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RESUMO

E notdrio que as Leishmanioses fazem parte do quadro de doencas
negligenciadas, tendo milhares de casos novos anualmente, em diversas regides
do mundo. As Leishmanioses sdo causadas por diferentes espécies do
protozoario do género Leishmania sp. e sdo comumemente divididas em dois
tipos, baseando se nos 6rgaos que atingem, sendo elas: Leishmaniose Visceral,
que acomete as viceras, como o baco, figado e medula 6ssea; e a Leishmaniose
Tegumentar, que atinge a pele e as mucosas. Os medicamentos atualmente
utiizados como primeira escolha para o tratamento, 0s antimoniais
pentavalentes, causam diversos efeitos adversos no paciente (problemas graves
no coracao, figado, rins, e pancreas). Como segunda escolha, temos a
anfotericina B e a pentamidina, também responséveis por reacbes adversas.
Além de possuirem tais efeitos deletérios, os medicamentos tem alto custo,
administracdo parenteral, longa duracédo, e ja € relatado o aparecimento de
cepas de parasitas resistentes. Neste contexto, a pesquisa de novos farmacos
com atividade antileishmania é imprescindivel, e os produtos naturais oferecem
uma fonte de moléculas com rica diversidade estrutural e os mais diferentes
efeitos terapéuticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-
Leishmania sp. in vitro de extratos do bulbo e das flores de Ismene amancaes,
planta da familia Amaryllidaceae, e de alcal6ides descritos nesta Familia, por
ensaios colorimétricos de viabilidade. Observou-se que o extrato dos bulbos
reduziu a viabilidade de formas promastigotas de Leishmania amazonensis de
forma mais efetiva do que o extrato das flores, apresentando também melhor
seletividade frente a linhagem de fibroblastos NIH/3T3. Também foi observada
atividade antileishmania seletiva nos alcaldides haemantidina e crinamina.
Dessa forma, o desenvolvimento deste projeto possibilitou a triagem de produtos
naturais com atividade antileishmania, dos quais futuramente podem ser

investigadas novas moléculas ativas contra este parasito.

Palavras-chaves: Doencas Negligenciadas; Leishmaniose; Produtos Naturais



ABSTRACT

It is well known that leishmaniasis is one of the most neglected diseases,
with thousands of new cases occurring every year in different regions of the world.
Leishmaniases are caused by different species of the protozoan genus
Leishmania sp. and are commonly classified into two types based on the organs
they affect: Visceral leishmaniasis, which affects the viscera such as the spleen,
liver and bone marrow; and Tegumentary leishmaniasis, which affects the skin
and mucous membranes. The drugs currently used as the first choice for
treatment, pentavalent antimonials, cause various adverse effects in the patient
(serious problems with the heart, liver, kidneys and pancreas). As a second
choice, we have amphotericin B and pentamidine, which also cause adverse
reactions. In addition to these adverse effects, these drugs are expensive to
administer parenterally, take a long time to work, and there have already been
reports of the emergence of resistant strains of parasites. In this context, the
search for new drugs with anti-leishmanial activity is essential, and natural
products offer a source of molecules with rich structural diversity and the most
diverse therapeutic effects. The aim of this study was to evaluate the in vitro anti-
Leishmania activity of extracts from the bulb and flowers of Ismene amancaes, a
plant of the Amaryllidaceae family, and alkaloids described in this family, using
colorimetric viability assays. It was observed that the bulb extract reduced the
viability of promastigote forms of Leishmania amazonensis more effectively than
the flower extract and also showed better selectivity against the NIH/3T3
fibroblast strain. Selective anti-leishmanial activity was also observed in the
alkaloids hemantidine and crinamine. Thus, the development of this project has
allowed the screening of natural products with anti-leishmanial activity, from

which new molecules active against this parasite can be investigated in the future.

Keywords: Neglected Diseases; Leishmaniasis; Natural Products
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um crescente problema de saude publica no Brasil
e sdo consideradas como endemia de interesse prioritario, atingindo também
grande parte do continente americano, asiatico, europeu e africano. As
leishmanioses afetam em torno de 12 milhdes de pessoas e estdo presentes em
88 paises, principalmente em areas tropicais e subtropicais. As regides
endémicas revelam a importancia desta doenga negligenciada, apresentando
um total de 350 milhdes de pessoas vivendo nessas areas e cerca de 2 milhdes
de novos casos por ano (COSTA et al, 2005; GRIMALDI e TESH, 2003).

Embora Leishmania tenha sido descoberta pela primeira vez na india, o
parasita encontra-se em diversos outros paises do mundo. Em 2018, de acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude, 94% dos novos casos ocorreram em sete
paises: Brasil, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul, Eti6pia e Sudio. A doenca
€ endémica em 88 paises, dos quais 72 sao categorizados como paises em
desenvolvimento. A Leishmaniose Visceral (LV) ocorre mais prevalentemente na
india, Nepal, Sud&o, Brasil e Bangladesh, enquanto 91% da Leishmaniose
Cutanea (LC) esta concentrada no Afeganistao, Ird, Siria, Brasil, Ardbia Saudita
e Peru. No caso da Leishmaniose Mucocutanea (LMC), 90% dos casos ocorrem
no Estado Plurinacional da Bolivia, Peru e Brasil (SASIDHARAN; SAUDAGAR,
2021).

O vetor que leva a transmissdo sdo o0s insetos hematéfagos, os
flebotomineos, conhecidos popularmente como mosquito palha, mas
dependendo da regido também pode possuir outros nomes como birigui,
palhinha, asa branca, asa dura, tatuquira e cangalinha. O mosquito palha, pode
apresentar coloracdo amarelada ou acinzentada, e seu tamanho pode ser de 2
a 3 mm. O ciclo de vida do parasita envolve duas formas principais: a
promastigota e a amastigota. No interior do inseto vetor, o parasita se encontra
na forma promastigota, flagelada e adaptada para viver no intestino do mosquito.
Durante a picada, os promastigotas sao inoculados na pele do hospedeiro
vertebrado, onde séo fagocitados por macréfagos. Dentro dessas células, os
parasitas se transformam em amastigotas, formas arredondadas e sem flagelo,
gue se multiplicam ativamente (MANN et al., 2021; SASIDHARAN; SAUDAGAR,
2021).
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A transmissdo da leishmaniose é complexa e envolve diversos fatores,
como a espécie de Leishmania, o vetor, o hospedeiro vertebrado e as condicdes
ambientais. Animais domésticos, como caes, desempenham um papel
importante como reservatérios da doenca em muitas regides. Além disso, a
coinfeccdo com outros patégenos, como o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), pode influenciar a progressdo da leishmaniose. A resposta imune do
hospedeiro desempenha um papel crucial na evolucdo da doenca. A producao
de diferentes tipos de células T (TH1 e TH2) pode influenciar a forma como a
infeccdo se manifesta. Individuos com uma resposta TH1 tendem a desenvolver
lesbes cutaneas localizadas, enquanto aqueles com uma resposta
predominantemente TH2 podem apresentar formas mais disseminadas da
doenca, como a leishmaniose visceral (MANN et al., 2021).

As leishmanioses podem ser divididas em dois tipos, de acordo com 0s
orgaos que acometem: Leishmaniose Tegumentar (LT), que acomete a pele e
mucosas, tendo como principais sintomas a aparicdo de elevac¢des na pele,
conhecidas como papulas, que vao aumentando conforme a evolucao da
doenca, criando secrecao purulenta e crostas; e a Leishmaniose Visceral (LV),
gque acomete as visceras, principalmente baco, figado e medula 6éssea,
causando os sintomas de anemia, febre, palidez de mucosas, inchaco no
abdémen e perda de peso. Atualmente, sdo conhecidas aproximadamente 20
espécies de Leishmania capazes de infectar o homem, sendo que L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis sao 0s principais agentes causadores de LT
no Brasil. No Estado de Mato Grosso do Sul, a LT & considerada endémica
(BRASIL, 2017), com notificagdo de 145 casos de 2006 a 2015, sendo 138
apenas em 2015 (DORVAL et al., 2006; CASTRO et al., 2016).

O diagnéstico das leishmanioses é realizado por meio de uma
combinacdo de métodos clinicos, parasitoldgicos e imunologicos. O diagndstico
clinico é baseado na presenca de lesGes cutaneas caracteristicas, como Ulceras
ou nédulos. O diagnostico parasitologico envolve a identificacdo do parasita em
lesbes de pele ou outros tecidos por meio de microscopia ou cultura. O
diagnostico imunoldgico se baseia na deteccdo de anticorpos ou respostas
imunes mediadas por células contra o parasita. Testes diagndsticos especificos
incluem exame direto de esfregaco, biopsia, cultura e testes sorologicos. O

diagndstico precoce e preciso € crucial para o tratamento eficaz e a prevencéo



da progresséao da doenca (BRASIL, 2017).

O tratamento atual da leishmaniose € baseado em compostos de
antiménio pentavalente, que incluem o antimoniato de meglumina (Glucantime®)
e o estibogluconato de sddio (Pentostam® - ndo usado no Brasil). Os antimoniais
pentavalentes (SbV) sdo os medicamentos de primeira linha para o tratamento
da leishmaniose ha quase sete décadas. O SbV funciona como um pré-farmaco
que é reduzido dentro do organismo para a forma ativa Sblll, um ion metéalico
com alta afinidade por ligantes contendo nitrogénio e enxofre. Os mecanismos
antileishmaniais do Sblll provavelmente estdo relacionados a sua intera¢gdo com
biomoléculas contendo enxofre, incluindo tiois, peptideos, proteinas e enzimas.
Embora eficazes, o uso desses compostos é muitas vezes limitado pela
necessidade de administracdo parenteral diaria, toxicidade grave e efeitos
colaterais, além de falhas no tratamento. Estes compostos sdo amplamente
prescritos apesar de seus efeitos adversos graves no coracgao, rim, pancreas e
figado, além de possuirem alto custo, dificuldade de administracdo e
desenvolvimento de resisténcia parasitaria (ROATT et al., 2020).

Como segunda escolha s&o utilizadas anfotericina B (BANDHARI et al,
2014; STOCKDALE et al, 2013; RATH et al, 2003). A Anfotericina B desoxicolato
(AmB-D) é um antifangico de amplo espectro ativo contra o0 protozoario
Leishmania. Apés a perda de eficacia dos antimoniais na india, a AmB-D tornou-
se 0 medicamento de primeira linha para a leishmaniose visceral (LV). Este
farmaco se liga ao ergosterol, um componente da membrana celular do parasita,
formando poros que levam a morte celular. No entanto, a AmB-D apresenta
efeitos colaterais significativos, incluindo nefrotoxicidade, febre e arritmias
cardiacas. Para minimizar esses efeitos adversos, foram desenvolvidas
formulagdes lipidicas da anfotericina B, como a anfotericina B lipossomal (AmB-
L). A AmB-L é mais segura e eficaz, porém, seu alto custo limita seu uso em
muitos paises. Embora a AmB-D e a AmB-L sejam eficazes contra a
leishmaniose cutanea, seu uso € geralmente reservado para casos graves ou
resistentes a outros tratamentos devido aos riscos de toxicidade.E prioridade que
se tenha o desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas que possam
contar com melhor custo-beneficio e comodidade para o paciente (ROATT et al.,
2020).

A pentamidina, a paromomicina e a miltefosina, embora sejam alternativas
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aos antimoniais pentavalentes no tratamento da leishmaniose, apresentam
limitacGes significativas. A pentamidina, por exemplo, causa efeitos colaterais
graves como hipotensdo e nefrotoxicidade, além de ter eficacia variavel. A
paromomicina, por sua vez, pode causar nefrotoxicidade, ototoxicidade e
hepatotoxicidade, além de haver relatos de resisténcia parasitéaria. A miltefosina,
apesar de eficaz, causa efeitos colaterais gastrointestinais severos e é um
medicamento caro. Assim, a escolha do tratamento ideal para a leishmaniose é
complexa e deve levar em consideragcdo diversos fatores, como o tipo de
leishmaniose, a gravidade da doenca, a presenca de comorbidades e a
tolerancia individual a cada medicamento. A pesquisa continua na area busca
identificar novas drogas com maior eficacia e menor toxicidade (BANDHARI et
al, 2014; ROATT et al., 2020; STOCKDALE et al, 2013).

Muitas plantas tém sido estudadas como possiveis fontes de novos
medicamentos, e 0s produtos naturais ainda sdo um excelente ponto de partida
para essas pesquisas pela industria farmacéutica, como apontado por Harvey e
colaboradores (2015) em um artigo cientifico publicado em Nature Reviews Drug
Discovery. Os fitocompostos bioativos derivados de plantas, como extratos
brutos, 6leos essenciais e outros compostos sdo uma 6tima fonte na descoberta
e producao de novos medicamentos com acédo antileishmania (ORYAN, 2015).
No Brasil, grande parte das pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas visam
comprovar conhecimento popular sobre plantas medicinais, e a partir disso é
feito o estudo e o isolamento de substancias ativas, possibilitando a identificacéo
e posteriormente a descobertas de novos farmacos (SOUZA, 2013).

A familia Amaryllidaceae esté presente em abundancia na América Latina,
devido a suas regifes tropicais e subtropicais, aparece fortemente em paises
como Peru, Chile e Brasil. A familia Amaryllidaceae é amplamente reconhecida
por sua riqueza quimica, especialmente pelos alcaloides isoquinolinicos
exclusivos, que possuem diversas propriedades farmacolégicas. Uma planta de
destaque dessa familia € a Ismene amancaes, planta bulbosa que tende a
crescer em regides de altitude, cuja relevancia se estende ao combate a doencas
parasitarias, como a leishmaniose. (SUNI, M.L., et al 2011.)

Um estudo recente investigou o potencial bioativo da planta Ismene
amancaes, uma espécie endémica do Peru (SOTO-VASQUEZ et al., 2022). A

pesquisa se concentrou em sua atividade contra o parasita da malaria,
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Plasmodium falciparum, e sua capacidade de inibir as enzimas colinesterases,
relacionadas a doenca de Alzheimer. Os resultados indicaram que o extrato bruto
de bulbos de I. amancaes apresentou significativa atividade antiplasmodial. Além
disso, 0 extrato mostrou potencial inibitério das enzimas AChE e BuChE,
envolvidas na degradagao do neurotransmissor acetilcolina, que desempenha
um papel crucial na memoria e cognicdo (SOTO-VASQUEZ, et al., 2022). A
presenca de alcaloides no extrato de |. amancaes é considerada um fator
importante para suas atividades bioldgicas. Esses compostos naturais tém sido
objeto de estudo devido ao seu potencial terapéutico em diversas doencas
(EVIDENTE, 2023).

Os resultados destes estudos sugerem que a Ismene amancaes pode ser
uma fonte promissora de novos compostos bioativos com potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos contra a malaria e a doenca de
Alzheimer. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar os
mecanismos de acdo dos compostos ativos e para avaliar sua seguranca e
eficacia em modelos animais e humanos.

Considerando a necessidade da busca de novos ativos antileishmania e
os relatos da literatura a respeito das atividades biolégicas de plantas da familia
Amaryllidaceae, incluindo Ismene amancaes, este trabalho teve como objetivo

investigar a possivel atividade dos extratos de |I. amancaes contra este parasito.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-Leishmania sp de extratos brutos do bulbo e flor
da planta Ismene amancaes e de alcalbides presentes em plantas da Familia
Amaryllidaceae, por ensaios colorimétricos de viabilidade com formas

promastigotas de Leishmania amazonensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade de diferentes concentra¢gdes de extrato do bulbo e das
flores de Ismene amancaes sobre formas promastigotas de L. amazonensis por

ensaio colorimétrico de viabilidade;
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- Avaliar a atividade citotdéxica dos extratos de sobre células de linhagem de
camundongo (fibroblastos murinos NIH/3T3).
- Obter as concentracoes inibitorias de 50% (ICso) dos extratos nas diferentes

células, bem como seu indice de seletividade.

3. METODOLOGIA

3.1. Material vegetal e preparacéo dos extratos

Os extratos brutos dos bulbos (IAB) e das flores (IAF) da planta Ismene
amancaes foram preparados e gentilmente cedidos pelo Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo. Brevemente, os bulbos e as
flores frescos foram secos em estufa para facilitar a trituracdo. O material
triturado foi entdo submetido a trés ciclos de maceracéao utilizando metanol como
solvente. O metanol, por sua polaridade, é capaz de extrair uma ampla variedade
de compostos, incluindo os alcaloides de interesse. Apds cada ciclo, o extrato
liquido foi filtrado para separar o material so6lido. Em seguida, o solvente foi
evaporado a vacuo, resultando em um extrato bruto seco, pronto para analises
guimicas e testes biologicos (FEU, 2024). Os alcaloides haemantidina, crinamina
e derivado de haemantidina foram obtidos por extracdo acido-base, isolados e
purificados por diferentes ferramentas cromatograficas. Os alcaloides foram
identificados por métodos cromatograficos e espectroscépicos, conforme
descrito em trabalhos anteriores (TALLINI et al., 2024). As amostras de extratos
e dos alcaloides foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO — Sigma-Aldrich,
USA) estéril na concentracao de 100 mg/mL e armazenadas em geladeira (4°C)

até o uso nos experimentos de viabilidade.

3.2. Manutencgéo de Leishmania amazonensis

Nos experimentos foi utilizada a Leishmania (Leishmania) amazonensis
cepa PH8 (IFLA/BR/1967/PH8). Formas promastigotas dos parasitos foram
cultivadas com repigues semanais em meio de cultura Schneider (Sigma-
Aldrich/EUA), contendo soro bovino fetal a 20% (Cultilab/Brasil), 10 Ul/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich/EUA) em tubos de

cultura estéreis a 26°C. Formas promastigotas de L. amazonensis em fase
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logaritmica de crescimento foram utilizadas para os experimentos in vitro.

3.3. Atividade antipromastigota

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa PH8 (IFLA/
BR/1967/PH8) em meio Schneider devidamente suplementado foram
distribuidos em placas de 96 pocos (1x10° células por poco) nas condicdes
padronizadas, contendo os extratos nas concentracdes de 1000 a 15,6 pg/mL.
Ja os alcaloides haemantidina, seu derivado e a crinamina foram testados nas
concentracdes de 1000 a 1,56 pM. As placas sao incubadas por 48 horas a 26°C,
e apos esse periodo, 5 UL de uma solucao de resazurina (Sigma-Aldrich/EUA) a
0,2 mg.mL* foram adicionados a cada poco, seguido de mais 4 horas de
incubacdo a 26°C. A avaliagdo da viabilidade celular foi feita por
espectrofotometria apds leitura das absorbancias de cada po¢co em 570 e 600
nm. A porcentagem de viabilidade para cada concentragdo de extrato foi
calculada em relacédo ao controle de vida (CV) contendo somente com meio. O

controle positivo de morte foi feito com anfotericina B (ANFB), de 2 a 0,03 uM.

3.4. Avaliacdo da citotoxicidade em células do hospedeiro

Células da linhagem NIH/3T3 (fibroblastos de camundongo) cultivadas em
em meio RPMI (Sigma-Aldrich/EUA), contendo soro bovino fetal a 10%
(Cultilab/Brasil), 10 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich/EUA) foram distribuidas (1x10* células por pogo) em placas de 96 pocos,
e incubadas até o dia seguinte a 37°C e 5% de CO: para aderéncia. No dia
seguinte, o meio dos pocos foi substituido por meio contendo os extratos ou 0s
alcaloides nas concentracdes de 1000 a 15,6 pg/mL. As placas sao incubadas
por 48 horas a a 37°C e 5% de CO2, e ap0s esse periodo a avaliagdo da
viabilidade foi feita por espectrofotometria pelo método da resazurina (Sigma-
Aldrich/EUA. A porcentagem de viabilidade para cada concentracdo de extrato
foi calculada em relacdo ao controle de vida (CV) somente com meio. O controle

de morte celular com anfotericina B (ANFB) de 100 a 1,56 pM também foi feito.
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3.5. Analise dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata. Quando
necessario comparar variancias, foi utilizado teste de ANOVA e poés-teste de
Tukey, com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0. O nivel de significancia foi
de 5%. Para calculo da CI50 e CC50 foi feita uma regressao nao linear dos

resultados obtidos, e o indice de seletividade (IS) foi obtido pela razdo de CC50

por CI50.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a atividade antileishmania dos diferentes extratos de Ismene
amancaes, as amostras foram diluidas em meio Schneider devidamente
suplementado, com concentragbes variando de 15,625 a 1000 pg/mL, e
incubadas com formas promastigotas de L. amazonensis por 48 horas a 26°C.
Apos esse periodo, a viabilidade das células foi avaliada por espectrofotometria

pelo método da resazurina, e os resultados estdo na Figura 1.

Figura 1. Atividade antileishmania dos extratos de Ismene amancaes.

A EB Ismene amancaes B EB Ismene amancaes
bulbo flores

150 150+

% viabilidade
% viabilidade

kkk gax KEEk kkx SFF

concentragdo (pg/mL)

concentracgédo (pg/mL)

Diferentes extratos da planta foram incubados com formas promastigotas de L.
amazonensis por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — extrato bruto
(EB) dos bulbos e B — EB das flores. ** e *** significam p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-

way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

Podemos observar que tanto o extrato bruto (EB) do bulbo como das flores
de |. amancaes reduziram a viabilidade das formas promastigotas nas

concentracOes testadas em relacdo ao controle de viabilidade (CV, apenas



15

parasitos com meio de cultura). No entanto, essa reducédo da viabilidade foi mais
evidente para a amostra do EB do bulbo. O EB das flores também reduziu a
viabilidade dos parasitos nas condi¢des testadas, porém em menor grau.

Os extratos de |. amancaes também foram avaliados quanto a
citotoxicidade na linhagem celular NIH/3T3, linhagem celular de fibroblastos de
camundongo. As células foram incubadas com diferentes concentracées dos
extratos (de 15,625 a 1000 pg/mL) em meio RPMI devidamente suplementado
por 48 horas a 37°C e 5% de CO2. Apés esse periodo, a viabilidade das células
também foi avaliada pelo método da resazurina, e os resultados estéo ilustrados
na Figura 2. Podemos observar que ambos os extratos foram citotoxicos de
forma dose dependente para as células NIH/3T3, porém me menor grau do que

0 observado para os parasitos.

Figura 2: Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de Ismene amancaes.

A EB Ismene amancaes B EB Ismene amancaes
bulbo flores
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Extrato bruto (EB) do bulbo EB das flores foram incubados com fibroblastos da linhagem
NIH/3T3 por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — extrato bruto (EB)
do bulbo e B — EB das flores. * e *** significam p<0,05 e p<0,001, respectivamente (One-way
ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

Para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos de atividade
antileishmania e citotoxicidade, foi feita uma regressao nao linear dos resultados
obtidos para o calculo das concentracdes inibitérias de 50% das células e
concentracdes citotoxicas de 50% das células (CI50 e CC50, respectivamente).
Além disso, o indice de seletividade de cada amostra foi calculado a partir dos
resultados obtidos para CI50 e CC50. Todos esses resultados estdo expressos

na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados de Clsg, CCs € indice de seletividade das amostras de Ismene
amancaes

C150 promastigotas L. CC50 fibroblastos indice de
Amostra amazonensis (ug/mL) NIH/3T3 (pg/mL) seletividade (IS)
EBI. amancaes bulbo 1,02 119,00 116,67
EB I. amancaes flores 97,30 166,40 1,71
ANFB 0,04 39,31 982,8

Clso: concentracao inibitoria de 50% nas células promastigotas; CCso: concentracdo citotdxica
em 50% das células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCso e Clso;
ANFB: anfotericina B (em pM).

Observando os resultados das Figuras 1 e 2 e da Tabela 1, podemos notar
que as amostras de |. amancaes reduziram de forma significativa e dose
dependente a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis nas
condicOes testadas. No entanto, para o EB dos bulbos, a Clso obtida foi cerca de
95 vezes menor em relagdo a Clso do EB das flores (1,02 e 97,30 pg/mL,
respectivamente). Ou seja, EB dos bulbos apresentou maior atividade
antileishmania em relacédo a EB das flores.

Considerando a citotoxicidade das amostras frente as células NIH/3T3,
ambas amostras apresentaram citotoxicidade dose-dependente, sendo que EB
das flores apresentou CCso cerca de 1,4 vezes maior que EB dos bulbos (166,40
e 119,00 pg/mL, respectivamente). Isso significa que o EB das flores foi
ligeiramente mais toxico para os fibroblastos do que EB dos bulbos. Ja o indice
de seletividade (IS) de cada extrato foi obtido pela razdo da CCso pela Clso de
cada amostra, e encontra-se na Tabela 1. Quanto maior o IS, maior a
seletividade de uma amostra em reduzir a viabilidade da célula dos parasitos do
gue das células de mamiferos testadas. Dessa forma, a amostra EB dos bulbos
foi a que apresentou maior seletividade em relagéo a EB das flores (IS 116,67 e
1,71, respectivamente). E interessante observar também os resultados obtidos
para a anfotericina B, farmaco de segunda escolha para o tratamento de
leishmanioses: apesar se bastante tdxica para as células da linhagem NIH/3T3
(CCso0 de 39,31 uM), esta € bastante ativa contra o parasito (Clso de 0,04 uM), o
que se reflete num IS de 982,8. Esse resultado pode variar bastante de acordo
com as cepas de Leishmania, as linhagens celulares e as condi¢gbes usada em
cada experimento. Apesar de se tratar de um experimento in vitro, os efeitos
toxicos da anfotericina B para os pacientes sdo bem conhecidos (MAGRI, 2023).

A atividade antileishmania de alguns alcaléides encontrados em plantas
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da familia Amaryllidaceae também foi testada. Formas promastigotas de L.
amazonensis foram tratadas por 48 horas com diferentes concentracdes dos

alcaléides haemantidina, um derivado da haemantidina e a crinamina, e 0s

resultados encontram-se na Figura 3.

Figura 3: Atividade antileishmania de alcaldides da Familia Amaryllidaceae.
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Diferentes concentra¢Bes dos alcaldides foram incubados com formas promastigotas de L.
amazonensis por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — haemantidina,
B — seu derivado e C - crinamina. *** significam p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (One-way

ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

A citotoxicidade dos alcal6ides em células NIH/3T3 também foi analisada
por 48 horas, nas mesmas condi¢gdes que os extratos de |. amancaes, e 0s

resultados encontram-se na Figura 4.

Figura 4: Avaliagdo da citotoxicidade dos alcaléides da Familia Amaryllidaceae.

A Haemantidina B Derivado Haemantidina c Crinamina
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Diferentes concentra¢cdes dos alcaldides foram incubados com fibroblastos da linhagem NIH/3T3
por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — haemantidina, B — seu
derivado e C - crinamina. ** significa p<0,01 (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

As Clso e CCso dos alcaldides também foi calculada, assim como os

respectivos indices de seletividade (1S):
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Tabela 2: Resultados de Clsg, CCso € indice de seletividade das amostras de
alcaldides da Familia Amaryllidaceae

C150 promastigotas L. CC50 fibroblastos indice de
Alcaldide amazonensis (ug/mL) NIH/3T3 (pg/mL) seletividade (IS)
Haemantidina 3,08 >1000 >263,16
Derivado Haemantidina 118,4 >1000 >8,45
Crinamina 5,81 >1000 >172,12
ANFB 0,04 39,31 982,8

Clso: concentragédo inibitéria de 50% nas células promastigotas; CCso: concentragdo citotoxica
em 50% das células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCso e Clso;
ANFB: anfotericina B (em pM).

As estruturas quimicas dos alcaloides haemantidina, seu derivado e a

crinamina encontram-se na Figura 5.

Figura 5: Alcaloides presentes na familia Amaryllidaceae utilizados neste estudo

13 Crinamina

Haemantidina // 14

Derivado | haemantidina

E interessante notar que tanto haemantidina como crinamina tiveram boa
atividade antileishmania e bom indice de seletividade, conforme os resultados
da Tabela 2. Porém o alcaloide derivado de haemantidina, com a cadeia de 3
carbonos (carbonos 13, 14 e 15) diminuiu consideravelmente a atividade contra
Leishmania, aumentando mais de 20 vezes a CI50 deste composto em relacao
aos demais alcaloides.

Um estudo recente investigou o perfil quimico e o potencial biolégico da
planta Ismene amancaes, utilizando analise por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS), foram identificados 13 compostos
alcaléides no extrato de bulbos da planta, sendo dois deles desconhecidos
(SOTO-VASQUEZ et al., 2022). Um dos alcaloides identificados foi a licoramina,
um composto estruturalmente relacionado a galantamina, uma droga utilizada no

tratamento da doenca de Alzheimer. Além disso, 0 extrato de |. amancaes
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apresentou atividade antiparasitaria contra o Plasmodium falciparum, o parasita
causador da malaria. Os resultados deste estudo sugerem que a Ismene
amancaes é uma fonte potencial de novos compostos bioativos com
propriedades antiparasitarias e anticolinesterasicas. No entanto, s&o
necessarios estudos adicionais para investigar 0 mecanismo de acdo desses
compostos e para avaliar sua seguranca e eficacia em modelos animais e
humanos.

J& outro estudo recente revisou as atividades biol6gicas dos alcaloides
presentes na familia Amaryllidaceae, que representa uma fonte inestimavel de
compostos bioativos, especialmente alcaloides, com um amplo espectro de
atividades farmacoldgicas. (EVIDENTE, 2023). Diversas espécies nativas da
América do Sul, como Habranthus, Phycella, Rhodophiala, Zephyranthes,
Caliphruria, Hippeastrum, Rhodolirium, Crinum, Amaryllis, Pyrolirion e Ismene,
tém sido objeto de estudos fitoquimicos devido ao seu potencial terapéutico. As
espécies de Amaryllidaceae investigadas revelaram um perfil quimico rico em
alcaloides como licorina, galantamina, haemantamina, vittatina, tazettina,
pancratina, montanina e outros. Esses compostos demonstram uma ampla gama
de atividades bioldgicas, incluindo antiparasitaria, neuroprotetora, antitumoral,
anti-inflamatéria e antimicrobiana (EVIDENTE, 2023).

Apesar do grande potencial, a exploragcdo das Amaryllidaceae ainda
enfrenta desafios, como a complexidade da matriz quimica dessas plantas, a
dificuldade de isolamento e purificacdo dos compostos ativos, e a necessidade
de estudos pré-clinicos e clinicos.

No futuro, espera-se que a pesquisa nessa area continue a avancgar, com o
desenvolvimento de novas metodologias para a descoberta e caracterizacao de
compostos bioativos, a otimizagdo de processos de extracao e purificacao, e a
realizacdo de estudos clinicos para avaliar a eficacia e seguranca de novos
farmacos derivados de plantas da familia Amaryllidaceae. No caso de atividade
antileishmania, estudos futuros devem elucidar as principais moléculas ativas
nos extratos de Ismene amancaes, em especial no seu bulbo. Tanto para os
extratos como para os alcaloides, a investigacao de atividade contra amastigotas
intracelulares serd um importante modelo a ser usado no aprofundamento deste

estudo.
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5. CONCLUSAO

O estudo da Ismene amancaes contra Leishmania in vitro destaca a
importancia de explorar a biodiversidade da familia Amaryllidaceae para fins
terapéuticos. A combinacdo de técnicas de isolamento quimico, analises
estruturais e ensaios biolégicos permite aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos de acgdo dos alcaloides e impulsiona a pesquisa de novos

medicamentos baseados em produtos naturais.
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