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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas negligenciadas com alta prevaléncia em paises emergentes e
em desenvolvimento. Atualmente a quimioterapia ¢ a principal opc¢ao para o tratamento desta
antropozoonose, entretanto, as drogas utilizadas apresentam limitag¢des, estando associadas a
efeitos colaterais graves devido seu perfil toxico. A prospeccdo de substancias com potencial
terapéutico ¢ imprescindivel visto que o numero de casos tem aumentado nos ultimos anos.
Neste cenario, os produtos naturais representam uma fonte promissora de moléculas com
potencial para o desenvolvimento biotecnologico de farmacos. Os taninos condensados sao
moléculas com atividade inibitoria no crescimento de microrganismos através de diferentes
mecanismos que resultam em morte celular, enquanto que os preparos de Echinaceae
purpurea sdo conhecidos por suas inumeras atividades bioldgicas, as quais dependem do seu
preparo e fitoconstituintes. Diante o exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade anti-Leishmania dos taninos condensados isolados de Mimosa tenuiflora e do
extrato aquoso de Echinaceae purpurea. Trata-se de um trabalho experimental testando in
vitro a atividade dos produtos selecionados sobre o crescimento das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e a citotoxicidade sobre fibroblastos NIH/3T3 de camundongos.
Todo o estudo foi realizado utilizando meios de cultura para células e L. amazonensis, os quais
foram expostos aos grupos testes em diferentes concentragdes durante 24h e comparados as
drogas de referéncia (Anfotericina B e Pentamidina). As placas de teste foram lidas em
espectrofotometria em diferentes comprimentos de onda para avaliacdo de viabilidade e
mortalidade. Como resultado, os taninos condensados de M. tenuiflora apresentaram ICso
24,59uM, CCsp > 1.000uM e IS > 40,65, mostrando inibicdo no crescimento das
promastigotas, baixa toxicidade e alta seletividade para o parasito; quando comparado aos
farmacos de referéncia, os taninos condensados apresentam similaridade de efeito anti-
Leishmania (p > 0,01) e diferenga no perfil citotoxico (p < 0,01). O extrato aquoso de E.
purpurea apresentou uma inibicao de 41,87% nas maiores concentragdes testadas e com CCso
>1.000pM, evidenciando uma baixa atividade dentro da faixa testada, abrindo perguntas para
estudos com novas concentracdes devido seu perfil de baixa toxicidade. Diante o exposto,
pode-se afirmar que os taninos condensados isolados de M. tenuiflora sio moléculas
promissoras para o refinamento e desenvolvimento de novas drogas anti-Leishmania,
enquanto que o extrato aquosos de E. purpurea possui um potencial biotecnologico a ser
explorado.

Palavras-chave: Biotecnologia; Bioprospec¢ao; Compostos naturais; Leishmanioses.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease with high prevalence in emerging and developing
countries. Currently, chemotherapy is the main treatment option for this anthropozoonosis;
however, the drugs used have limitations, being associated with serious side effects due to
their toxic profile. The search for substances with therapeutic potential is essential since the
number of cases has increased in recent years. In this scenario, natural products represent a
promising source of molecules with potential for the biotechnological development of drugs.
Condensed tannins are molecules with inhibitory activity on the growth of microorganisms
through different mechanisms that result in cell death, while Echinaceae purpurea
preparations are known for their numerous biological activities, which depend on their
preparation and phytoconstituents. Given the above, the present study aims to evaluate the
anti-Leishmania activity of condensed tannins isolated from Mimosa tenuiflora and the
aqueous extract of Echinaceae purpurea. This is an experimental study testing in vitro the
activity of selected products on the growth of promastigote forms of Leishmania amazonensis
and the cytotoxicity on NIH/3T3 mouse fibroblasts. The entire study was carried out using
cell culture media and L. amazonensis, which were exposed to the test groups at different
concentrations for 24h and compared to the reference drugs (Amphotericin B and
Pentamidine). The test plates were read spectrophotometrically at different wavelengths to
assess viability and mortality. As a result, the condensed tannins of M. fenuiflora presented
IC50 of 24.59 uM, CC50 > 1,000 pM and IS > 40.65, showing inhibition of promastigote
growth, low toxicity and high selectivity for the parasite; When compared to the reference
drugs, the condensed tannins showed similar anti-Leishmania effect (p > 0.01) and difference
in the cytotoxic profile (p < 0.01). The aqueous extract of E. purpurea showed an inhibition
of 41.87% at the highest concentrations tested and with CC50 > 1,000 uM, evidencing a low
activity within the tested range, opening questions for studies with new concentrations due to
its low toxicity profile. Given the above, it can be stated that the condensed tannins isolated
from M. tenuiflora are promising molecules for the refinement and development of new anti-
Leishmania drugs, while the aqueous extract of E. purpurea has a biotechnological potential
to be explored.

Keywords: Biotechnology; Bioprospecting; Natural compounds; Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao um complexo de doencas parasitarias causada por protozoarios
do género Leishmania, parasitos intracelulares obrigatério do Sistema Monocitico Fagocitario
(SMF). A transmissao ocorre por meio da picada de flebotomineos fémeas infectadas do género
Lutzomya (Ozbilgin et al., 2016; Pachiega et al., 2020). De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), esta doenga pode se manifestar de varias formas, desde lesdes cutaneas até
infec¢des viscerais graves.

Atualmente, o tratamento das leishmanioses ¢ medicamentoso e frequentemente ¢
associado a efeitos adversos graves devido seu perfil hepatotdxico, nefrotoxico, cardiotdxico e
toxicidade gastrointestinal (Ezatpour ef al., 2015; Mendonga e Antonio, 2020). Diante disso, a
busca por alternativas terapéuticas mais eficazes e com menos efeitos adversos se torna
imprescindivel a medida que os nimeros de novos casos aumentam, levando pesquisadores a
explorar o potencial anti-Leishmania dos produtos naturais (Shen e Hao, 2020; Garza-Torvan
et al., 2020; Gervazoni et al., 2020).

Produtos naturais diversos t€ém mostrado atividade promissora sobre o crescimento de
Leishmania spp. ¢ outros agentes infecciosos (Silva-Rodrigues et al., 2024). Dentre esses
produtos, destacam-se os taninos e os fitoconstituintes dos preparos de Echinaceae purpurea
(L.) Moench, que possuem propriedades bioativas capazes de interferir no ciclo de vida de
microrganismos patogénicos (Castro; Calder; Roche, 2021; Pizzi, 2021).

Os taninos sdo polifendis encontrados em diversas plantas, conhecidos por suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (Das et al., 2020; Molino et al., 2019). Estudos
indicam que os taninos podem inibir o crescimento de bactérias, fungos e protozodrios através
da indugdo de estresse oxidativo e da modulagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro,
podendo ser uma molécula alvo para o estudo de principios ativos anti-Leishmania (Kolodiziej;
Kinderlen, 2005; Kolodiziej et al., 2005).

A espécie Echinacea purpurea (L.) ¢ uma planta oriunda da América do Norte
representante da familia Asteraceae que apresenta grande importancia para medicina tradicional
devido sua eficiéncia curativa no tratamento e prevencao de doengas do trato respiratorio e
urindrio (Cheng ef al., 2020). Ademais, seus preparos apresentam uma diversidade de atividades
biologicas, as quais estdo relacionadas aos seus fitoconstituintes, os quais incluem derivados de
acido cafeico, polissacarideos, compostos fenodlicos, alquilamidas e outros, sendo estas
moléculas com atividades antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas e antivirais

(Awortwe; Bruckmueller; Kaehler; Cascorbi, 2021; Fierascu et al., 2022).
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O controle das leishmanioses ¢ um desafio significativo para a satide publica global. A
exploracdo de produtos naturais oferece uma alternativa promissora na descoberta de
compostos bioativos com alta eficiéncia e baixa toxicidade, potencialmente reduzindo os efeitos
adversos e melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Neste sentido, o presente trabalho
busca avaliar in vitro a agdo anti-Leishmania dos taninos condensados isolados da casca da
Mimosa tenuiflora e do extrato aquosos de Echinaceae purpurea (L.) Moench sobre as formas
promastigotas de L. amazoniensis trazendo possiveis contribui¢des biotecnoldgicas para o

desenvolvimento de novos farmacos anti-Leishmania.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Leishmania

O género Leishmania abrange espécies de protozodrios intracelulares obrigatdrios do
SMF que atuam como agentes etiologicos das Leishmanioses. Taxonomicamente, estes
organismos pertencem a Ordem: Kinetoplastida e Familia: Trypanosomatidae, no qual o género
se diferencia em dois subgéneros: Leishmania ¢ Viannia (Rey, 2008). Os protozoarios da ordem
Kinetoplastida sdo assim classificados devido a presenca de uma organela rica em DNA que
fornece a capacidade de autorreplicagdo para estes organismos, o cinetoplasto, sendo a familia
dos tripanossomatideos a mais rica e diversa em espécies de protozoarios desta ordem. Estes
individuos sdao de grande importancia médica devido seu potencial patologico para humanos e
animais (Rey, 2008; Dias-Lopes et al, 2021).

Morfologicamente, estes protozoarios podem apresentar modifica¢cdes de acordo com a
fase evolutiva em que se encontra e com o hospedeiro, distinguindo-se nas seguintes formas:
amastigota, promastigota, epimastigota, tripomastigota, opistomastigota, esferomastigota e
coanomastigota (Rey, 2008). Essa capacidade de diferenciacdo de forma permite que estes
organismos se adaptem a diferentes meios, sendo capazes de parasitar animais vertebrados e
invertebrados (Engroff et al., 2021).

Segundo Rey (2008), os protozoarios do género Leishmania apresentam somente as
formas: 1) amastigota (Figura 1), quando encontrado parasitando o interior das células de
vertebrados. Possui formato circular ou ovoide, corpo achatado com pouco citoplasma, nacleo
grande, cinetoplasto evidente e flagelo reduzido a cavidade intracelular, tornando o protozodario
imovel e de dificil reconhecimento em técnicas de microscopia; e 2) promastigota (Figura 1),
forma encontrada no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados, podendo ser mantidas em
meios de cultura. Caracteriza-se por citossomo longo e achatado, nticleo central e cinetoplasto

na regido anterior proximo ao local onde se encontra a saida do flagelo.
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Figura 1- Morfologia das Leishmanias
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Fonte: Martins, 2013.

Devido a similaridade morfologica entre as inUimeras espécies de protozoarios

pertencentes a este género, hd uma dificuldade de diferenciac¢do e identificagdo das mesmas.

Sendo assim, para classifica-las, sdo considerados aspectos clinicos, epidemioldgicos,

genéticos, imunologicos, tecido onde se encontra o parasita no hospedeiro e comportamento e

crescimento em meio de cultura. Considerando tais evidéncias, as espécies deste género sao

agrupadas em complexos (Tabela 1) (Silveira; Lainson; Corbett, 2004).

Tabela 1 - Complexos do género Leishmania € suas respectivas espécies

Leishmania

Leishmania braziliensis

Leishmania mexicana

Leishmania donovani

L. braziliensis L. mexicana L. donovani
L. guyanensis L. pifanoi L. infantum
L. panamensis L. amazonensis L. chagasi

L. venezuelensis

L. garnhame

Fonte: Adaptado de Rey, 2008.

De acordo com Chagas ef al., (2022), ainda existem limitagdes taxondmicas referentes

as espécies de Leishmania, entretanto sao descritas mais de 30 espécies encontradas em

mamiferos e répteis dentro do género e apenas uma espécie € encontrada somente no

flebotomineo transmissor. Destas, 20 espécies sdo patdgenas para humanos em todo o mundo,

com espécies restritas a determinadas 4reas de endémica.
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2.1.1 Ciclo evolutivo e transmissao

As espécies do género Leishmania apresentam ciclo de vida heteroxénico, também
conhecido como digenético, que alterna entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os
animais vertebrados ndo humanos, quando infectados por Leishmania, podem ser considerados
reservatorios quando responsaveis por abrigar o parasita e garantir sua circulagdo no meio
ambiente em um recorte espaco-tempo. Neste sentido, existe uma gama de mamiferos
silvestres, sinantropicos e domésticos (canideos e felideos) atuando como reservatério para os
protozodarios (Ashford, 2000; Melo, 2008; Rey, 2008; Roque; Jansen, 2014; Engroff et al.,
2021).

Por outro lado, os invertebrados atuam como vetores, garantindo sua dispersdo pelo
ambiente. A transmissao ocorre através da picada de flebotomineos fémeas infectadas
pertencentes ao género Lutzomya (Ordem: Diptera, familia: Psychodidae, subfamilia:
Phlebotominae), popularmente conhecido como mosquito-palha, birigui, asa branca, tatuquira,
cangalhinha e outros, variando de acordo com a area de ocorréncia (OPAS, 2023). As fémeas
infectadas deste inseto sdo responsaveis pela vetorizacdo do parasito devido seus habitos
hematofagos para garantir maturagao dos ovos (Conceigao-Silva; Morgado, 2019).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado se inicia apdés o contato das promastigotas
presentes na saliva do vetor com a pele do hospedeiro (Figura 2). Apds a picada inicia-se o
processo inflamatodrio ocasionado pelo trauma gerado pelo contato da proboscide do inseto com
a pele do hospedeiro, havendo liberagdo de alarminas, citocinas e quimicionas responsaveis por
aumentar a infiltragdo de neutrdfilos no local de interesse (Castro, 2014; Morais et al., 2014).
Os neutréfilos atuam na defesa contra microrganismos patogénicos através da produgdo e
liberacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), Elastase de Neutrofilos (NE) e Armadilhas
Extracelulares de Neutrofilos (NET’s). Este mecanismo de defesa cria um ambiente toxico para
as promastigotas que precisam invadir células hospedeiras e se modificar para a forma
amastigota a fim de evadir do ambiente extracelular. Uma vez dentro dos neutrofilos ocorre a
modificacdo para a forma amastigota seguida da sua replicacdo, resultando em apoptose. Os
corpos apoptoticos serdo fagocitados pelos macrofagos, desencadeando uma resposta anti-
inflamatéria. Parasitando macrofagos e monocitos de varios tecidos, ¢ possivel que o
protozoario sob forma amastigota ira se replicar no interior dos fagossomos levando a ruptura
celular e liberagdo dos novos individuos no meio extracelular que, por sua vez, serdo
fagocitados outros macrdéfagos garantindo o avango da infec¢do (Conceig¢do-Silva; Morgado,

2019; Altamura et al., 2022).
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Figura 2 - Ciclo evolutivo das Leishmanias
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2.2 Leishmanioses

As leishmanioses consistem em um grupo de doengas tropicais negligenciadas que
representam um grande problema de saude publica, afetando principalmente paises emergentes
e populacdes pobres (OMS, 2023).

Inicialmente, esta zoonose apresentava caracter de predominancia em darea rural,
entretanto, com o aumento exponencial dos centros urbanos, as leishmanioses tornaram-se mais
frequentes nas populacdes que residem em centros urbanos e regides periurbanas devido
aumento do contato humano com vetores, animais reservatorios e espécies do parasito,
ocasionados por agdes antropicas (Condino et al., 2008; Xavier, Mendes; Rossi-Barbosa, 2016).

Em razdo do potencial patoléogico de varias espécies do género Leishmania, as
leishmanioses possuem um amplo espectro clinico, apresentando diferentes manifestacdes
clinicas de acordo com a espécie infectante (OMS, 2023). Atualmente, sabe-se que diferentes

cepas podem coexistir em locais de alta transmissdo, resultando em coinfec¢des por diferentes
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subpopulagdes de parasitos, ocasionando quadros clinicos mais graves. O avango e a
manifestagdo clinica das leishmanioses dependem de fatores individuais, como: estado
imunologico do paciente, espécie envolvida na infec¢do do hospedeiro e relagdo parasito-

hospedeiro (Moura et al., 2014; Chagas et al., 2022).

2.2.1 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose Tegumentar (LT) ¢ uma manifestagdo clinica caracterizada por
ulceragdes dérmicas. Considerando os aspectos ulcerativos, a LT pode apresentar diferentes
formas, sendo elas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutdnea disseminada,
leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose mucosa (LM) (Vasconcelos ef al., 2018; Brasil,
2021). Por ocasionar lesdes fisicas, essas manifestagdes resultam problemas psicoldgicos e
incapacitantes ao paciente devido sua capacidade de causar perdas mecanicas e gerar feridas
permanentes (Oliveira ef al., 2016; Cerutti et al., 2017).

Oriunda das Américas, a LT se tornou um grande problema de satide publica devido ao
crescente numero de casos em virtude da expansdo urbana e agdes antropicas que favorecem
sua transmissdo (Souza ef al., 2005). Apesar da baixa morbidade, esta forma clinica possui alta
prevaléncia representando 75% dos casos notificados e uma ampla distribuigdo geogréafica,
fatores que a tornam a forma clinica mais comum das leishmanioses com perfil endémico em
89 paises (Figura 4) (OPAS, 2022). Segundo dados epidemioldgicos recentes da OMS, no ano
de 2021 foram notificados, aproximadamente, 222.000 novos casos autoctones de ambas as

formas clinicas da LT, perfil continuo até os dias atuais.

Figura 3 - Mapa mundial do nimero de casos para leishmaniose tegumentar
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Fonte: OMS, 2022. Legenda: Marrom: >5.000 casos; Laranja: 1000-4999 casos; Amarelo: 100-999 casos; Bege:
<100; Verde: 0 casos reportados; Branco: nenhum caso autoctone reportado; Cinza: ndo aplica.

De acordo com Oliveira et al. (2016), as manifestagdes ¢ formas clinicas das
leishmanioses dependem da espécie envolvida na infec¢do. Atualmente sdo descritas 19
espécies de Leishmania (Figura 6) amplamente distribuidas atuando na manifestagao das

diferentes formas de leishmaniose tegumentar.

Figura 4 - Espécies atuantes na manifestacao de leishmaniose tegumentar
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Fonte: Oliveira et al., 2016; Abadias-Granado et al., 2021

Popularmente conhecida como “0lcera oriental” e “furinculo de Delhi”, a LC
caracteriza-se pela formagdo de papula eritematosa que evolui em um periodo de seis meses
para lesdes indolores com formato concavo de base avermelhada, borda demarcada e espessa
que apresenta granulagdes grosseiras € fundo avermelhado (Cerutti et al., 2017; Mendonga;
Antonio, 2020). Nesta manifestagdo nao ha presenca de sintomas sistémicos. Por se iniciar no
local onde ocorreu a picada do fleb6tomo, normalmente as lesdes iniciais estdo localizadas nas
pernas e bracos em razdo da alta exposi¢ao da superficie destes membros (Abadias-Granado et
al., 2021; Engroff et al., 2021).

A manifestacao cutanea, apesar de mais frequente, apresenta menor letalidade quando
comparada as outras. Atualmente a LC ocorre em 21 paises apresentando perfil endémico em
19 deles. Aproximadamente 95% dos casos notificados de LC sdo oriundos das Américas, bacia

do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Dentre estas regides a maioria dos casos
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provém dos paises americanos. Segundo a OMS, ha um déficit de notificagdes visto que foram
notificados cerca de 200.000 novos casos em todo o mundo no ano de 2021, mas devido a ampla
distribuicao geografica do parasito, estima-se que, por ano, ocorram entre 600 mil a um milhao
de novos casos de LC (OPAS, 2023).

Quando manifestada de forma isolada, a lesdo tende a cicatrizar-se no periodo de alguns
meses ou anos, deixando uma cicatriz semelhante a uma queimadura. Entretanto, a lesoes pode
evoluir para uma manifestacao difusa, a depender da espécie infectante (Cerutti ez al., 2017). A
forma difusa evolui insidiosamente com o surgimento de uma lesdo unica nodular que
raramente formam ulceragdes, a qual evolui de forma lenta para placas extensas dispersas,
espalhando-se gradualmente por uma grande extensdo dérmica (Vasconcelos et al., 2018;
Abadias-Granado, 2021).

A Leishmaniose Cutadnea Disseminada caracteriza-se pelo surgimento multiplo de
papulas, normalmente mais de 10, semelhantes a acnes que nao evoluem para ulceragdes e pode
acometer diversas regides do corpo, incluindo rosto (Cerutti et al., 2017; Vasconcelos et al.,
2018; Abadias-Granado, 2021).

A Leishmaniose Mucosa representa uma grande preocupagdo devido sua capacidade de
causar obstrucdes que levam a destruicao parcial ou total da boca, garganta e mucosas nasais e
podendo ser concomitante, ocasionando seu agravamento (Abdadias-Granado et al., 2021).
Dependendo da espécie envolvida na infec¢do, a LM pode surgir apds cicatrizagdo das lesdes
ocasionadas pela forma cutdnea ou ambas coexistirem, sendo esta resultado da infec¢do por
diferentes espécies (Vasconcelos ef al., 2018).

Segundo Abadias-Granado (2021), o surgimento LM ocorre via disseminacao linfatica
ou hematica anos apo6s a resolugdo da LC. Caracterizada pelo surgimento de lesdes ulceradas
secundarias na regido facial, principalmente boca e nariz, que podem se estender para regido da
orofaringe e nasofaringe acometendo cartilagens e cordas vocais causando obstru¢do dos
tecidos e desfiguracdo. Estudos epidemioldgicos apontam que 20% dos casos evoluem para
manifestagdo mucosa em regides endémicas. De acordo com a OMS, 90% dos casos de LM
ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (Cerutti et al., 2017; Vasconcelos et al., 2018).

Além dos problemas fisicos e mecanicos a LM ¢ potencialmente debilitante, sendo o
tratamento a forma mais efetiva para controle infeccioso (Abadias-Granado, 2021). Entretanto,
quando o tratamento nao surte efeito desejado leva a falha terapéutica, pode haver recidivas da
forma mucosa ou evolugdo para forma difusa, situagdes dependentes do sistema imunologico

do hospedeiro (Cerutti et al., 2017; Vasconcelos et al., 2018).
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2.2.2 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é a manifestago clinica mais grave dentre este grupo de
zoonoses. Popularmente conhecida como “calazar”, a LV ¢ uma doenga sistémica resultante da
disseminagdo de macrofagos infectados através do reticulo endotelial afetando a medula 6ssea,
baco e figado, podendo também acometer regides dérmicas dependendo da espécie infectante
(Abadias-Granado et al., 2021). As espécies envolvidas na manifestacao visceral estdo
compreendidas pelo complexo Leishmania donovani, sendo elas: Leishmania donovani,
normalmente associada em infecc¢do de adultos; Leishmania infantum, encontrada nas infecgoes
que acometem criangas e pacientes imunossuprimidos (Sousa ef al., 2018).

Caracterizada por sua progressdo cronica e insidiosa, a LV pode ser assintomatica em
casos especificos, mas reconhecida pelas crises irregulares de febre seguida de astenia, perda
de peso, inchago do figado e bago (hepatoesplenomegalia) e anemia. Além disso, exames
clinicos podem apontar leucopenia, plaquetopenia intensa, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia. O avanco da doenca pode ocasionar novas manifestagdes clinicas que
dificultam o diagndstico preciso, sendo elas: ictericia, diarreia, emagrecimento severo, vomito
e edema periférico (Sousa et al., 2018; Carvalho et al., 2019; Ferreira, 2020).

Segundo Ferreira (2020), a LV ¢ prevalente em diferentes classes sociais e faixas etarias,
havendo estudos relatando presenga soroldgica em todas, entretanto, sabe-se que esta
manifestagdo acomete com maior frequéncia idosos, criancas e gestantes devido a questdes
relacionadas ao sistema imunologico. Além disso, a leishmaniose visceral pode se apresentar
como uma infec¢do oportunista de pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), sendo estas o grupo mais susceptivel.

As ulceragdes dérmicas também podem surgir na LV, em uma manifestacido
denominada leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) podendo ocorrer anos apos resolugdo
da forma visceral. Normalmente associada a infecgdes por L. donovani, as lesdes dessa
manifestagdo podem ser especificas, caracterizadas pela presencga de papulas, ndédulos e tlceras,
ou inespecificas com o surgimento de puirpura ou hiperpigmentacdo (Abadias-Granado ef al.,
2021).

De acordo com a OMS, a leishmaniose visceral ocorre em 80 paises (Figura 5), sendo
grande parte paises sul-americanos com letalidade média de 8,2%. Em um contexto global, a
maioria dos casos notificados sdo oriundos do Brasil, Africa Oriental e India, sendo o Brasil
responsavel por 93% dos registros, apresentando cerca de 3.500 novos casos por ano (OPAS,

2023).
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Figura 5 - Mapa mundial do niumero de casos de leishmaniose visceral

Fonte: OMS, 2022. Legenda: Marrom: > 5.000 casos; Laranja: 1000-4999 casos; Amarelo: 100-999 casos;
Bege: <100 casos; Verde: 0 casos reportados; Branco: nenhum caso autdctone reportado; Cinza: nao aplica.

2.3 Tratamento

O tratamento precoce das leishmanioses esta entre uma das medidas de controle da
doenca estabelecidas pela OMS. Atualmente estdo disponiveis cinco medicamentos para o
tratamento das leishmanioses, sendo eles: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B, a
miltefosina, a paromomicina e a pentamidina (OPAS, 2023). A escolha do tratamento depende
de inimeros aspectos clinicos, como a manifesta¢cdo, a condi¢ao fisica do paciente e toxicidade
do tratamento. Além disso, hé outros aspectos que podem interferir no tratamento, como custo,
adesdo do paciente e até mesmo espécie do protozoario envolvida na infec¢do. Inumeros
estudos evidenciam respostas heterogéneas ao tratamento que sdo diretamente influenciadas
pelo perfil imunolégico do paciente, localizacdo geografica e perfil epidemiologico da regido

(Santos et al., 2020; Ezatpour et al., 2015).

2.3.1 Antimoniais pentavalentes
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Seguindo as diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude, as drogas de primeira escolha
para o tratamento das leishmanioses sdo os antiamoniais pentavalentes (Sb™) (Figura 6).
Desenvolvido ao longo das décadas, os antiamoniais estdo disponiveis nas seguintes
formulag¢des: antiamoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e estibogluconato de antiménio
de sodio (Pertostam®™) (Brasil, 2017). Atualmente estes sdo os medicamentos mais utilizados
em regides endémicas, entretanto o estibocluconato de sdédio ndo se encontra disponivel no

Brasil (Niihs et al., 2013; Gervazoni et al., 2020).

Figura 6 - Estrutura quimica do antimoniato de N-metilglucamina
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Apesar do tratamento utilizando antimoniais estar disponivel no mercado ha mais de 60
anos o seu mecanismo de agao ainda nao ¢ bem definido. Considerados pro-farmacos, acredita-
se que os antiamoniais atuam diretamente sobre as vias bioenergéticas das formas amastigotas
inibindo a glicolise e oxidacao de acidos graxos e reduzindo a producao de ATP e GTP (Moore
e Lockwood, 2010; Niihs et al., 2014; Gervazoni et al., 2020; Roatt et al., 2020).

A quimioterapia empregada no tratamento das leishmanioses possui administragdo
intramuscular ou intravenosa, sendo recomendado que a dose administrada seja calculada em
miligramas do antiamonial de acordo com o peso corporal por dia (20 mg Sb*>/Kg/dia) (Brasil,
2017).

O regime terapéutico recomendado para administra¢do dos antimoniais varia de 20 a 30
dias, sendo comum a ocorréncia de um ou mais efeitos adversos, como: artralgia, mialgia,
anorexia, nauseas, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite,
prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitagcdo, insonia, nervosismo, choque pirogénico,
edema e Insuficiéncia Renal Aguda (IRA). O surgimento de efeitos colaterais durante o
tratamento medicamentoso ndo resulta em interrup¢do do mesmo, somente em circunstancias
onde a concentracdo plasmatica atinge limites toxicos, fator que pode acarretar em alteragdes
cardiacas, pancreaticas ou renais (Brasil, 2017; Moore; Loockwood, 2010).

Em razao da toxicidade os antiamoniais sdo contraindicados para gestantes, visto que

esta droga pode transpor a barreira placentaria, podendo causar danos ao sistema nervosos
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central do feto. Ademais, o tratamento € restrito para pacientes com idade superior a 50 anos,
cardiopatas, portadores de nefropatias, hepatopatias e doenga de Chagas (Brasil, 2017; Silva et
al.,2021).

2.3.2 Anfotericina B

A Anfotericina B (AmB) (Figura 7) ¢ um antibidtico macrélido polieno com potente
acdo antifngica que apresenta Otimos resultados para as diferentes formas evolutivas de
Leishmania (Chavez-Fumagalli et al., 2015). Este farmaco atua diretamente nos esterdis ligados
a membrana plasmatica do parasito aumentando a permeabilidade e resultando na perda de

cations como K, levando a morte do protozoario (Garza-Tovar et al., 2020; Silva et al., 2021).

Figura 7 - Estrutura quimica da Anfotericina B

A efetividade do tratamento com AmB depende do tempo de exposicao e da quantidade
de doses administradas, podendo muitas vezes ser toxico. No Brasil, a dosagem recomendada
pelo Ministério Brasileiro de Saude ¢ de 0,7 a 1 mg/Kg/dia. A administragdo da AmB ¢
intravenosa e pode apresentar efeitos colaterais, como: hipocalemia, anorexia, hipertensao,
miocardites e agravamento de complicagdes nas fungdes renais, sendo contraindicado para
pacientes com IRA ou Insuficiéncia Renal Cronica (IRC) (Brasil, 2017; Burza; Croft; Boelaert,
2018; Barrett et al., 2019; Garza-Tovar et al., 2020; Silva et al., 2021).

Atualmente, a AmB est4 disponivel em quatro formulagdes: Anfotericina B Lipossomal
(AmBisone®); Anfotericina B em dispersio coloidal (Anfocil®); e Anfotericina B em complexo
lipidico (Abelcet®) (Brasil, 2017). Apesar de fortemente recomendadas pela OMS devido sua

baixa toxicidade, as formulagdes das AmB sdao medicamentos de alto custo e sua administragao
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requer hospitalizagdo do paciente, fatores que a tornam inviavel visto que as leishmanioses

acometem populagdes carentes (Moore; Lockwood, 2010; Roatt et al., 2020; Silva et al., 2021).
2.3.3 Pentamidina

Outra droga utilizada no tratamento das leishmanioses ¢ a pentamidina (Figura 8), uma
diamidina aromatica utilizada nas regides endémicas das américas e nos continentes africano e
asiatico. A pentamidina encontra-se disponivel em duas formulagdes: Di-B-Hidroxietano-
Sulfonato (Isotionato) e Di-B-Hidroximetil-Sulfonato (Mesilato). Sua administragdo
intravenosa e intramuscular, caracterizando-a em um perfil de medicamento hospitalar, sendo
recomendado uma dose de 4 mg/Kg/dia (Brasil, 2017).

Apesar da alta capacidade leishmanicida, a pentamidina apresenta alta toxicidade com
efeitos colaterais severos, os quais incluem: pancreatite, arritmia cardiaca, leucopenia, IRA,
hipocalemia e taquicardia ventricular (Ghorbani; Farhoudi, 2018). Além disso, pode apresentar
hipoglicemia acompanhada de hiperglicemia em razao do medicamento ter acdo no mecanismo
glicolitico. Ademais, o medicamento estd diretamente associado ao risco de desenvolvimento
de Diabetes Mellitus (DM) devido sua alta toxicidade para as células B-pancreaticas (Silva et

al., 2021).

Figura 8 - Estrutura quimica da pentamidina

2.3.4 Miltefosina

Desenvolvida inicialmente como um antineoplésico, a Miltefosina (Impavido®) (Figura
9) ¢ um alquilfosfolipido, sendo este o tnico medicamento de administracdo oral para a
leishmaniose (Brasil, 2017). Apesar da sua alta efetividade contra o parasita, o sucesso do
tratamento utilizando tal farmaco ¢ relativo e depende da forma clinica da doenga bem como a

espécie de parasita infectante (Roatt et al., 2020).
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Evidéncias ja apontam seu potencial € maior no tratamento de LC visto que essa droga
apresenta maior eficiéncia contra Leishmania sp. do novo mundo, apresentando 6timos
resultados contra as espécies: L. braziliensis, L. guyanensis € L. panamensis (Roatt et al., 2020;

Garza-Tovar et al., 2020; Silva et al., 2021).

Figura 9 - Estrutura quimica da miltefosina

O uso da Milfetosina no Brasil foi aprovado em 2018 pelo SUS, sendo indicado para o
tratamento de LC. A dose oral recomendada pela OMS ¢ 2,5 mg/Kg/dia de 2 a 3 dia uma dose
limite de 150 mg/dia (Brasil, 2020). Este medicamento apresenta efeitos hepatotoxico e alta
toxicidade gastrointestinal, sendo recomendado alimentacdo antes da administracdo a fim de
diminuir tais efeitos colaterais. Devido seu potencial teratogénico, a milfetosina ¢
contraindicada para gestantes. Apesar do alto poder de cura ofertado pela milfetosina, esta
terapia apresenta limitagdes em razao do seu alto custo e cepas resistentes (Roatt et al., 2020;
Garza-Tovar et al., 2020).

Este farmaco também se encontra disponivel em uma formulacdo veterindria utilizada
no tratamento de leishmaniose visceral canina (Milteforan® — Virbac), entretanto sua

efetividade depende da espécie infectante (Santos et al., 2020; Silva et al., 2021).

2.4 Produtos naturais

Em razdo da sua incapacidade de locomogdo, as plantas desenvolveram mecanismos
que permitissem sua adaptacdo a fatores bidticos e abidticos sem que houvesse
comprometimento de células e processos fisiologicos primarios (Borges ¢ Amorim, 2020).
Esses mecanismos sdo responsaveis por gerar metabolitos que possuem grande importancia
para uma série de processos essenciais da planta, sejam eles evolutivos ou ecoldgicos (Roatt et
al., 2020). Esses metabolitos, por sua vez, podem apresentar diversas atividades bioldgicas de
interesse farmaceéutico, sendo investigados para possivel tratamento de inimeras doencas.

Entretanto, ndo sé a plantas sdo fontes de produtos naturais, os fungos e bactérias sao

fundamentais na prospec¢do de moléculas com atividade biologica. Atualmente existe uma



27

variedade de antibidticos oriundos de microrganismos, dentre eles estreptomicina
(Streptomyces griseus) e anfotericina B (S. nodosus), a qual é utilizada no tratamento das
leishmanioses (Silva-Rodrigues et al., 2024).

Quanto ao uso de fungos no tratamento de doencgas infecciosas, o género Penicillium
originou o primeiro antibidtico, a penicilina, a qual ¢ utilizada até os dias atuais em razdo de
sua alta eficiéncia e amplitude (Silva-Rodrigues et al., 2024).

Os metabolitos produzidos por esses organismos possuem uma variedade de
composi¢des quimicas, € podem ser divididos primérios e secundarios. Os metabdlitos
primarios sdo aqueles que estdo diretamente relacionados ao crescimento e desenvolvimento da
planta, sendo produzidos por todas elas sem especificagcdo (Borges; Amorim, 2020).

Os metabolitos secundarios, sdo altamente especificos e desempenham diversas func¢des
ecoldgicas importantes para evolucdo e manutengdo da espécie (Borges; Amorim, 2020). Em
razdo da sua diversidade quimica, os metabolitos secundarios sdo classificados de acordo com
sua fungdo e biossintese em: 1. Terpenos, compostos volateis e aromaticos que dao sabor e
aroma as plantas; II. Alcaloides, compostos nitrogenados encontrados nas plantas; e, IIL
Compostos fenolicos, estes compostos possuem uma grande variedade de fun¢des em razdo da
sua ampla diversidade quimica, podendo ser funcionais na defesa contra outros organismos,
incluindo patogénicos, além de produgdo de cores atrativas para polinizadores e substincias

alelopaticas (Monteiro ef al., 2005; Borges; Amorim, 2020; Sadnchez, 2022).

2.4.1 Produtos naturais e as leishmanioses

A utilizagdo de plantas medicinais frente a parasitos causadores de LT e LV se mostram
relevantes e com resultados promissores, como evidenciados nos trabalhos de Machado et al.
(2018) e Silva et al. (2020) que avaliou o efeito anti-Leishmania brazilisiensis dos extratos de
Eugenya dysinterica e Uncaria tomentosa, respectivamente, encontrando atividade
leishmanicida sobre diferentes formas evolutivas do parasito.

Diversas plantas brasileiras apresentam resultados através de mecanismos distintos, mas
eficientes, frente a infec¢do por Leishmania spp. De acordo com Dutra et al. (2024), diversos
extratos brutos de plantas endémicas do Brasil apresentam atividades promissoras sobre
diferentes espécies do parasito, mas nem todos os extratos passam por caracterizagao
fitoquimica, evidenciando que os trabalhos existentes sdo iniciais, mas apresentam resultados
importantes para o avango cientifico, visto que abrem possibilidade para a identificacdo e

1solamento de potenciais moléculas.
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Os produtos naturais oferecem uma gama diversa de compostos quimicos que podem
ser utilizados para o desenvolvimento de novas drogas com mecanismos Unicos que possam
atuar sobre Leishmania spp. (Salem, Werbovetz, 2006; Afonso et al., 2023). Entretanto, torna-
se necessario refinar os estudos, realizando o isolamento e identificagdo das moléculas
presentes em compostos ativos a fim de obter o principio ativo que atue sobre as formas

amastigotas e promastigotas de diferentes espécies de Leishmania com baixos niveis toxicos.

2.5 Taninos

Os taninos sdo metabolitos secundarios classificados como compostos fenolicos com
peso molecular entre 500 e 3000 Dalton. Essas moléculas possuem alta complexidade devido
sua natureza polifendlica com grupos hidroxila e outras substancias adequadas, como grupos
carbonila, para formar macromoléculas (Monteiro ef al., 2005).

Amplamente encontrados em gimnospermas e angiospermas, 0s taninos sao
quimicamente classificados em hidrolisaveis ¢ condensados de acordo com sua estrutura
quimica (Das et al., 2020). Os taninos hidrolisdveis (Figura 10) possuem varios constituintes
principais que os diferenciam em galatotaninos e elagitaninos de acordo com os produtos
oriundos de sua hidrolise (Monteiro et al., 2005). Aqueles classificados como galatotaninos
apresentam acido galico e glicose em sua constitui¢do, enquanto que os elagitaninos apresentam
acido elagico (presenga de dois anéis aromaticos) e glicose, sendo estes encontrados em maior

frequéncia na natureza em comparacao aos galatotaninos (Monteiro et al., 2005; Pizzi, 2021).

Figura 10 - Estrutura quimica dos taninos hidrolisaveis. A) Galotanino; B) Elagitanino
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Os taninos condensados (Figura 11) sdo amplamente encontrados no reino vegetal,

principalmente em plantas lenhosas (Das et al., 2020). Também conhecidos como
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protocianidinas, estas moléculas sdo compostas por flavolanos ou polimeros de flavan-3-ol
(catequinas) e/ou flavan 3,4-diol (leucoantocianidina), ambos sdo resultados do metabolismo

do fenilpropanol (Monteiro et al., 2005; Pizzi, 2021).

Figura 11- Estrutura quimica dos taninos condensado
OH

HO
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Estes compostos possuem papel crucial na defesa das plantas contra patogenos, onde
atuam inibindo o crescimento de fungos patogénicos através de mudangas estruturais na parede
celular dos mesmos, resultando no aumento da defesa da planta (Huang ef al. 2024). Este
mecanismo classifica os taninos como moléculas de interesse farmacoldgico, visto que suas
propriedades podem ser investigadas para agentes patogénicos de animais e humanos (Monteiro
et al., 2005; Das et al., 2020; Pizzi, 2021).

Em ensaios in vitro, os taninos apresentaram resultados antibacterianos e antifingicos
promissores. Os mecanismos de inibi¢do no crescimento ocasionado por taninos sao diversos,
podendo causar alteragdes no DNA, privacdo de nutrientes ou desestabilizacdo de organelas
importantes no metabolismo celular, além de outros mecanismos evidenciados (Molino et al.,
2019; Huang et al., 2024).

Segundo Ferreira e Evangelista (2021), estes compostos podem interagir com a
membrana plasmatica das células, formando complexos com as proteinas a partir de ligagdes

de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, perturbando a funcdo e integridade da membrana,
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levando a morte celular por lise (Figura 12) (Molino et al., 2019). Além disso, os taninos tem
capacidade de inibir enzimas fundamentais para o metabolismo microbiano, impedindo que

estes organismos desempenhem fungdes essenciais, retardando seu crescimento (Pizzi, 2019).

Figura 12 - Interacdo entre taninos e proteinas de membrana
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Fonte: Adaptado de Molino et al., (2019); ilustragdes utilizadas foram obtidas gratuitamente no

BioRender.

De acordo com Molino et al. (2019), os taninos também podem quelar ions minerais
essenciais para o metabolismo de patdgenos, resultando na privagdo de nutrientes e interferindo
no desenvolvimento do microrganismo. Além disso, o processo de quelatagdo de ions estd
relacionado com a inibi¢do das enzimas essenciais para o metabolismo de agentes patogénicos,
afetando negativamente a capacidade dos microrganismos em multiplicar (Ferreira;
Evangelista, 2021; Kovac et al., 2023). Estes mecanismos nao ocorrem somente em bactérias,
como também em fungos, evidenciando que os taninos possuem um amplo espectro de atuacao
frente a diversos agentes patogénicos, podendo afetar também os protozoarios do género
Leishmania (Ghodsian et al., 2020; Ferreira; Evangelista, 2021; Huang et al., 2024).

Estudos utilizando taninos para ensaios anti-Leishmania sao escassos, mas apresentam
resultados significativos para considerar esta uma molécula de interesse para tal atividade
bioldgica. Conforme observado no trabalho de Alves et al. (2017), o 4cido galico (AG) e o
acido elagico (AE), encontrados em taninos hidrolisaveis, demonstraram inibicdo no

crescimento de promastigotas de Leishmania major, com ICso < 20ug/mL para ambos, além de
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diminuir a infec¢do em macrdéfagos infectados com amastigotas de L. major com ICso <
Spg/mL.

Os mecanismos de acao dos taninos sdo multiplos e pouco elucidados, podendo atuar
diretamente sobre o patdgeno ou fortalecer células do sistema imune na defesa do hospedeiro.
Segundo Kolodiziej et al. (2001), os taninos podem estimular a fun¢do dos macrofagos,
aumentando a liberagdo de Oxido Nitrico (NO) e Fator de Necrose Tumoral (TNF), que sdo
essenciais para resposta imunitaria contra agentes patogénicos. Ademais, estimulam a liberagao
de varias citocinas (IL-1, IL-10, IL-12, IL-18 e Interferons), além de aumentar a disponibilidade
de mRNA da Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS) em células parasitadas, reforgando que
estas moléculas aumentam a resposta imunitaria dos macrofagos (Kolodiziej; Kinderlen, 2005;
Kolodiziej et al., 2005)

Diante do exposto, observa-se que os taninos sdo moléculas eficientes no combate de
diferentes agentes infecciosos, seja inibindo seu crescimento ou aumentando a capacidade de
defesa do hospedeiro. Entretanto, sdo moléculas pouco estudadas contra diferentes espécies de
Leishmania, com estudos iniciais avaliando extratos brutos contendo substancias tanicas em

sua composi¢ao fitoquimica.

2.6 Echinacea purpurea (L.) Moench

Popularmente conhecida como flor do cone roxo, a Echinacea purpurea (L.) Moench ¢é
uma planta arbustiva representante da familia Asteraceae com uma ampla distribui¢do
geografica, sendo encontrada na China, Australia e Europa, com alto endemismo no leste da
América do Norte (Cheng et al., 2020).

A E. purpurea (L.) Moench desempenha papel importante na medicina tradicional. Suas
preparacdes apresentam propriedades altamente curativas e imunomoduladoras, sendo
utilizadas para prevengdo e tratamento de resfriados, infec¢des do trato urinario e respiratdrio
(Wolkart et al., 2006). Segundo Kumar e Ramaiah (2011), os preparos de E. purpurea
apresentam polissacarideos, derivados de 4cido cafeico, alquilamidas, compostos e fendlicos,
dentre outros, os quais lhe conferem uma série de atividades bioldgicas (Awortwe;
Bruckmueller; Kaehler; Cascorbi, 2021; Fierascu et al., 2022).

Inumeros estudos vém investigando as propriedades farmacologicas dos diferentes
preparos dessa planta e de seus fitoconstituintes, sendo reportado atividades antibacteriana,
antifungicas, anti-inflamatoérias, antiproliferativa, antiviral e antioxidante (Dosoky et al., 2023).

Uma vez que a bioatividade dos preparos de E. purpurea (L.) Moench sdo altamente
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dependentes de seus constituintes, esta planta se torna promissora para a prospec¢ao de
compostos antimicrobianos e de interesse farmacolédgico (Yazdanian et al., 2022).

Estudos prévios mostram que os polissacarideos encontrados nos preparos de E.
purpurea (L. ) Moench estao associados com suas propriedades inibitorias sobre o crescimento
de agentes patogénicos (Balciunaite et al., 2015; Xu et al., 2021). Garzoli et al. (2023) relatam
que os preparos desta planta exibiram atividade inibitoria sobre o crescimento de bactérias
patogénicas de humanos, incluindo as gram negativas, sendo este um grupo de bactérias
comumente resistente a antibioticos.

Ademais, estudos elaborados por Burlou-Naji et al. (2023) mostra que o extrato das
folhas de E. purpurea (L.) Moenchi com altos teores de flavonoides e compostos fenolicos
apresentam atividade sobre cepas de Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli, sendo estas
moléculas capazes de causar alteracdes na membrana, interferir no metabolismo energético e
na sintese de acidos nucleicos, diminuir a patogenicidade e aumentar a permeabilidade de
membrana (Xie et al., 2014; Gorniak et al., 2019; Shamsudin et al., 2022).

As atividades inibitorias dos preparos de E. purpurea (L.) Moench apresentam
resultados significativos sobre o crescimento de bactérias, principalmente aquelas que
acometem o trato respiratdrio e urinario (Gou et al., 2023). Os mecanismos de atuagdo destes
preparos ainda ndo sao elucidados, visto que as respostas biologicas variam de acordo com o
tipo de extrato, origem, preparo e fitoconstituintes, mas os estudos utilizando-o focam em sua
atividade imunoestimulante e anti-inflamatoria, sendo pouco explorado in vitro para atividade
inibitoria de microrganismos (Vieira ef al., 2022).

Considerando tais evidéncias, observa-se que os extratos de Echinacea purpurea (L.)
Moenchi apresentam amplo espectro de atuacdo com eficiéncia para diferentes patogenias
infecciosas a depender de sua composicdo e preparo, sendo uma potencial fonte de novas

moléculas para exploragdo biotecnoldgica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro a agdo anti-Leishmania dos taninos condensados isolados da casca de
Mimosa tenuiflora e do extrato aquosos de Echinacea purpurea sobre as formas promastigotas
de L. amazonensis
3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a toxicidade dos taninos condensados isolados da casca da M. fenuiflora e do
extrato aquoso de E. purpurea sobre o crescimento e sobrevivéncia das formas promastigotas

de L. amazonensis;

- Investigar o potencial citotdoxico dos taninos condensados isolados da casca da M.

tenuiflora e do extrato aquoso de E. purpurea sobre células de mamiferos;

- Avaliar a capacidade seletiva dos compostos testados.
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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias negligenciadas que representam um desafio
significativo a satide publica devido a toxicidade dos tratamentos convencionais. O presente
estudo investigou a atividade anti-Leishmania de taninos condensados isolados da casca de
Mimosa tenuiflora. Foram realizados ensaios in vitro para avaliar a atividade anti-promastigota
contra Leishmania amazonensis € a citotoxicidade em fibroblastos NIH/3T3. Além disso,
estudos de docking molecular foram realizados para avaliar as interagdes entre o tanino e a
arginase de Leishmania mexicana. Os resultados mostraram que os taninos condensados
apresentaram atividade inibitoria significativa sobre as formas promastigotas e baixa toxicidade
celular, com indice de seletividade > 40. A anélise de docking revelou interagdes criticas com
os aminodcidos do sitio ativo da enzima. Estes achados destacam os taninos condensados como

candidatos promissores para o desenvolvimento de novos agentes anti-Leishmania.

Palavras-chave: Leishmanioses; Docking molecular; Produtos naturais.
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INTRODUCAO

Atualmente, o tratamento das leishmanioses ¢ medicamentoso, com predominio do
emprego de quatro farmacos: antiamoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e
miltefosina (Santos et al. 2020; Ezatpour et al. 2015). Entretanto, as drogas disponiveis estao
associadas a uma série de efeitos colaterais devido seu perfil hepatotdxico, nefrotoxico,
cardiotoxico, dentre outros. Além disso, miltefosina e glucantime sdo contraindicadas para
gestantes devido ao potencial teratogénico e capacidade de causar retardo fetal (Garvazoni et
al. 2020; Silva et al. 2021; Garza-Tovar et al. 2020; Roatt et al. 2020; Ghorbani e Farhoudi
2018). Ademais, a taxa de cura dos tratamentos em curso ¢ limitada, podendo ser de apenas
50%. Finalmente, o fato da administracdo da maior parte deles ser por via intravenosa com
cursos de longa duracao, relata-se abandono do tratamento por parte dos pacientes e aumento
da ocorréncia de falha terapéutica (Chappuis et al. 2007; Croft e Coombs 2003).

Uma vez que todos os medicamentos disponiveis para tratamento das leishmanioses
apresentam limitacdes e toxicidade elevada, torna-se necessario a prospec¢ao de substancias
anti-Leishmania com potencial para o tratamento da doenc¢a de forma isolada ou associadas aos
farmacos de referéncia, e que apresentem menos efeitos colaterais em relagdo aos atuais (Shen
e Hao 2020). Neste cenario, os produtos naturais, aqueles oriundos de plantas e
microrganismos, tornam-se alternativas promissoras na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos (Borges e Amorim 2020; Sanchez 2022; Pye et al. 2017).

A Mimosa tenuiflora ¢ uma planta utilizada na medicina tradicional brasileira devido
sua eficiéncia no tratamento de queimaduras, aceleracdo de cicatrizagao e ulceragdes venosas
(Bezerra et al. 2010; Hernandez et al. 2021). Além disso, possui grande a¢dao antimicrobiana

frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Candida albicans
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(Ferreira e Evangelista 2021). Suas propriedades farmacoldgicas sdo decorrentes de sua
composi¢ao quimica, as quais incluem varios fitoindoles como saponinas e taninos, sendo os
taninos moléculas encontradas em abundancia na casca de M. tenuiflora (Crepaldi et al. 2021;
Santos et al. 2022; Borges et al. 2017).

Os taninos condensados sdo moléculas de grande interesse medicinal, visto que o
consumo de chas ricos nessa substancia estdo associados a propriedades anticarcinogénica e
anti-inflamatoéria (Monteiro et al. 2005; Pizzi 2021). Segundo Das et al. (2020), esta molécula
se torna um alvo farmacéutico devido sua capacidade de precipitar proteinas dentro das
membranas, resultando em neutralizacdo celular, podendo também se complexar a ions
metalicos, capacidade de sequestrar radicais livres e perfil antioxidante, podendo ser testado
para diferentes agentes infecciosos (Ucella Filho et al. 2022; Pizzi 2021; Azevédo et al. 2013).

Estudos prévios mostram que os taninos condensados presentes em diferentes fracdes
do extrato de Stryphnodendron obovatum Benth. apresentam atividade antifungica frente as
cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis (Sanches et al. 2005). Ucella Filho et al.
(2022) relatam que os taninos extraidos de diferentes espécies arboreas apresentam atividade
inibitoria sobre o crescimento de Streptococcus uberis e Staphylococcus aureus.

Tais evidéncias mostram que os taninos condensados apresentam amplo espectro em
razdo dos seus multiplos mecanismos, podendo ser testados para protozodrios. Neste sentido, o
objetivo do presente trabalho foi testar in vitro a atividade anti-Leishmania de taninos

condensados isolados da casca de Mimosa tenuiflora.

MATERIAIS E METODOS

- Tanino condensado
O tanino condensado utilizado no presente trabalho foi extraido pelo Nucleo de Pesquisa
do Semi-Arido (NUPEARIDO), municipio de Patos, Paraiba-PB, aos dominios da

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Posteriormente o material foi purificado no
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Laboratério de Tecnologia de Produtos Florestais (LTPF) da UFCG e cedido para a
Universidade Federal de Rondonopolis, Faculdade de Ciéncias da Saude, para execucdo de
estudos de sua atividade bioldgica.

- Ensaio anti-promastigota

Foram realizados testes de susceptibilidade in vitro sobre as formas promastigotas da L.
amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS) na fase log de crescimento em meio Schneider® (Sigma-
Aldrich®) apropriadamente suplementado. A inibi¢do do crescimento foi avaliada pela
viabilidade celular apds adicdo do MTT (brometo de 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrasodium).

Em placas de 96 pogos, foram adicionadas 100uL de cultura na concentragio de 10°
parasitos/ml (19,75 parasitos/mL) e 100uL dos farmacos/compostos a serem testados em
diferentes concentragdes. Posteriormente, as placas foram incubadas a 26°C por 72h
(Bosquiroli et al. 2015).

Ap6s 72h de incubagdo, foi adicionado 5 mg/ml de MTT em cada pogo, posteriormente
as placas foram armazenadas novamente a 37°C, 5% CO; durante 4h e, em seguida, foi
adicionado DMSO para dissolver os cristais de formazan e a absorbancia foi estimada em
espectrofotometro, com comprimento de onda a 540nm.

- Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade do tanino condensado, foram utilizadas células NIH/3T3
(ATCC CRL-1658 linhagem de fibroblastos de camundongo) cultivadas em placas de 96 pocos
(1x10* células em 100uL por pogo) em meio RPMI 1640 suplementado com penicilina,
estreptomicina e soro fetal bovino a 10% durante 12 horas a 37°C e 5% de CO; (Oliveira, 2021).

Passado as 12h, o meio foi substituido por meio RPMI fresco contendo diferentes
concentragdes de cada composto (100 a 3,125ulL/ml) em quadruplicatas e incubado por 24h.

Para controle de morte celular foram utilizados fibroblastos tratados com as drogas de
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referéncia anfotericina B e pentamidina. O controle de viabilidade/vida foi dado pelos
fibroblastos cultivados somente em meio de cultura (Oliveira, 2021).

Posteriormente adicionou-se 10uL de solugdo de risazurina em cada pogo seguido de
incubagdo por 4h a 37°C e 5% de CO,. Apoés incubagdo, a absorbancia foi estimada em
espectrofotometro, com comprimento de onda a 570nm para células vivas e 600nm para leitura
de células mortas (Oliveira, 2021).

- Docking molecular

O docking molecular foi realizado utilizando Leishmania mexicana arginase (LmARG)
cristalizada com inibidor ABH (PDBID: 4IU0) (Lohning ef al., 2017). Inicialmente a LmARG
foi tratada e otimizada no AutoDoock Tool (ADT) com o pacote MGLTools (versao 1.5.6),
onde foram removidas as moléculas de dgua e adicionado os hidrogénios polares e cargas para
estabelecer ligacdes rotativas (Chigurupati et al. 2022).

Para determinagdo do sitio ativo da LmARG foi utilizado o software
DiscoveryStudio2024 para visualizar o local de inibicdo da enzima pelo ABH. Apds encontrar
os residuos de aminodcidos envolvidos na inibi¢do da LmARG pelo ABH, o GridBox foi
confeccionado no ADT, sendo o sitio de ligacdo ativa entre LmARG e ABH selecionado para
interagdo entre LmARG e tanino condensado isolado da casca de Mimosa tenuiflora. O local
do GridBox foi definido em x: 4.676, y: -20.0 e z: 4.84 A, por meio de uma caixa de 30 x 30 x
30 (Chigurupati et al. 2022).

A molécula de tanino condensado foi criada no software ChemSketch versdo 1.2 de
acordo com a estrutura quimica descrita por Das et al. (2020) (Fig.1). Posteriormente foi

minimizada e otimizada utilizando o ADT (Chigurupati et al. 2022).



47

Fig. 1 Estrutura quimica dos taninos condensado
OH
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RESULTADOS

A atividade anti-Leishmania dos taninos condensados isolados da casca de Mimosa
tenuiflora demonstra maior capacidade inibitdria sobre o crescimento dos parasitos a medida
que aumenta a concentragdao, como observado na Fig. 2a, enquanto que as drogas de referéncia
utilizadas (anfotericina B e pentamidina) apresentaram atividade inibitdria sobre o crescimento

das formas promastigotas de L. amazonensis em todas as concentragoes testadas (Fig. 2b-c).
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Fig. 2 Atividade anti-Leishmania e citotoxica dos taninos condensados isolados da casca de Mimosa
tenuiflora e grupos controles
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Legenda: Atividade sobre as formas promastigotas de Leishmania amazonensis (a-c), a) tanino
condensando isolado de Mimosa tenuiflora; b) anfotericina B; ¢) pentamidina. Atividade
citotoxica sobre fibroblastos NIH/3T3 murinos (d-f), d) tanino condensado; ¢) anfotericina B;

f) pentamidina. * e *** correspondem a p <0,01 e p < 0,001, respectivamente (ANOVA e pos-

teste de Tukey).

Quando avaliada a atividade citotdxica sobre fibroblastos 3T3 murinos, observa-se que
os taninos condensados isolados da casca de M. tenuiflora nao apresentaram efeitos de morte
celular em nenhuma das concentragdes testadas (Fig. 2d). Por outro lado, a anfotericina B
apresentou efeito de morte celular em todas as concentragdes utilizadas no experimento,
enquanto que a pentamidina mostrou toxicidade somente em sua maior concentracao (Fig. 1 e-
f).

Os ICsp e CCso foram obtidos através de uma regressdo linear ndo paramétrica e os
resultados sdo demonstrados na Tabela 1. O ICso do tanino condensado foi de 24,59 uM,

mostrando capacidade inibitéria no crescimento dos parasitos, enquanto que as drogas de
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referéncia utilizadas, apresentaram ICso < as concentragdes em puM, sendo este um efeito
esperado.

Tabela 1. Atividade anti-Leishmania do tanino condensado e grupos controle

Composto ICso0 (ug/ml e pM) CCso (ng/ml e pM) IS
Promastigotas Fibroblastos
L. amazonensis NIH/3T3
murinos
Tanino 24,59 >1.000 >40,65
condensado
ANFB 0,003851 66,78 17.340
Pentamidina 0,06670 54,17 812,14

A atividade anti-Leishmania foi avaliada sobre as formas promastigotas de L. amazonensis apos
28h. A avaliagdo da citotoxicidade foi avaliada utilizando fibroblastos 3T3 murinos. O Indice
de Seletividade (IS) foi calculado pela relagdo CCso/ICso. Abreviagdes: ICso = concentragdo
inibitéria maxima; CCso= concentragao citotoxica maxima; IS: indice de seletividade. ANFB:
anfotericina B usada como droga de referéncia.

Em relagdo a capacidade toxica, o CCsocalculado do tanino condensado foi >1.000 uM.
Por outro lado, as drogas de referéncia apresentaram CCso < 100 pM, demostrando potencial
toxico (Tabela 1).

O Indice de Seletividade (IS) foi calculado para avaliar a capacidade seletiva do
composto testado e das drogas de referéncia. Observa-se na Tabela 1 que o tanino condensado
apresentou IS > 40,65, mostrando ser seletivo para formas promastigotas de L. amazonensis,
entretanto, ndo se pode determinar a seletividade com exatidao visto que o CCso foi além das
concentragoes testadas.

Na Fig. 3a observa-se a comparacdo entre a atividade anti-Leishmania dos taninos
condensados isolados de Mimosa tenuiflora e drogas de referéncia ap6s 72h de exposicao. A
atividade inibitéria ¢ maior nas drogas de referéncia, entretanto, o efeito que o tanino

condensado exerce sobre as promastigotas de L. amazonensis ¢ igual ou semelhante ao das

drogas de referéncia (p > 0,01).
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Fig. 3 Comparagdo da antividade anti-Leishmania e citotoxica entre tanino condensado e drogas de

referéncia
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Legenda: a) Comparacdo da atividade anti-Leishmania amazonensis dos taninos condensados
e drogas de referéncia; b) Comparagao da atividade citotdxica dos taninos condensados e drogas
de referéncia. * representa p < 0,01 (ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey).

Quando realizada a comparagdo entre a atividade citotoxica dos taninos condensados
isolado de M. tenuiflora e drogas de referéncia sobre fibroblastos NIH/3T3 murinos, observa-
se que os taninos condensados apresentam menor toxicidade para as células utilizadas em
relacdo as drogas de referéncia (p <0,01).

O docking realizado no presente trabalho mostra interacdes entre os an€is aromaticos
presente no tanino condensado de M. tenuiflora e residuos de aminoacidos do sitio ativo da
enzima (Fig. 4). Foram observadas interagdes hidrofobicas do tipo n-n stacked em His 28, His
154 e His 139. Nos residuos Pro 27 e Ala 192, houve interacdes hidrofobicas do tipo m-alkyl.

Com a Val 259, houve interagao hidrofébica do tipo n-sigma (Fig. 5). Ademais, foi observado,

também, uma interagao eletrostatica do tipo m-cation com a His 154 (Figura 4).
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Fig. 4 L. mexicana arginase com tanino condensado isolado de M. tenuiflora ancorado

il
IS 139

Fig. 5 Diagrama 2D das ligacdes entre o tanino condensado isolado de M. tenuiflora e os residuos de
aminoacidos da L. mexicana arginase
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DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doengas infecciosas que representam um grande problema de
satude publica devido a sua ampla distribui¢ao geografica (OMS 2023). Trata-se de uma doenca
que afeta principalmente populagdes pobres e que vem apresentando desafios em seu
tratamento, como eficiéncia limitada e efeitos toxicos que resultam em perda de qualidade de
vida por parte do paciente (Raj et al. 2020). Neste cendrio, torna-se indispensavel a prospeccao
de compostos com atividade anti-Leishmania para o desenvolvimento de novas drogas que
apresentem resultados significativos e baixa toxicidade em relagdo aos farmacos convencionais.

Os taninos condensados s3o oligdmeros flavonoides com diferentes graus de
polimerizacdo (Jing et al. 2022). Estas moléculas sdo amplamente utilizadas na drea médica
devido as suas propriedades, como baixo custo de obtengdo, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e sua abundancia na natureza (Guan et al. 2023). Segundo Huang et al.
(2024), os taninos condensados possuem papel fundamental na defesa de plantas contra agentes
patogénicos, visto que podem causar alteracdes na parede celular destes.

Os mecanismos antimicrobianos dos taninos condensados sdao multiplos. Estas
moléculas sdo capazes de causar alteracdes no DNA, desestabilizar organelas fundamentais
para a homeostase celular, privar absor¢do de nutrientes e outros (Molino et al. 2019; Huang et
al. 2024). Estudos utilizando taninos condensados para atividade anti-Leishmania sao escassos,
sendo este um dos poucos trabalhos que investigam esta atividade. Entretanto, h4 inumeros
relatos de extratos botanicos contendo substancias tanicas em sua composi¢ao apresentando
resultados significativos frente ao parasita.

Lahcene et al. (2023) avaliaram a atividade do extrato aquoso de Oliveira laperrine
frente as formas promastigotas de L. infantum, obtendo um ICso 7,52 + 2,71ug/ml e
apresentando alto teor de substincias tanicas em analise fitoquimica (214,89 mg/Kg). Em outro
estudo, Ramdane et al. (2017) relatam que o extrato das folhas de Myrthus nivellei apresenta

atividade inibitdria sobre o crescimento das promastigotas de L. major e L. infantum, com um
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teor tanico de 100,92 mg/Kg. Ademais, Ribeiro et al. (2014) avaliaram a atividade do extrato
do caule de Dipteryx alata sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, obtendo um ICs
0,08ug/ml e encontrando presenga de substancia tanica em sua composicao fitoquimica através
de analise qualitativa.

Embora os estudos sejam iniciais e ndo tenham avaliado a agdo de composto isolado,
com o presente trabalho pode-se sugerir que os taninos possuem influéncia na atividade
encontrada nos trabalhos citados, visto que os taninos condensados isolados da casca de M.
tenuiflora apresentaram atividade inibitéria sobre o crescimento das formas promastigotas de
L. amazonensis.

A atividade inibitoria exercida pelo tanino condensado de M. tenuiflora torna-se mais
efetiva a medida que aumenta a concentragdo, as quais podem ser aumentadas para estudos
futuros. O aumento da concentragdo do tanino para novos testes torna-se seguro em razao do
ensaio de toxicidade sobre célula 3T3 de camundongos, o qual apresentou toxicidade
potencialmente baixa. Avaliar novas concentragdes para toxicidade e efetividade sobre
Leishmania spp. do tanino condensado de M. tenuiflora torna-se seguro e abre portas para uma
nova perspectiva sobre esta molécula.

Apesar das drogas de referéncia apresentarem resultados mais expressivos sobre a morte
do parasito, na comparagdo entre os grupos ¢ observado que os taninos apresentam a mesma
acdo que a anfotericina B e a pentamidina, podendo sugerir o refinamento dessa molécula para
novos trabalhos. Ademais, quando comparada a toxicidade que ambos 0s grupos possuem sobre
as células 3T3, ¢ observado que os taninos condensados de M. tenuiflora possuem menor
capacidade de causar morte celular.

O IS calculado nao apresenta exatidao, visto que a toxicidade passou o limite das
concentragdes testadas. Para avaliacdo do Indice de Seletividade, foram utilizados os

parametros de Apolinario et al. (2014), o qual indica que compostos com IS > 1 s3o mais
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seletivos para o parasito. Sendo assim, ¢ possivel predizer que os taninos condensados sio
moléculas seletivas para o parasito em razdo do IS > 40,65, corroborando com Barros et al.
(2024) que, testando um composto semi-sintético de produto natural sobre L. amazonensis,
obteve um IS = 64, mostrando alta seletividade para o parasito.

J& ¢ de consenso cientifico que os taninos condensados exercem atividade antibacteriana
e antifungica através de diferentes mecanismos, os quais podem ser explorados para outros
agentes infecciosos, como os protozoarios. Segundo Ferreira e Evangelista (2021), os taninos
condensados podem interagir com proteinas de membrana e perturbar sua integridade a partir
de intera¢des hidrofobicas, levando a morte celular (Molino et al. 2019). Além disso, Pizzi
(2019) refor¢a que esta molécula desestabiliza proteinas essenciais para o metabolismo de
microrganismos, retardando seu crescimento.

A L-arginase ¢ um alvo para novos medicamentos em razdo de suas propriedades
funcionais similares, mas estruturalmente distintas, a L-arginase de mamiferos, sendo uma
enzima fundamental para a sobrevivéncia de Leishmania spp. (Pudlo; Demougeot e Girard-
Thernier 2017).

Na docagem molecular utilizando a estrutura quimica do tanino condensado e a arginase
da L. mexicana, foi encontrado interacdo com residuos de aminoacidos fundamentais para o
funcionamento da enzima. Embora sejam espécies diferentes, a L. mexicana e L. amazonensis
sdo espécies que fazem parte do mesmo complexo (OPAS 2020). A interagdo encontrada
permite sugerir que a atividade anti-Leishmania amazonensis obtida seja através da inibi¢ao da
L-arginase. Segundo da Silva et al. (2002), a His 139 ¢ um dos aminoécidos envolvidos na
ligagdo de Min2" e L-arginina, sendo este o sitio ativo da enzima em Leishmania spp.. De acordo
com Custot et al. (1997), a interacdo entre His 139 e nor-NOHA bloqueou a atividade da L-

arginase. Este mesmo efeito foi observado na interacdo entre delta-9-THC, derivados de
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Benzimidazol e a His 139 da L-arginase de Leishmania mexicana (Asvoab; Filaly e Akarid
2022; Betancourt-Conde et al. 2021).

O aminoacido His 154 estd diretamente envolvido na ligacdo de arginase com L-
arginina de L. mexicana e L. amazonensis. A interacao com este aminoacido pode inibir a acao
enzimatica (da Silva et al. 2002; Asvoab; Filaly e Akarid 2022). Fortalecendo o exposto, este
efeito foi evidenciado na interag@o entre compostos de cinamida e His 154 em L. amazonensis
(Silva et al. 2020; Come et al. 2022).

A interagdo com a Ala 192 também demonstra capacidade inibitéria na funcdo da
arginase da L. amazonensis, sendo este efeito observado na ligag¢ao de fenilhidrazidas e Ala 192
(Lima et al. 2019).

Diante o exposto, pode-se considerar que os aminoacidos His 139, His 154 ¢ Ala 192
sdo fundamentais para ativagdo enzimatica, podendo sugerir que a intera¢do entre estes
aminodcidos e o tanino condensado de M. tenuiflora inibiu a a¢do da L-arginina, resultando em
morte das promastigotas de L. amazonensis.

Perante os resultados aqui obtidos, observa-se que os taninos condensados apresentam
amplo espectro, sendo eficientes como antibacterianos, antifungicos e até mesmo
antiprotozodrios. Seus inUimeros mecanismos classificam os taninos condensados como
moléculas promissoras para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de doengas

infecciosas, incluindo as leishmanioses.

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados abrem portas para novos estudos utilizado tais
moléculas no tratamento das leishmanioses, podendo-se concluir que os taninos condensados
i1solados da casca de M. tenuiflora sao moléculas promissoras para o desenvolvimento de drogas

anti-Leishmania.
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RESUMO

CONTEXTO:

As leishmanioses sdo antropoozonoses causadas por protozoarios do género Leishmania.
Consideradas um problema de saude publica global, esta parasitose acomete populagdes pobres
e apresenta endemismo em paises subdesenvolvidos. Atualmente o tratamento quimioterapico
¢ a forma mais efetiva para prevencao de agravos pela doenga, entretanto, as drogas disponiveis
apresentam uma série de efeitos colaterais em virtude de seu perfil toxico, bem como outras
restri¢des e limitagdes. Devido a isso, a prospeccao de substancias efetivas no controle da
doenga torna-se uma preocupacdo por parte dos pesquisadores. Neste cendrio, os produtos
naturais, como extratos botanicos, representam uma promissora fonte de substancias efetivas
para o desenvolvimento biotecnologico de novos farmacos. A Echinaceae purpurea ¢ uma
planta endémica da Europa popularmente utilizada no tratamento de infec¢des no trato
respiratorio e urindrio, visto que sua composi¢do quimica lhe garante uma ampla variedade de
atividades biologicas. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar in vitro do
extrato aquoso de Echinaceae purpurea sobre as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis.

RESULTADOS:

O efeito inibitorio sobre as promastigotas de Leishmania amazonensis foi observado nas
maiores concentragdes (500 e 1.000pg/mL), onde o extrato aquoso de E. purpurea inibiu
41,87% do crescimento in vitro dos parasitos. A atividade citotdxica para células NIH/3T3 foi
baixa (CCsp > 1.000pg/mL). Na comparagdo com drogas de referéncia encontrou diferenga no
perfil toxico e semelhanga no efeito inibitorio.

CONCLUSOES:

Com os resultados aqui obtidos, pode se constatar que o extrato aquoso de E. purpurea é seguro
e eficiente para estudos futuros com novas doses ou formulagdes combinadas para ensaios in
Vivo.

Palavras-chave: Produtos naturais; Leishmania spp.; Bioprospeccao.
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo consideradas um problema de saude publica global e uma doenga
negligenciada que afeta um grande niimero de pessoas anualmente, sendo estimado 12 milhdes
de pessoas afetadas e uma populacao de 300 milhdes vivendo em area de risco [1-3].

Considerada uma antropozoonose, as leishmanioses possuem como agente etiol6gico os
protozoarios do género Leishmania, contendo 21 espécies envolvidas nas diferentes
manifestagdes clinicas da doenca [4,5]. A Leishmania (L.) amazonensis possui um importante
papel na prevaléncia da doenca, sendo relatado que 8-12% dos casos de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) na América do Sul sdo causados por esta espécie [6,7]. Ademais,
esta espécie acomete caes e humanos com espectro de manifestacdes clinicas amplo, os quais
incluem acometimento cutaneo, mucocutaneo, difuso e visceral [8].

A quimioterapia ¢ a principal op¢ao para o tratamento das leishmanioses, sendo os
antimoniais pentavalentes as drogas de primeira escolha, seguidos da anfotericina B e sua
formulacao lipossomal, miltefosina, paramomicina e diferentes terapias combinadas
recomendadas pela OMS [9,10]. Entretanto, as drogas empregadas no tratamento das
leishmanioses estdo associadas a efeitos colaterais distintos, devido ao seu perfil toxico, além
de relatos de resisténcia dos parasitos [11,12].

Uma vez que as leishmanioses acometem populagdes carentes € os medicamentos
disponiveis possuem certas limitagdes, torna-se necessaria a prospec¢ao de substancias com
potencial para o desenvolvimento de novas tecnologias funcionais no tratamento das
leishmanioses [13,14]. Neste cenario, os produtos naturais oferecem uma diversidade de
compostos quimicos que podem ser estudados e refinados para o desenvolvimento de drogas
que possam atuar sobre os protozoarios do género Leishmania [15,16].

A Echinacea purpurea, popularmente conhecida como flor-de-cone roxa, ¢ uma

representante da familia Asteraceae utilizada na medicina tradicional para prevencao e
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tratamento de resfriados, infecgdes no trato respiratorio e trato urinario [17,18]. Sua composi¢ao
quimica apresenta polissacarideos e glicosideos de 4cido chicérico que podem atuar sobre
diversas cé¢lulas [19,20].

Estudos prévios mostram que o extrato aquoso de E. purpurea (EaEp) possui inimeros
constituintes responsaveis por suas atividades bioldgicas, dentre eles, os derivados de acido
cafeico, alquilamidas, flavonoides, polissacarideos e poliacetilenos [21,22]. Segundo Dosoky
et al. [23], o cariofileno e o a-pineno sdo provaveis constituintes responsaveis pela agao
antimicrobiana ocasionada pelo EaEp. Ademais, estudos mostram que o EaEp possui atividade
sobre o crescimento de Trypanosoma brucei, entretanto, este efeito ¢ dose-dependente e o
potencial ¢ relativo, de acordo com o tipo de preparagao [24].

Dadas as evidéncias, observa-se que o extrato de E. purpurea possui um amplo espectro
de atuacdo frente a microrganismos, o qual depende da composicdo quimica do extrato e da
forma de preparagdo, fatores que tornam esta planta promissora na triagem de compostos anti-

Leishmania.

RESULTADOS

A atividade anti-Leishmania amazonensis exercida pelo EaEp surte melhor efeito a
medida que as concentracdes aumentam, como evidenciado na Fig. 1, onde observa-se que o
EaEp apresentou inibicdo de 41,87% no crescimento das promastigotas de Leishmania
amazonensis nas maiores concentracoes. As concentragdes de 500 e 1.000 pg/mL apresentaram

efeito significativo na morte do parasito.
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Fig 1. Atividade anti-Leishmania amazonensis do extrato aquoso de E.purpurea
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Legenda: ** e *** correspondem a p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente (ANOVA e pos-

teste de Tukey).

Na avaliagdo de toxicidade do EaEp sobre os fibroblastos NIH/3T3 de camundongos,
observou-se que as concentragdes testadas nao apresentaram efeitos de morte para a células
(CCs0>1.000uM), evidenciando a seguranga do extrato (Fig. 2). Tais evidencias permitem que
a exploracdo do extrato de E. purpurea é segura a medida que se aumentam as concentragoes,

em razao da sua baixa toxicidade.
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Fig. 2 Atividade citotoxica do extrato aquoso de Echinaceae purpurea
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Quando realizada a comparacdo entre EaEp e ANFB, observa-se que ha diferencga de
efeito entre ambos, mas que os dois grupos exercem a mesma funcdo sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis (Figura 3b). Em relacdo a toxicidade, evidencia-se que aos
grupos sdo diferentes entre si, ou seja, a ANFB apresenta maior perfil toxico em relagdo ao
EaEp (Figura 3a).

Fig. 3 Comparacdo da antividade anti-Leishmania e citotdxica entre o extrato aquoso
de Echinaceae purpurea e Anfotericina B
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Legenda: a) Comparacdo da atividade anti-Leishmania amazonensis do EaEp ¢ ANFB; b)
Comparagao da atividade citotoxica do EaEp e ANFB. ** e *** correspondem ap <0,01 e p <
0,001, respectivamente (ANOVA e pos-teste de Tukey).
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DISCUSSAO

O efeito do extrato aquoso de E. purpurea sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis demonstra ser maior a medida que as concentracdes aumentam. A atividade
inibitoria do extrato de E. purpurea € variavel, sendo dependente da concentracao de exposigao,
tempo e preparagao do extrato.

Segundo Canlas et al. [24], o EaEp apresentou diferentes resultados em relagdo as
concentragdes e tempo de exposi¢do, sendo a menor concentragdo testada (1 mg/mL)
apresentando menor efeito de morte e sua maior concentracdo (10 mg/ml) com maior efeito
sobre as promastigotas de Leishmania donovani. O efeito relatado por Canlas e seu grupo de
estudos variou em relagdo ao tempo, evidenciando que, apés 72 h, ha maior inibi¢do de
crescimento, 21% das formas promastigotas de L. donovani.

Os achados no presente trabalho corroboram com os relatos de Canlas et al. [24], visto
que o efeito inibitdrio sobre L. amazonensis iniciou-se a partir de 500pg/ml, sendo este o limite
minimo no experimento citado, apds 24 h de exposi¢do. Ademais, o extrato etanolico de E.
purpurea demonstra capacidade inibitéria sobre a proliferacdo de L. major, sendo capaz de
inibir 59% das formas promastigotas.

Considerando os resultados aqui obtidos, ¢ possivel predizer que as promastigotas de
Leishmania spp. possuem respostas diferentes ao extrato de E. purpurea, e que sua acao
depende do tempo de exposi¢ao [24].

Uma vez que o limite méximo de concentracdo nao foi suficiente para alcangar os
resultados esperados e determinar o indice de concentragdo inibitoria 50% (ICso), 0 presente
estudo abre questionamentos para eventuais trabalhos utilizando novas concentragdes, as quais
sdo asseguradas pelo ensaio de citotoxicidade realizado, onde observa-se que o EaEp nao

apresenta toxicidade a medida que as concentragdes aumentam.
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Em um trabalho prévio, foi avaliado o potencial quimioterapico do extrato
hidroalcodlico de E. purpurea associado ao antiamoniato de meglumina no tratamento de
leishmaniose cutanea induzida por infec¢do por L. major, o qual ndo surtiu efeito esperado
devido as doses testadas, sendo esta uma consideracdo apontada pelos autores para estudos
futuros [27]. Neste sentido, a continuidade deste experimento torna-se importante para predizer
a dose eficiente a ser testada em estudo in vivo, visto que a eficiéncia do extrato de E. purpurea
depende de tempo de exposicao, concentracio e espécie infectante.

O EaEp, assim como outras preparagdes deste extrato, mostra efeitos sobre as
promastigotas de L. major, L. donovani e, com os resultados aqui obtidos, L. amazonensis,
sendo estas espécies envolvidas na manifestacdo de leishmaniose cutdnea. Os preparados de E.
purpurea tornam-se promissores para o tratamento, visto seu amplo espectro de atuagdo e

capacidade curativa eficiente associada a um perfil menos toxico em relacdo a anfotericina B.

CONCLUSAO

Diante o exposto, conclui-se que o presente trabalho fomenta para eventuais pesquisas
avaliando a dose-competéncia dos preparos de E. purpurea no tratamento de leishmaniose
cutanea, seja seu uso isolado ou combinado com outras drogas ou as tradicionalmente utilizadas

na quimioterapia anti-Leishmania.

MATERIAIS E METODOS

- Extrato aquoso de Echinacea purpurea

O extrato aquoso de Echinacea purpurea utilizado no presente trabalho foi preparado e
cedido pelo Laboratorio de Neurogastroenterologia Experimental, no Departamento de
Ciéncias Morfoldgicas da Universidade Estadual de Maring4a, Parand, Brasil. Foi realizada a
transferéncia de tecnologia para a Universidade Federal de Rondondpolis, Faculdade de

Ciéncias da Saude, para execugao de estudos de sua atividade anti-Leishmania.
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- Ensaio anti-promastigota

Foram realizados testes de susceptibilidade in vitro sobre as formas promastigotas da L.
amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS8) na fase log de crescimento em meio Schneider (Sigma-
Aldrich®) apropriadamente suplementado. A inibicdo do crescimento foi avaliada pela
viabilidade celular apds adi¢do de resazurina e leitura em dois comprimentos de onda, 570nm
para células vivas e 600nm para leitura de células mortas.

Em placas de 96 pocos, foram adicionados 100uL de cultura contendo promastigotas de
L. amazonensis e 100uL do extrato aquoso de E. purpurea diluido em DMSO, seguido de
dilui¢do seriada iniciada em 1.000pug/ml para avaliagdo de diferentes concentragdes. Para
avaliagdo de morte, foi utilizada a anfotericina B como droga de referéncia [25,26].

- Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade do EaEp, foram utilizadas células NIH/3T3 (ATCC CRL-
1658 linhagem de fibroblastos de camundongo) cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado
com antibiotico durante 12 horas a 37°C e 5% de CO2 [25].

Passadas as 12 h, o meio foi substituido por meio RPMI fresco contendo diferentes
concentracdes do EaEp em quadruplicatas e incubado por 24 h. Para controle de morte celular
foram utilizados fibroblastos tratados com anfotericina B. O controle de viabilidade/vida foi
dado pelos fibroblastos cultivados somente em meio de cultura [25].

Posteriormente, adicionou-se 10uL de solugdo de resazurina em cada pocgo, seguido de
incubacdo por 4 h a 37°C e 5% de CO.. Apds incubacdo, a absorbancia foi estimada em
espectrofotometro, com comprimento de onda a 570nm para células vivas e 600nm para leitura

de células mortas [25].
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