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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca parasitaria negligenciada que afeta milhdes de
pessoas, principalmente em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, de acordo com o
Ministério da Satde, existem aproximadamente 14.000 mil infectados pela doenga, sendo
as regides Norte, Centro-oeste ¢ Nordeste as mais afetadas. A doenga ¢ causada por
protozoarios do género Leishmania e transmitida durante o repasto sanguineo realizado
pela fémea do inseto Flebotomineo do género Lutzomyia, conhecido como mosquito-
palha. A doenca pode se manifestar desde lesdes cutdneas, mucocutaneas até¢ formas
viscerais, sendo cada forma clinica correlacionada com a cepa de Leishmania e o estado
imunoldgico do hospedeiro. Atualmente os fArmacos disponiveis para o tratamento da
doenca consistem basicamente em antimoniais pentavalentes e anfotericina B, no entanto,
devido a crescente resisténcia aos tratamentos convencionais, a toxicidade dos
medicamentos, a limitacdo de farmacos disponiveis ¢ ao estigma social causado pela
doenca, hd necessidade da busca de novas terapias mais eficazes e seguras. Nesse
contexto, produtos naturais ou derivados sao importantes fontes de estudo. As plantas da
Familia Amaryllidaceae destacam-se pela diversidade de metabdlitos secunddrios,
incluindo alcaloides isoquinolinicos e estudos anteriores demonstraram varias
propriedades biologicas, incluindo atividade antiprotozodria para alcaldides especificos
da familia. Diante disso, este trabalho teve como objetivo investigar através de ensaios
biologico in vitro o potencial antileishmania do extrato de Crinum scabrum e dos
alcaldides crinamina e haemantidina, contra o protozoario de L. amazonensis. A fragao
acetato de etila do extrato de C. scabrum foi a mais ativa contra as formas promastigotas,
mas o extrato metandlico apresentou maior seletividade. Entre os alcaloides isolados,
haemantidina apresentou maior atividade antileishmania e maior seletividade. Espera-se
que esses resultados possam contribuir significativamente para o desenvolvimento de

novos farmacos, melhorando o controle e tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Amaryllidaceae, Alcaldides, Leishmania amazonensis, Leishmaniose

cutanea.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected parasitic disease that affects millions of people,
mainly in tropical and subtropical regions. In Brazil, according to the Ministry of Health,
there are approximately 14,000 people infected with the disease, with the North, Midwest
and Northeast regions being the most affected. The disease is caused by protozoa of the
genus Leishmania and 1s transmitted during blood transfusions by the female
phlebotomine bug of the genus Lutzomyia, known as the straw mosquito. The disease can
range from cutaneous and mucocutaneous lesions to visceral forms, with each clinical
form correlating with the strain of Leishmania and the host's immune status. Currently,
the drugs available to treat the disease consist basically of pentavalent antimonials and
amphotericin B. However, due to the growing resistance to conventional treatments, the
toxicity of the drugs, the limitation of available drugs and the social stigma caused by the
disease, there is a need to search for new, more effective and safer therapies. In this
context, natural products or their derivatives are important sources of study. Plants from
the Amaryllidaceae family stand out for their diversity of secondary metabolites,
including isoquinoline alkaloids, and previous studies have demonstrated various
biological properties, including antiprotozoal activity for specific alkaloids from the
family. In view of this, the aim of this work is to investigate the anti-leishmanial potential
of Crinum scabrum extract and the alkaloids crinamine and haemantidine against the L.
amazonensis protozoan through in vitro biological tests. The ethyl acetate fraction of the
C. scabrum extract was the most active against promastigote forms, but the methanolic
extract showed greater selectivity. Among the alkaloids isolated, haemantidine showed
the greatest anti-leishmania activity and selectivity. It is hoped that these results can
contribute significantly to the development of new drugs, improving the control and

treatment of leishmaniasis.

Keywords: Amaryllidaceae, Alkaloids, Leishmania amazonensis, Cutaneous

leishmaniasis.



1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria negligenciada que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo, especialmente em regides tropicais € subtropicais. Causada
por protozoarios do género Leishmania, a doenca apresenta diversas formas clinicas,
variando desde manifestagdes cutaneas até viscerais, que podem ser fatais se ndo tratadas.
Além dos sintomas clinicos, a leishmaniose também ¢ responsavel pelo estigma social,
levando a um grande impacto psicologico para as pessoas afetadas pela doenca. A
crescente resisténcia aos tratamentos convencionais e a toxicidade dos medicamentos
disponiveis reforcam a necessidade urgente de novas terapias mais eficazes e seguras.

Neste contexto, a exploragdo de compostos bioativos derivados de plantas tem
ganhado destaque. A familia Amaryllidaceae, conhecida por sua diversidade de alcaldides
com atividades farmacoldgicas, oferece um amplo campo para investigagdo,
principalmente por compostos da familia ja terem apresentado atividade antiprotozoaria
em estudos anteriores. Desta forma, o género Crinum, representado pela espécie Crinum
scabrum, pode representar uma fonte de pesquisa para o combate a leishmaniose, uma
vez que, apresenta poucos estudos sobre seus alcalodides e atividades farmacologicas.

Este trabalho visa, portanto, avaliar a atividade antileishmania de extratos de
Crinum scabrum e dos alcaldides crinamina e haemantidina isolados de plantas da familia
Amaryllidaceae, identificando uma possivel atividade especifica contra o parasita
Leishmania (L.) amazonensis. Dessa forma, pretende-se avang¢ar na busca por
alternativas terapéuticas que possam ser integradas aos tratamentos existentes, ampliando
o arsenal disponivel contra a leishmaniose e melhorando a qualidade de vida dos afetados
por essa doenca.

Através de ensaios biologicos in vitro, este estudo se propde a oferecer novas
perspectivas sobre o potencial farmacéutico da planta Crinum scabrum e dos alcaldides
haemantidina e crinamina. A expectativa ¢ que os resultados obtidos possam servir de
base para outros estudos e para o desenvolvimento de novos farmacos, contribuindo

significativamente para o controle e tratamento da leishmaniose.

2  REVISAO DE LITERATURA
2.1 AGENTE ETIOLOGICO

A Leishmaniose ¢ uma doenga causada pelo protozodrio flagelado pertencente a

ordem Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae e do género Leishmania. Sao
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considerados protozoarios heteroxenos que necessitam de mais de um hospedeiro para

realizar seu ciclo de vida, sendo um vertebrado e um invertebrado (Ferreira, 2020). A

doenga pode ser dividida em Leishmaniose Tegumentar Americana, que afeta a pele e as

mucosas, ¢ Leishmaniose Visceral, que afeta oOrgdos internos. Dentre essas, a

leishmaniose tegumentar possui grande distribui¢ao mundial e no Continente Americano.

No Brasil ela é considerada endémica em todos os estados, sendo as espécies L. (V)

braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis as trés principais causadoras de

doengas em humanos (Brasil, 2017).

A Leishmania pode ser dividida entre dois principais subgéneros: Viannia e

Leishmania, ambas responsaveis pela leishmaniose tegumentar em humanos (OPAS,

2022).
Quadro 1. Posi¢do taxondmica do agente etioldgico da leishmaniose tegumentar
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania
Subgéneros Leishmania
Viannia
Espécies . (L) donovani

. (L) chagasi
. (L) infantum
. (L) tropica

L

L

L

L

L. (L) mexicana
L. (L) amazonensis
L. (V) braziliensis
L. (V) guyanensis
L

. (V) lainsoni

Fonte: elaborado pela autora (2025).

No Brasil a Leishmania (Leishmania) amazonensis ¢ uma das espécies

prevalentes, possuindo a forma flagelada promastigotas,

encontrada no trato

gastrointestinal do inseto vetor, e outra forma aflagelada (sem flagelo livre) ou

amastigota, observada nos tecidos de hospedeiros vertebrados, sendo assim, um parasita
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intracelular obrigatorio de células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) (Pena et al,
2023) (Figura 1).

A forma amastigota, possui um formato ovdide e levemente achatado com
tamanho aproximado de 1,5 ¢ 3 x 3 e 6,5um. As promastigotas apresentam formas
alongadas, com um flagelo livre em sua regido anterior ¢ medem aproximadamente 16 e
40 x 1,5 e 3um. As paramastigotas que s3o as formas de transi¢do entre amastigotas e
promastigota sdo pequenas, ovais ou arredondadas, possuem um pequeno flagelo livre e

medem 5 a 10 x 4 a 6um (Neves, 2016).

Figura 1. Formas dos protozoarios. 1A) Promastigota ¢ 1B) Amastigota
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Fonte: Brasil - Manual de Vigilancia da Leishmaniose tegumentar (2017)

2.2 VETOR

A doenga ¢ transmitida aos animais e seres humanos através da fémea infectada
do inseto Flebotomineo ou Flebotomo, que inocula o parasita no momento da picada. O
flebotomineo ¢ um inseto hematofago invertebrado de estatura pequena da ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e géneros Lutzomya: vetor responsavel
pela transmissdo nas Américas (Novo Mundo), e Phebotomus; responsavel pela
transmissdo nas regides da Africa, Europa e Asia (Velho Mundo) (OPAS, 2022; Brasil
2017).

Os flebotomineos apresentam uma ampla distribui¢do geografica e adaptagdo a
diferentes condi¢des climaticas, estando presentes em areas silvestres, rurais e urbanas
(Brasil, 2017). No Brasil os vetores sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha,
birigui e cangalha, podendo ainda apresentar outros nomes populares de acordo com a
localizagdo geografica (Brasil, 2017). Conforme Neves (2016), as principais espécies

envolvidas na transmissao da Leishmaniose tegumentar sdo L. whitmani, L. wellcomei, L.
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pessoai, L. intermedia, L. umbratilis e L. flaviscutellata, sendo algumas dessas espécies
vetores especificos de algumas formas clinicas de leishmaniose.

Os vetores possuem uma coloragdo acastanhada, medem em média de 2 a 4mm
de comprimento, possuem o corpo coberto por cerdas finas, sua cabeg¢a forma um angulo
de 90° com o eixo longitudinal do térax e quando em repouso suas asas se mantém em
posicao semiereta. Os machos e as fémeas podem ser diferenciados através da anatomia
da extremidade posterior, sendo esse bifurcado nos machos e nas fémeas pontuda ou
ligeiramente arredondada (Neves, 2016; Coura, 2013; Wijerathna; Gunathilaka, 2020).

De acordo com Ferreira (2020), o ciclo de vida dos flebotomineos pode ser
dividido em fases de acordo com a maturidade do vetor: aéreo para os adultos e terrestre
para as formas imaturas (ovos, quatro estados larvais e pupa) (Figura 2). Os flebotomineos
adultos se alimentam do néctar de plantas e solu¢des agucaradas e a hematofagia do tipo
telmofagia ¢ restrita a fémea da espécie, que necessita de sangue para a postura dos ovos
(Ferreira, 2020; Cecilio et al., 2022).

Os insetos adultos possuem uma atividade crepuscular e/ou noturna, ficando
restritos durante o dia em troncos de arvores, fendas de rochas, tocas de animais e no
peridomicilio em folhagens e no préprio solo. A contaminacdo do inseto ocorre no
momento do repasto sanguineo, quando a fémea ingere os macrofagos parasitados
provenientes das micro lesdes causadas na derme no momento da picada. Apos a digestao
do sangue as fémeas depositam os ovos em locais sombreados, com presenca de matéria
organica. Algumas fémeas morrem apds a postura dos ovos, no entanto, aquelas que
sobrevivem necessitam realizar um segundo repasto, ocorrendo nesse momento a

transmissao dos parasitos para os hospedeiros vertebrados (Ferreira, 2020).
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Figura 2. Ciclo de vida dos Flebotomineos.

Fase aérea

[ / \
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\
Macho Fémea Fémea Fémea
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de ovos
| Newyg
Larva
Pupa Larvas 1° estadio
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Fonte: Ferreira, 2020

2.3 FORMAS CLINICAS

De acordo com Ferreira (2020), as formas clinicas da doenga podem ser divididas
em dois grandes grupos: Leishmaniose tegumentar americana (LTA) e Leishmaniose
Visceral ou Calazar. A LTA ¢ causada pelos subgéneros Viannia e Leishmania, sendo no
Brasil as principais espécies responsaveis pela doenga a Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Ela pode ainda ser subdividida em Leishmaniose cutanea (LC), Leishmaniose cutaneo
mucosa (LCM) e Leishmaniose cutanea difusa (LCD), estando cada forma clinica
correlacionada com o estado imunoldgico do paciente e a cepa de Leishmania (Neves,
2016; Silva et al 2021).

A Leishmaniose cutanea localizada ¢ a mais frequente e apresenta proximo a
regido de inoculacdo do parasito a presenga de uma lesao cutanea ulcerosa, indolor, tinica
ou multipla e que tendem a cicatrizagdo. A LC pode progredir para a forma cutaneo-
disseminada, com lesdes numerosas e esta diretamente relacionada a pacientes

imunossuprimidos. Nessa fase, as lesdes possuem aspectos variados e ha possibilidade
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de infecgdo secundaria bacteriana, levando a formagao de secrecdo purulenta, edema e
rubor (Brasil, 2017; Ferreira, 2020).

A leishmaniose cutdnea mucosa no Brasil, ¢ causada preferencialmente pela
espécie L. braziliensis e possui 0s mesmos processos de infeccdo da forma cutanea. No
entanto, apos alguns meses ou anos da infecgao inicial, ocorre o aparecimento de lesdes
secundarias destrutivas nas mucosas e cartilagens do nariz, boca, faringe e laringe. Sendo
caracterizada por lesdes indolores degenerativas que levam a ulceragao e a perda tecidual
(Costa et al., 2009; Mokni, 2019; Silva et al 2021).

A tltima forma da Leishmaniose tegumentar ¢ a Leishmaniose cutaneo difusa,
associada a infec¢do por L. amazonensis. Nessa forma, a infecgdo ocorre como na LC,
formando inicialmente um nodulo, posteriormente uma ulcera unica e por fim lesdes
metastaticas multiplas por toda a pele. Acredita-se que a LCD esteja associada a uma
deficiéncia imunolodgica, que torna o paciente incapaz de produzir uma resposta
inflamatoria contra o protozoario (Burza et al., 2018; Brasil, 2017; Silva et al 2021).

O segundo grande grupo ¢ a Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar, causada por
parasitos do grupo Leishmania donovani. Possui um perfil cronico com desenvolvimento
abrupto ou gradual e suas caracteristicas clinicas podem variar de acordo com a regido
onde ocorre (Africa, Asia, Europa e América). Comumente manifesta febre irregular,
esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e quando ndo tratada, caquexia (Costa et al 2023;
Rey, 2010).

Os parasitas apresentam tropismo por células do sistema fagocitario mononuclear
(SFM) que estao presentes em grande quantidade em 6rgaos como figado, baco, medula
Ossea e sistema linfatico. Além disso também atingem o rim, intestino, pulmao e pele
quando em fases mais avangadas da doenga. A Leishmaniose visceral apresenta diferentes
sintomatologias e evolucdo como: formas assintomaticas, formas agudas, forma
subaguda, formas cronicas e leishmaniose dérmica pos-calazar (Ferreira, 2020; Rey,

2010; Neves, 2016; Coura, 2013).

2.4 CICLO DO PARASITA

O ciclo de vida do parasito ¢ dimorfico e pode ser dividido em dois momentos:
ciclo no vetor e ciclo no hospedeiro vertebrado. O ciclo no vetor comega com a infecgao
do flebotomineo quando a fémea ingere o sangue contendo macrdéfagos parasitados com

a forma amastigota do parasita. No tubo digestivo do vetor, apds aproximadamente trés
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dias os macréfagos se rompem e liberam a forma promastigota que adere ao epitélio
intestinal do inseto (Figura 3). A localiza¢do da promastigota no tubo digestivo depende
da espécie do protozodrio. Espécies do subgénero Viannia, permanecem no intestino
posterior € migram posteriormente para a faringe. As espécies do subgénero Leishmania
multiplicam-se primeiramente na parede do estobmago e depois migram para o esofago e
faringe do flebotomineo (Dvorak et al., 2018; Coura, 2013).

Apds a infeccdo pelo parasita, a fémea do flebotomineo no momento do
hematofagismo, corta e lesa o tecido subcutaneo abaixo da epiderme. A saliva do inseto
possui substancias quimiotaticas e neuropeptideos vasodilatadores capazes de
imunossuprimir a resposta do hospedeiro e inibir a apresentagdo de antigenos, permitindo
a inoculagdo da forma promastigota proveniente da regido anterior do trato digestivo ¢ a
consequente infec¢cdo do hospedeiro vertebrado (Cecilio et al. 2022; Rego; Soares, 2021).

Logo, o ciclo no hospedeiro vertebrado tem inicio no momento da ingestdo do
sangue pelo inseto, onde ocorre a regurgitacdo das formas promastigotas. Essas formas
sdo interiorizadas pelos macrofagos, onde realizam a divisdo bindria e diferenciagdo em
amastigotas em um periodo de vinte e quatro horas. Apos a divisdo bindria, as amastigotas
ocupam todo o espaco citoplasmatico do macrofago, fazendo com que a célula se rompa
e libere as formas amastigotas. Com o rompimento do macrofago, as amastigotas sao
fagocitadas novamente, levando a uma resposta inflamatéria no local ou ainda podendo
atingir o sistema linfatico, sangue e outros 6rgaos. (Neves, 2016; Lima Junior, et al.,

2022).
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Figura 3: Ciclo Biologico da Leishmania spp.
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2.5 TRATAMENTO E SUAS LIMITACOES

De acordo com as diretrizes do Ministério da Saude (Brasil, 2017) o tratamento
da leishmaniose pode variar de acordo com a forma clinica desenvolvida, com a espécie
infectante e com caracteristicas particulares das pessoas infectadas (idade, quadro clinico
e comorbidades) assim como os indices de cura. Segundo a OPAS (Organizag¢do Pan-
americana da saude) (2022, p. 15) “nao € obrigatdrio identificar a espécie para iniciar o
tratamento, [...] o tratamento deve ser iniciado de acordo com o quadro clinico, a
disponibilidade de medica¢ao e a relacdo risco-beneficio”.

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento da Leishmaniose tegumentar
sao atualmente os antimoniais pentavalentes. No mundo, existem dois antimoniais
pentavalentes disponiveis para o tratamento da leishmaniose: antimoniato de meglumina
e estibogluconato de sddio. No entanto, no Brasil, o Glucantime (antimoniato de N-
metilglucamina) ¢ o unico disponibilizado para o tratamento da leishmaniose (Brasil,
2017). O farmaco ¢ administrado geralmente por via intramuscular, mas também pode ser
endovenosa ou intralesional. As limitagdes do tratamento com o antimonial sdo a

teratogenicidade e a contraindicacdo em pacientes acima de 50 anos; portadores de
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cardiopatias; nefropatias e hipersensibilidade aos componentes da medicagao (OPAS,
2022).

A Anfotericina B ¢ considerada um medicamento de segunda escolha, indicado
para o tratamento de leishmaniose em caso de resisténcia ao tratamento ou quando o uso
de antimoniais pentavalentes ¢ contraindicado. No Brasil, estdo disponiveis o
desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal para aplicagdo intravenosa.
Apesar de ser segunda linha de tratamento, para pacientes com leishmaniose tegumentar
coinfectados com HIV o desoxicolato de anfotericina B ¢ considerado medicamento de
primeira escolha para tratamento. Outra droga disponivel na Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais do Brasil (RENAME) ¢ a Pentamidina (diamidinas
aromaticas), apresentada como isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de pentamidina.
No entanto, o medicamento ¢ contraindicado para gestantes; pacientes menores de 1 ano;
diabetes mellitus; insuficiéncia renal e/ou hepatica e doencas cardiacas (Brasil, 2024;
Neves, 2016).

A partir de 2020 a Pentoxifilina, vasodilatador periférico com propriedades
hemorreologicas foi incluida como coadjuvante no tratamento da leishmaniose
tegumentar. Estudos demonstraram que a Pentoxifilina como coadjuvante com o
antimoniato de meglumina diminui o tempo de cura. No entanto, a droga ¢ contraindicada
em menores de 12 anos; gestante; imunossuprimidos; transplantados e pacientes com
insuficiéncia renal, hepatica ou cardiaca. Além dessas op¢des a Miltefosina, medicamento
administrado por via oral e pertencente a classe das alquilfosfocolinas, ¢ indicada como
alternativa terapéutica em muitos casos de lesihmaniose tegumentar, principalmente em
casos de leishmaniose cutaneo difusa. No entanto, em casos de leishmaniose cutineo
difusa causados por Leishmania amazonensis, o sugere-se inicialmente a utilizagdo de

antimoniais pentavalentes (Brasil, 2017; OPAS, 2022).

2.6 IMPORTANCIA DA BUSCA DE NOVOS TRATAMENTOS

No Brasil o antimoniato de meglumina, a Anfotericina B, a Pentamidina e a
Pentoxifilina s3o farmacos antileishmania inclusos na lista de medicamentos
essenciais. No entanto, as opg¢des de tratamento atuais apresentam alto custo, toxicidade
e muitas vezes o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco utilizado. Além disso, os

farmacos administrados em grande parte por via parenteral em unidades de saude, causam
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muitos efeitos adversos como edema, mal-estar, cansaco e febre, o que dificulta a adesao
e continuidade do tratamento (OPAS, 2022).

Diante da dificuldade de um tratamento efetivo e por ser uma doenga com
importante aspecto clinico e diversidade epidemioldgica, a leishmaniose ¢ considerada
um problema de satde publica, sendo necessario o desenvolvimento de fArmacos menos
toxicos e mais efetivos para o tratamento da doenca. A pesquisa com produtos naturais
representa uma estratégia importante no combate a leishmaniose. Além disso, o Brasil ¢
um pais rico em varias espécies de plantas que podem ser estudadas, podendo

apresentarem atividades bioldgicas significativas e potencial para novos farmacos

(Gervazoni et al., 2020; Brasil, 2017).

2.7 FAMILIA AMARYLLIDACEAE E SUAS RESPECTIVAS PLANTAS

A familia Amaryllidaceae (J. St.-Hil) é uma grande familia de monocotiledoneas
com flores bulbosas de aproximadamente 1.000 espécies e 79 géneros diferentes. Sdo
plantas presentes principalmente na Africa, Costa Mediterranea e América do Sul e sdo
conhecidas por suas variedades ornamentais como narcisos (Narcissus), “snowdrops”
(Galanthus) e “snowflakes” (Leucojum) (J. Nair et al., 2013; C. Danquah et al., 2022).

No Brasil, foram registrados 14 géneros nativos, sendo alguns exclusivamente
brasileiros (Renara et al., 2020; Aradjo, 2007). As plantas dessa familia sdo herbaceas,
terrestres e eventualmente aquaticas ou rupicolas, com habitos epifiticos ou epifitas (Luiz
Junior, 2016). Além disso, sdo perenes e possuem bulbos ou rizomas subterraneos com
“disposicao das folhas geralmente distica, inflorescéncia em escapos umbeliformes com
espata formada por duas ou mais bracteas espatais, flores com trés sépalas e trés pétalas
e geralmente seis estames” (Amaral, 2020).

A familia Amaryllidacea ¢ dividida em trés subfamilias principais de acordo com
caracteristicas morfoldgicas, moleculares e bioquimicas, sendo elas: Amaryllidoideae,
Alloideae e Agapanthoideae. A subfamilia Amaryllidoideae apresenta como principais
géneros: Amaryllis, Hippeastrum, Narcissus, Crinum, Clivia, Zephyranthes, Galanthus,
Lucojum, Lycoris, Cyrtanthus ¢ Haemanthus. Por outro lado, a subfamilia Allioideae
inclui muitos géneros de plantas comestiveis conhecidas: Allium, Nothoscordum e
Tulbaghia (Meerow et al, 2015; Chase et al., 2009). Por fim, a subfamilia Agapanthoideae

¢ representada principalmente pelo género Agapanthus (Menezes et al., 2015).
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2.8 ATIVIDADE BIOLOGICA DESCRITA PARA A FAMILIA

A familia Amaryllidaceae ¢ conhecida pela sua grande diversidade de alcaldides
e por suas propriedades farmacoldgicas, como: antioxidantes, anti-inflamatoéria,
antimicrobial, antifingica, antiviral, antiplasmodial, anticarcinogéntica, antiespasmodica,
antiplaquetdria, antiasmatica, antitrombotica, antitumoral, imunomoduladora e
principalmente inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE)
(Danquah, 2022; Paiva, 2023). Diversas espécies possuem compostos bioativos com
potencial medicinal. Entre as mais conhecidas, estd o alcaléide galantamina, obtido de
algumas espécies de Galanthus (snowdrop), muito utilizado para o tratamento da doenca
de Alzheimer (Harbatova et al., 2016).

Algumas plantas com atividade bioldgica descrita e mais comumente conhecidas
sdo: Amaryllis belladonna L., normalmente ornamental, possui atividade citostatica
contra células cancerigenas, atividade antibacteriana e antifingica. Crinum
bulbispermim, capaz de inibir a proliferagdo de células de gioblastoma resistentes a
apoptose. Crinum macowanii € Crinum moorei com atividade antifungica. Narcissus
(planta utilizada desde a antiguidade e principalmente por Hipocrates) possui o alcaldide
narciclasina, responsavel por atividade anticancer e de acordo com estudos, um possivel
efeito profilatico para a artrite em ratos (Danquah et al., 2022; Nair et al., 2023).

Segundo a revisdo realizada por Danquah (2022) e Harbatova (2016) outras
espécies com atividades biologicas estudadas, sdo: A//ium: com capacidade de inibigdo
da agregacdo plaquetdria, atividade anti-inflamatdria, imunomoduladora, antifiingica e
capaz de suprimir a proliferacao de células tumorais. Tulbaghia: muitos estudos provam
sua atividade antimicrobiana, principalmente contra espécies de microrganismos
destacados como prioridade para a Organizagdo Mundial de Satide (OMS). A planta T.
violacea apresentou atividade antiparasitaria contra Trypanosoma brucei € Leishmania
tarentolae. A espécie Crinum apresentou varias atividades biologicas, podendo-se
destacar sua atividade anti-inflamatdria, analgésica, anti-carcinogénica e atividade
antiparasitaria contra Trypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma cruzi.

Outro grande grupo da familia ¢ o género Cyrtanthus, presente em grande parte
na regiao Africana, mas com grande variedade de propriedades fitoquimicas. Como
principais espécies pode-se destacar: C. elatus (Jacq.) Traub, C. obliquus (L.f.) Aitone C

mackenni Hook. O género possui alcaldides como licorina, tazetina, haemantamina e
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haemantidina ¢ de acordo com estudos os alcaldides apresentaram atividade anti-

helmintica, anti-inflamatoria e antiprotozoaria (Danquah et al., 2022).

2.9 ALCALOIDES HAEMANTIDINA E CRINAMINA

A familia Amaryllidaceae ¢ rica em compostos com propriedades bioativas. Mais
de 600 estruturas de alcaldides isoquinolinicos foram isoladas de varias espécies de
Amaryllidaceae (Jin et al., 2019). Os alcaldides sao compostos naturais que apresentam
caracteristicas de alcalis (base) e sdo derivados de aminoécidos, contendo um nitrogénio
heterociclico. Os alcaloides isoquinolinicos presentes na familia Amaryllidacea sdo
derivados dos aminoacidos fenilalanina e tirosina, que se convertem ao precursor

norbeladina (Figura 4) (Simdes et al., 2017).

Figura 4. Formacao da norbeladina
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Apo6s a formagao da norbeladina, ocorrem trés tipos de acoplamento oxidativo
intramolecular, formando os principais grupos, ortho-para: resultando nos alcaldides
licorina, e homolicorina. Para-ortho: galantamina e para-para: crinina, haemantamina,

tazetina e narciclasina (Figura 5) (Harbatova et al., 2016).

Figura 5. Acoplamento oxidativo da norbeladina
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A partir da formagdo da haemantamina, ocorre a sintese de outro alcaldide
denominado hamentidina (Figura 6). A rota Biosintética desse alcaldide ocorre
primeiramente pelo acoplamento oxidativo do tipo para-para, formando a

haemantamina, que por sua vez ¢ convertida para seu analogo 6-hidroxi, a haemantidina

(Kilgore et al., 2015).
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Figura 6. Estrutura haemantidina
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De acordo com estudos, a haemantidina apresenta principalmente atividade
antibacteriana e antiprotozoaria contra trofozoitos de Entamoeba histolytica e leve
atividade contra Plasmodium falciparum. In vitro apresentou atividade contra células
cancerigenas como A549 (células de carcinoma alveolar) e propriedades anti-
inflamatorias. O alcaldide haemantidina pode ser encontrado em diversas plantas, sendo
relatado nas espécies: Lycoris radiata, Pancratium canariense, Pancratium maritimum,
C elatus, Haemanthus albiflos, Z. citrina, Zephyranthes robusta (Herb. ex Sweet) Baker
e Chlidanthus fragans Herb (Piava, 2023; Nair, 2019; Dunaquah, 2022; Harbatova,
2016).

Além da haemantidina, pela mesma rota biosintética e acoplamento oxidativo do
tipo para-para do composto 4’-O-metilnorbeladina, ocorre a formacdo da crinina. Esta
por sua vez sofre uma metilagdo no oxigénio da posigao trés, obtendo-se assim o alcaloide
crinamina (Figura 7). A crinamina, de acordo com a literatura, pode ser encontrada nas
espécies: Crinum bulbispermum, Cyrtanthus falcatus, Boophone disticha Herb., Crinum
asiaticum L, Crinum amabile, Crinum stuhlmannii e Brunsvigia radulosa. O alcal6ide ¢
responsavel por ter uma atividade antibacteriana, citostatica contra células cancerigenas
pancreaticas e prostaticas (Zhong et al., 2018). Além disso, em estudos apresentou
atividade contra Plasmodium falciparum e uma baixa atividade antiprotozodria

(Harbatova et al.,2016; Paiva et al., 2023; Nair et al., 2019; Nair et al.,2013).
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Figura 7. Estrutura crinamina

crinamina

Fonte. Vigamonte (2021)

2.10 GENERO CRINUM

\

O género Crinum pertencente a familia Amaryllidceae e subfamilia
Amaryllidoideae, ¢ um género pantropical, com aproximadamente 65 espécies em sua
maioria africanas e terrestres. Possuem flores brancas com estrias rosa avermelhadas,
campanuliformes e caules sem a presenca de folhas (Meerow et al., 2022).

Tradicionalmente a espécie ¢ conhecida por seu valor medicinal e ornamental
devido as suas flores vistosas ¢ a semelhanga ao lirio. Segundo Nair (2019) a espécie
Crinum ¢ utilizada na medicina tradicional ao redor do mundo para o tratamento de
hemorroidas, malaria, tuberculose, ferimentos e infec¢des do trato urinério. As plantas da
familia Amaryllidacea ganham espago e interesse por conta de seus alcaldides
1soquinolinicos e de sua variedade de atividades bioldgicas descritas (Ghane et al., 2018).

De acordo com estudos, a espécie Crinum apresenta diversas atividades
farmacoldgicas como efeito anti-inflamatério e analgésica. Extratos obtidos do bulbo da
espécie C. asiaticum demonstraram um efeito contra células tumorais como A549 e
LOVO. Também apresentou atividade antiproliferativa e quimiossensibilizante contra
células cancerigenas multirresistentes. A espécie também demonstrou efeitos contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas, além de atividade antifungica e atividade
antioxidante, sendo capaz de proteger os eritrocitos humanos. Extratos obtidos de C.
bulbispermum apresentaram efeitos inibitorios da acetil-colinesterase devido a presenca
do alcal6ide galantamina (Danquah et al., 2022; Ghane et al., 2018).

A espécie Crinum scabrum, parte da familia Amaryllidaceae, apresenta escassos
estudos sobre seus compostos e atividades farmacolodgicas estando distribuida em grande

parte no sudeste brasileiro e em margens de rio no estado do Espirito Santo. De acordo
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com pesquisas nas bases de dados, a espécie apresenta como principais alcaloides isolados
a haemantamina, a licorine e crinamina, sendo a crinamina o composto mais abundante

(Nichio-Amaral et al., 2020; Fennel, Standen, 2001).

3 HIPOTESE

Diante da necessidade de novos agentes terap€uticos contra a leishmaniose espera-
se que o extrato de Crinum scabrum e os alcaloides haemantidina e crinamina da familia
Amaryllidaceae apresentam atividade antileishmania significativa capaz de interferir na
viabilidade do parasita, contribuindo para a reducdo da carga parasitdria em modelos

experimentais in vitro.

4 JUSTIFICATIVA

Este trabalho possui relevancia devido a crescente necessidade de novos
tratamentos eficazes contra a leishmaniose. Esta doenga parasitaria negligenciada
continua a afetar milhdes de pessoas globalmente, com um impacto significativo no
Brasil. A resisténcia aos tratamentos convencionais e a toxicidade dos medicamentos
atuais destaca a urgéncia em descobrir terapias mais seguras e eficazes. A investigagdo de
compostos bioativos derivados de plantas, como Crinum scabrum, representa uma
abordagem promissora, oferecendo novas possibilidades terapéuticas.

A familia Amaryllidaceae ¢ conhecida por sua diversidade de alcaldides com
propriedades farmacoldgicas significativas, incluindo atividades antiprotozodrias
comprovadas. Contudo, estudos especificos sobre a planta Crinum scabrum e os
alcaloides da familia Amaryllidaceae (crinamina e haemantidina), sdo escassos, 0 que
indica um vasto campo inexplorado que pode levar a descoberta de novos agentes
terapéuticos contra a doenga.

Desta forma, a pesquisa contribuird para a compreensdo das propriedades
farmacologicas da planta Crinum scabrum e seus alcaldides, além de proporcionar uma
base cientifica s6lida para o desenvolvimento de novos medicamentos. Os beneficios
potenciais desse estudo incluem a redug¢do da morbidade e mortalidade associadas a
leishmaniose, bem como a diminui¢do do estigma social e do impacto econdmico da
doenca nas comunidades afetadas. Para a comunidade cientifica, esta pesquisa podera
resultar em publicagdes significativas, fortalecer colaboragdes interdisciplinares e

contribuir para o avango do conhecimento em fitoterapia e farmacognosia. Portanto, a
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pesquisa visa oferecer solucdes que possam melhorar significativamente o tratamento da

leishmaniose e a qualidade de vida das pessoas afetadas pela doenca.

5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho ¢ investigar a atividade antileishmania da planta
Crinum scabrum, pertencente a familia Amaryllidaceae, e dos alcaloides haemantidina e
crinamina, com o intuito de identificar e caracterizar compostos bioativos com potencial
terapéutico para o tratamento da leishmaniose. Para tanto, serdo realizados ensaios
bioldgicos que permitam avaliar a eficdcia do extrato e dos alcaloides isolados,
contribuindo para o desenvolvimento de novas alternativas farmacoldgicas no combate a

esta doencga negligenciada.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar ensaios bioldgicos in vitro com extratos de Crinum scabrum contra
Leishmania (L.) amazonensis.

e Avaliar a atividade antileishmania dos alcaldides haemantidina e crinamina, isolados
de plantas da familia Amaryllidaceae, através de ensaios bioldgicos in vitro.

e Avaliar a citotoxicidade de extratos de Crinum scabrum e dos alcaldides haemantidina
e crinamina em fibroblastos NIH/3T3;

e Determinar a especificidade e eficicia do extrato e alcaloides testados contra
Leishmania (L.) amazonensis.

e Explorar o potencial dos compostos bioativos estudados como possiveis novos
farmacos para tratamento da leishmaniose e contribuir para a redu¢do do impacto da

doenga.

6 METODOLOGIA
6.1 PARASITOS

Este projeto consiste em um estudo in vitro com cepa de Leishmania amazonensis
(cepa IFLA/BR/1967/PHS), mantidas na forma promastigota a 26°C. As culturas foram
cultivadas em meio Scheneider, suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado,

10.000 ul/mL de Penicilina e 10 mg/mL de Estreptomicina (Fermiano et al., 2024).



26

6.2 AMOSTRAS

Os extratos da planta Crinum scabrum foram preparados e fornecidos pelo
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo. As amostras de
extratos secos, assim como os alcaloides haemantidina, crinamina e¢ o derivado de
haemantidina, foram obtidos através de extragdo acido-base, ¢ entdo isolados e
purificados utilizando diversas técnicas cromatograficas. A identificacdo dos alcaloides
foi realizada por métodos cromatograficos e espectroscopicos, conforme descrito em
estudos anteriores (TALLINI et al., 2024b). Para os experimentos de viabilidade, as
amostras dos extratos foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO — Sigma-Aldrich,
USA) estéril na concentragdo de 100 mg/mL e armazenadas em geladeira (4°C) até serem

utilizadas.

6.3 ENSAIO DE VIABILIDADE DE FORMAS PROMASTIGOTAS

A atividade antileishmania das amostras serd avaliada em células promastigotas
de Leishmania amazonensis, utilizando diferentes concentragdes que variam de 1000 a
15,6 pg/mL em meio Schneider suplementado (Sigma-Aldrich, EUA). Os parasitos serdo
cultivados em placas de 96 pocos, com cada poco contendo 1 x 10° promastigotas de
Leishmania amazonensis e as diferentes concentragdes das amostras a serem testadas. Em
seguida, as placas serdo incubadas a 26°C por 48 horas em uma incubadora de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) (Fermiano et al., 2024). A viabilidade celular sera obtida
por meio do ensaio colorimétrico de resazurina (Sigma-Aldrich). Uma solugdo de
resazurina a 0,2 mg/mL sera adicionada a cada pogo da microplaca, e as absorbancias
serdo lidas apds 4 horas de incubagdo a 26°C, nos comprimentos de onda de 570 nm e
600 nm, utilizando um espectrofotdometro. Os calculos de viabilidade celular serdao
realizados com base nos dados fornecidos pelo site do fornecedor AlamarBlue®
(Fermiano et al., 2024). Como farmaco de referéncia anti-promastigota, sera utilizada
Anfotericina B em concentragdes seriadas de 50 a 0,78 uM. Pogos contendo apenas os
parasitos e o meio de cultura servirdo como controles positivos de viabilidade. A metade
da dose inibitoria minima (IC50) sera determinada através de uma curva de regressao
dose-resposta, ndo linear, gerada pelo programa Prism 5 (GraphPad Software, EUA)

(Fermiano et al., 2024).
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6.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para o ensaio de citotoxicidade, utilizaremos células NIH/3T3 (ATCC CRL-1658,
linhagem de fibroblastos de camundongo). As células serdo cultivadas em placas de 96
pogos, em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 10% de soro
bovino fetal, 10.000 ul/mL de Penicilina e 10 mg/mL de Estreptomicina. As amostras
serdo testadas em concentragdes de 1000 a 15,625 ng/mL, e a microplaca serd incubada
por 48 horas a 37°C e 5% de CO2. Cé¢lulas tratadas com Anfotericina B, em concentragdes
que variam de 50 a 0,78 ug/mL, serao usadas como referéncia. Pogos contendo apenas
cé¢lulas e meio de cultura servirdio como controle positivo de viabilidade. Apds a
incubagdo, serd adicionada uma solucao de resazurina a 0,2 mg/mL em cada pogo, ¢ as
placas serdo incubadas por mais 4 horas a 37°C e 5% de CO2 para avaliagdo da
viabilidade celular. As absorbancias serdao medidas nos comprimentos de onda de 570 nm
e 600 nm. A concentracdo citotoxica semi-maxima (CC50) serd determinada a partir de
uma regressao sigmoidal da curva dose-resposta, gerada utilizando o software GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA) (Fermiano et al., 2024).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania para os ensaios in vitro,
considerando que essas formas sdao de facil cultivo, apresentam crescimento rapido em
meio extracelular e permitem uma triagem inicial de compostos de forma agil e de baixo
custo. Embora as amastigotas sejam a forma clinicamente relevante no hospedeiro
vertebrado, os ensaios com promastigotas sao amplamente utilizados na fase preliminar
da pesquisa, servindo como filtro para a sele¢do de moléculas com potencial
leishmanicida. Nesse contexto, os diferentes extratos de Crinum scabrum foram avaliados
quanto a atividade antileishmania e a viabilidade das células foi avaliada por
espectrofotometria pelo método da resazurina. Os resultados obtidos foram descritos na

Figura 8.



28

A EBCrinum scabrum B EM Crinum scabrum C FAc Crinum scabrum
180 160 - 160
L) @ —
= % £ e
= = ﬁ
5 &
3 3 3
= &
£ 4
# a# a1
J @d
A B R R B 4 ol & B -4 S )
CEN G XL LS cFEF I FESLy & F T T e s
i &

©ONCantrag3o (pg'mi )

concantrag 3o (g ml) CONGentrag 3o (pg'miL)

Figura 8: Atividade antileishmania dos extratos de Crinum scabrum. 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); B — Extrato metanolico (EM) e C — Fragdo acetato de etila
(FAc). *** significa p<0,001. (One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey).

Através dos dados obtidos ¢ possivel observar que tanto o extrato bruto (EB), o
extrato metandlico (EM) e a fragdo acetato de etila (FAc) promoveram a reducdo da
viabilidade das formas promastigotas nas concentracdes avaliadas, quando comparado ao
controle de viabilidade (CV), contendo apenas parasitos com meio de cultura. No entanto,
a atividade antileishmania foi mais evidente para a amostra FAc, que reduziu a viabilidade
em uma concentracdo dez vezes menor do que os outros extratos. O EM também
apresentou efeito inibitério nas condi¢des testadas, porém em menor grau quando
comparado com o EB, que obteve um desempenho superior na redugdo da viabilidade dos
parasitos.

Os extratos de C. scabrum também foram avaliados quanto a citotoxicidade na
linhagem celular NIH/3T3 e a viabilidade das células foi avaliada pelo método resazurina.

Os resultados estao ilustrados na Figura 9.
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Figura 9: Avaliagdo da citotoxicidade dos extratos de Crinum scabrum. Extrato bruto (EB), Extrato
metandlico e fracdo acetato de etila (FAc) foram incubados com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48
horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. A — Extrato bruto (EB); B — Extrato metandlico
(EM) e C — Fragdo acetato de etila (FAc). *** significa p<0,001 (One-way ANOVA seguido de pds-teste
de Tukey).
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O extrato bruto (EB) e a fragao acetato de etila (FAc) foram citotoxicos de forma
dose dependente para as células NIH/3T3, porém em menor grau do que o observado para
0s parasitos. J& o extrato metanolico (EM) demonstrou melhores resultados, sendo menos
citotoxico para as células e apresentando uma alta viabilidade celular mesmo em
concentracdes mais baixas.

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 concentragdes citotoxicas de 50% das
células (Clso e CCso, respectivamente). Além disso, o indice de seletividade de cada
amostra foi calculado a partir dos resultados obtidos para Clso e CCso. Os resultados estao

expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados de Cls,, CCso € indice de seletividade das amostras de Crinum
scabrum

ICso promastigotas L. CCs fibroblastos indice de seletividade
Amostra amazonensis (ug/mL) NIH/3T3 (pg/mL) (1S)
EB Crinum scabrum 23,86 50,97 2,14
EM Crinum scabrum 25,08 >1000 >39,87
FAc Crinum scabrum 0,83 20,13 24,25
ANFB 0,04 39,31 982,8

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

Observando os resultados das Figuras 8 € 9 e da Tabela 1, podemos notar que as
amostras provenientes de C. scabrum reduziram de forma significativa e dose-dependente
a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis nas condigdes testadas. Dentre
os extratos avaliados, FAc apresentou maior atividade antileishmania, com uma Clso de
0,83 pug/mL, valor consideravelmente menor aos observados para EB e EM (23,86 € 25,08
ng/mL, respectivamente). Isso demonstra que dentre os extratos a fracdo acetato de etila
foi aproximadamente 28 a 30 vezes mais ativa em relacdo ao extrato bruto e o extrato
metanolico.

Considerando a citotoxicidade das amostras frente as células NIH/3T3, as
amostras FAc e EB apresentaram citotoxicidade dose-dependente, sendo que EB
apresentou CCso cerca de 2,5 vezes maior que FAc (50,97 e 20,13 pg/mL,

respectivamente). Isso indica que dentre os compostos FAC apresenta uma maior
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citotoxicidade para os fibroblastos do que EB. Por outro lado, o EM destacou-se por
apresentar uma baixa citotoxicidade, com CCsg superior a 1000 ng/mL, sugerindo um
perfil de seguranga mais favoravel para as células.

O indice de seletividade (IS) de cada extrato foi obtido pela razao 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 que das células de
mamiferos testadas. Dessa forma, verifica-se que FAc apresentou uma seletividade
consideravelmente superior ao do EB (IS 24,25 e 2,14, respectivamente), indicando que,
apesar de apresentar maior toxicidade, a fracao € mais seletiva na a¢ao contra os parasitos
quando comparado ao extrato bruto. J& o EM, apresentou o maior indice de seletividade
quando comparado com as demais amostras (IS >39,87), embora sua atividade
antileishmania tenha sido inferior a de FAc.

Vale destacar que para a fracdo acetato de etila foi necessario a diminuicao das
concentragdes para o teste de viabilidade das promastigotas, uma vez que as
concentragdes padronizadas (10 vezes maiores), ndo estavam gerando bons resultados
devido a baixa viabilidade dos parasitos nessas concentragdes. Portanto, € preciso levar
em consideragdo que a CC50 foi calculada com concentragdes 10 vezes maiores do que
as utilizadas para Clso.

Além dos extratos a anfotericina B (ANFB), utilizada como controle positivo e
farmaco de segunda escolha para o tratamento de leishmanioses: apesar se bastante toxica
para as células da linhagem NIH/3T3 (CCso de 39,31 uM), ¢ bastante ativa contra o
parasito (Clso de 0,04 uM), o que se reflete em IS elevado de 982,8. No entanto, os
resultados podem variar de acordo com as cepas de Leishmania, as linhagens celulares e
as condicOes 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, como a
nefrotoxicidade.

Os alcaloides de Crinum scabrum também foram avaliados quanto a atividade
antileishmania e a viabilidade das células foi avaliada por espectrofotometria pelo método

da resazurina. Os resultados obtidos foram descritos na Figura 10.
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Figura 10: Atividade antileishmania dos alcaldides de Crinum scabrum. Diferentes alcaloides da planta
foram incubados com formas promastigotas de L. amazonensis por 48 horas, ¢ a viabilidade foi avaliada
por espectrofotometria. A — Haemantidina; B — Crinamina. *** significa p<0,001. (One-way ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey).

E possivel observar que ambos os alcaldides, haemantidina e crinamina,
promoveram a redugdo da viabilidade das formas promastigotas nas concentragdes
avaliadas, quando comparado ao controle de viabilidade (CV), contendo apenas parasitos
com meio de cultura. No entanto, a atividade antileishmania foi mais evidente
inicialmente para a haemantidina, que apresentou uma redugao expressiva da viabilidade
dos parasitos em concentra¢des mais baixas de 1,56 a 12,5 uM, e a viabilidade se manteve
abaixo dos 20% nas concentragdes mais elevadas (25; 50 e 100 uM). No entanto, em
menores concentragcdes ambos os alcaloides apresentarem respostas muito proximas
quanto a reducao da viabilidade. Esse comportamento sugere que a haemantidina possui
uma maior poténcia em comparagdo a crinamina, uma vez que sua eficacia foi mais
intensa em concentragdes mais baixas do alcaloide.

Os alcaldides presentem também foram avaliados quanto a citotoxicidade na
linhagem celular NIH/3T3 e a viabilidade das células avaliada pelo método resazurina.

Os resultados estdo ilustrados na Figura 11.
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Figura 11: Avaliagdo da citotoxicidade dos alcaloides de Crinum scabrum. Haemantidina e Crinamina
foram incubados com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por
espectrofotometria. A — Haemantidina; B — Crinamina. *** significa p<0,001 (One-way ANOVA seguido
de pos-teste de Tukey).

Através dos resultados obtidos, ¢ possivel verificar que ambos os alcaloides
avaliados, apresentaram baixa citotoxicidade para os fibroblastos NIH/3T3 nas
concentracOoes testadas. Para a haemantidina ndo foram observadas redugdes
significativas na viabilidade celular em nenhuma das concentracdes utilizadas, o que
indica um baixo perfil de toxicidade para células de mamiferos. Ja o alcaloide crinamina
apresentou resultados constantes de baixo perfil de toxicidade até 500 uM, e obteve uma
leve redugdo na viabilidade celular na maior concentragdo testada (1000 uM). apesar
disso, a viabilidade permaneceu acima de 70%, o que indica baixa toxicidade em ensaios

in vitro.

Tabela 2: Resultados de Cls, CCso € indice de seletividade das amostras de Crinum
scabrum

Alcaloide ICs, promastigotas L. CCs, fibroblastos indice de
amazonensis (ug/mL) NIH/3T3 (pg/mL) seletividade (IS)
Haemantidina 3,08 >1000 >263,16
Crinamina 5,81 >1000 >172,12
ANFB 0,04 39,31 982,8

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

Com os graficos e resultados de Clso, CCso e IS, podemos determinar que ambas

as substancias reduziram de forma dose-dependente a viabilidade das formas
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promastigotas. No entanto, o alcaloide haemantidina apresentou uma melhor resposta
antileishmania, com Clso aproximadamente 1,88 vezes menor que a Clso obtida para a
crinamina (3,08 e 5,81 pg/mL, respectivamente).

Quanto a citotoxicidade frente aos fibroblastos NIH/3T3, ambos os alcaldides
obtiveram bons resultados, apresentando uma CCso > 1000 pg/mL, o que indica um baixo
perfil de toxicidade para as células de mamiferos. Além disso, a haemantidina apresentou
um IS superior ao da crinamina (>263,16 e >172,12, respectivamente), indicando uma
maior seletividade para o parasito.

Quanto a citotoxicidade frente aos fibroblastos NIH/3T3, ambos os alcaloides
obtiveram bons resultados, apresentando uma CC50 > 1000 pg/mL, o que indica um
baixo perfil de toxicidade para as células de mamiferos. Além disso, a haemantidina
apresentou um IS superior ao da crinamina (>263,16 e >172,12, respectivamente),
indicando uma maior seletividade para o parasito.

O indice de seletividade (IS) é uma ferramenta fundamental na avaliacdo de
substancias bioativas, sendo calculado pela razdo entre a concentragdo citotéxica semi-
maxima (CCso) em células de mamiferos e a concentracdo inibitdria efetiva (ICso) contra
o parasito. Esse pardmetro ¢ particularmente relevante em investigagdes com extratos
naturais. De modo geral, valores de IS acima de 10 sdo considerados encorajadores, uma
vez que indicam maior toxicidade para o parasita em relacdo as células hospedeiras,
refletindo um perfil de seletividade favoravel (Mikus & Steverding, 2000; Rayan et al.,
2017).

Para compostos puros e em estdgios mais avancados de desenvolvimento, sdo
desejaveis valores ainda mais elevados, como IS > 20 ou até superiores a 50, visando
assegurar niveis adequados de seguranga e eficacia (Gervazoni et al., 2020). E importante
salientar que, no caso de extratos brutos ou fragdes, ¢ comum observar variagdes no IS,
em func¢do da complexidade da matriz quimica. Ainda assim, esses dados sdo relevantes
para a triagem de espécies vegetais com potencial para isolamento de moléculas bioativas.
Dessa forma, a aplicacdo do IS como critério de selecdo auxilia na identificagdo de
amostras promissoras € menos citotoxicas, direcionando os estagios iniciais do
desenvolvimento de agentes antileishmania.

Em 2019, Nair e van Staden publicaram uma revisdo sobre a atividade
antiprotozoaria descrita para alcaldides da familia Amaryllidaceae, entre eles os

alcaloides do tipo crinano, amplamente distribuidos na familia Amaryllidaceae,
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apresentam grande diversidade estrutural e sdo subdivididos em a- e B-crinanos, incluindo
a crinamina e a haemantidina. Dentre eles, destaca-se a crinamina, um alcaloide do
subtipo a-crinano, isolado de extratos metandlicos de bulbos frescos de Crinum
stuhlmannii, que demonstrou atividade antiparasitaria especifica contra Entamoeba
histolytica, com um valor de 1Cso de 0,53 pg/mL, desempenho préximo ao do farmaco
padrdo omnidazol (ICso 0,28 pg/mL). Esse resultado posiciona a crinamina como um
composto promissor no desenvolvimento de agentes antiprotozodrios, ainda que sua
atividade tenha sido limitada a um unico parasito nesse estudo inicial. Outros alcaloides
crinanos relacionados apresentaram atividades variadas, muitas vezes inferiores aos
padroes utilizados, sendo a crinamina uma das poucas com desempenho relevante frente
a E. histolytica. J4 a haemantidina demonstrou atividade contra os parasitos Trypanosoma
brucei rhodesiense e T. cruzi, com valores de ICso de 1,1 e 1,4 ng/mL, respectivamente.
Esses resultados indicam um potencial efeito antitripanossomatideo seletivo, embora nao
tenha sido observada atividade frente a Leishmania donovani nos estudos citados. (Nair;

van Staden, 2019).

8 CONCLUSAO

Os extratos e os alcaloides isolados apresentaram atividade promissora contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis em ensaios in vitro. Para os extratos,
a fracdo acetato de etila foi a que obteve maior atividade antileishmania. Por outro lado,
o0 extrato metanolico apresentou o menor perfil de atividade contra os parasitos entre os
compostos testados, mas obteve um maior perfil de seguranca para a linhagem de
fibroblastos e uma boa seletividade.

Os alcaloides haemantidina e crinamina também demonstraram capacidade de
reduzir significativamente e de forma dose-dependente a viabilidade dos parasitos.
Embora apresentem uma menor eficicia antiparasitaria se comparado a FAc, ambos
apresentaram baixa citotoxicidade para a linhagem de fibroblastos, o que sugere um bom
potencial terapéutico. A haemantidina ainda apresentou uma atividade antilehsimania
1,88 vezes menor e uma maior seletividade ao parasito do que a crinamina, obtendo os
melhores resultados entre os compostos testados. Essa caracteristica pode estar
relacionada a diferengas estruturais e a interagdo com os alvos bioquimicos.

Apesar dos experimentos gerarem bons resultados, nenhuma das amostras atingiu

100% de inibi¢ao da viabilidade nas condi¢des testadas, assim como ndo chegaram ao
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perfil de atividade da Anfotericina B. No entanto, os resultados obtidos demostram o
potencial de Crinum scabrum, principalmente dos alcaloides como fontes de bioativos
com atividade contra os parasitos de L. amazonensis. No entanto, faz-se necessario a
realizagdo de novos estudos, como ensaios com amastigotas de L. amazonensis, avaliagao
in vivo do perfil de viabilidade e citotoxicidade, assim como a elucidagdo dos mecanismos
de interacdo das substancias com os parasitos, para que assim possa ser validada a

utilizagdo desses compostos como possiveis farmacos para o tratamento da leishmaniose.
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