz & Pav. (Solanaceae), Renealmia alpinia (Rottb.)
Zingiberaceae, Lantana sp. (Verbendaceas), Hyptis lacustris A. St.-Hil. ex Benth. (Lamiaceae) e
Calea montana Klat. (Asteraceas); apresentaram interessantes atividades leishmanicidas
(contra amastigotas axénicos de Leishmania amazonensis) apresentando 1C50 < 10ug/ml
(CELINE et al., 2009).

Um outro estudo descreveu uma triagem de 19 espécies de plantas utilizadas na

medicina tradicional brasileira contra as formas promastigotas e amastigotas axénicos de
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Leishmania amazonensis e contra a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi in vitro
utilizando a concentracdo de 100 pg/ml. As plantas Baccharis trimera, Cymbopogon citratus,
Matricaria chamomilla, Mikania glomerata, Ocimum gratissimum, Piper regnellii, Prunus
domestica, Psidium guajava, Sambucus canadensis, Stryphnodendron adstringens, Tanacetum
parthenium e Tanacetum vulgare, apresentaram efeito significativo contra um ou ambos
parasitas com a porcentagem de inibicéo de crescimento entre 49,5 % e 99%. Os extratos de O.
gratissimum, P. domestica, P. guajava e S. canadensis mostraram inibic¢do de crescimento entre
52 e 91,5% em promastigotas de L. amazonensis, enquanto esses extratos foram fracamente
ativos contra T. cruzi. Particularmente, contra formas amastigotas de L. amazonensis, 0S
extratos de M. glomerata, O.gratissimum e P. domestica demonstraram excelentes resultados,
apresentando uma porcentagem de 97,5; 91,5 e 90,0% de inibicdo de crescimento,
respectivamente (LUIZE et al., 2005).

A testagem com os extratos de folhas de Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia
hirta, resultou na reducgéo da quantidade de parasitos, o que possibilita que este extrato interfere
no processo de desenvolvimento e multiplicacdo do parasito.

Diante dos resultados apresentados, 0s extratos aquosos mostraram maior eficiéncia nas
concentragcdes maiores tanto quando testados nas formas promastigotas, quanto para as formas
amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis. Estudos mais detalhados utilizando
marcadores apropriados devem ser executados para determinar 0 mecanismo de acao do extrato
e entender onde e como estes compostos naturais podem estar agindo, de modo a impedir o

desenvolvimento dos parasitos.
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7 CONCLUSAO

Os extratos de Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia hirta foram capazes de
alterar morfologicamente a estrutura das formas promastigotas de Leishmania amazonensis,
assumindo formato arredondado, auséncia de flagelo e em dupla.

As alteracGes morfoldgicas decorrentes dos tratamentos com as concentracfes dos
extratos das plantas foram determinadas a partir do tempo de 24 horas, sendo mais drasticas
quanto maior fosse a concentracdo deste composto e o tempo de tratamento.

Nas maiores concentragdes testadas, as plantas mostraram maior eficiéncia em eliminar
0 parasito, tanto para promastigotas quanto para amastigotas axénicas.

A reducdo do nimero de parasitos nos tratamentos em relacdo ao controle, indica que
0s extratos apresentaram atividade antileishmanicida, interferindo no desenvolvimento das

formas infectivas de Leishmania amazonensis.
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