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PEREIRA, K. L. G.; SCHER, R. Atividade leishmanicida do extrato etandlico
bruto de Croton blanchetianus Baill. (Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-graduacédo em Biologia Parasitaria), 2014.

RESUMO

A leishmaniose € um complexo de doencas parasitdrias causadas por
protozoarios do género Leishmania e transmitidas ao ser humano e outros
hospedeiros vertebrados por meio da picada de um inseto flebotomineo infectado.
Atualmente, todos os medicamentos utilizados no tratamento dessa doenca
apresentam baixa eficacia, alta toxicidade e estdo associados a resisténcia
parasitaria. Nesse sentido, pesquisas cientificas que indiqguem novos compostos
com atividade leishmanicida s&o bastante promissoras. O objetivo deste trabalho
foi avaliar in vitro a atividade leishmanicida do extrato etandlico bruto de C.
blanchetianus sobre L. amazonensis e L. infantum, bem como o seu efeito toxico
e imunomodulador sobre macrofagos murinos. Promastigotas na fase logaritmica
de crescimento foram submetidos ao tratamento com diferentes concentracdes do
extrato por 24 e 72 horas a 26°C, e a viabilidade foi mensurada por meio do
método de Alamar Blue™. Uma maior inibigao foi vista em L. amazonensis com
um ICso de 73,6 ug/ml em 24 horas de incubacéo e de 42,6 ug/ml em 72 horas.
Em L. infantum o extrato apresentou um ICso de 208,7 pg/ml em 24 horas e de
108,9 pg/ml em 72 horas. Em relacdo a reducado da viabilidade, L. amazonensis
apresentou um percentual de morte de 68,8%, com 100 pg/ml do extrato, em 24
horas de tratamento e aproximadamente 100% em 72 horas, enquanto que em L.
infantum este nivel de inibicdo so6 foi visto com 250 pg/ml do extrato. Para a
analise da atividade antiamastigota, macréfagos infectados foram tratados com
diferentes concentracdes do extrato e incubados por 72h a 37°C, e o indice de
infeccédo foi determinado por coloracdo com corante hematoldgico e contagem em
microscopia Optica. Verificou-se uma inibicdo dose-dependente maior em L.
amazonensis com um ICso de 3,10 pg/ml. Em L. infantum houve uma menor
atividade do extrato que apresentou um ICso de 8,83 pg/ml. Na menor
concentracdo testada (3 pg/ml) houve uma reducdo na viabilidade de L.
amazonensis por volta de 44%, enquanto que em L. infantum, este nivel de
inibicdo so6 foi observado com 7 ug/ml do extrato. A avaliacao da citotoxicidade foi
realizada em macréfagos murinos, incubados com diferentes concentragdes do
extrato por 72h a 37°C e a viabilidade foi mensurada pelo método de Alamar
Blue™. O LDso observado foi de 83,79 pg/ml e o indice de Seletividade calculado
foi de 27 para L. amazonensis e 9,5 para L. Infantum, revelando uma maior
toxicidade do extrato nos parasitos do que nos macrofagos. O tratamento com o
extrato ndo modulou o macroéfago para a sintese de 6xido nitrico, como verificado
pela Reacdo de Griess. Contudo, interferiu na morfologia das formas
promastigotas, sendo observados parasitos com corpo arredondado e/ou flagelo
duplo. Portanto, os dados apresentados nesse estudo indicam que 0 extrato
etandlico de C. blanchetianus apresenta atividade leishmanicida sobre as formas
promastigota e amastigota de L. amazonensis e L. infantum, sendo mais efetivo
frente a espécie L. amazonensis, principalmente sobre a forma amastigota, sem
causar, no entanto, toxicidade a célula hospedeira.

Palavras-chave: atividade leishmanicida; C. blanchetianus; extrato etandlico; L.
amazonensis; L. chagasi.

Orientador: Dr. Ricardo Scher, Laboratério de Biologia Celular e Molecular de Leishmania,
Universidade Federal de Sergipe
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PEREIRA, K.L.G.; SCHER, R. Leishmanicidal activity of the crude ethanol
extract of Croton blanchetianus Baill. (Master's thesis submitted to the
Postgraduate Parasitic Biology Program), 2014.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of parasitic diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania and transmitted to humans and other vertebrate hosts through the bite
of an infected phlebotomine insect. Currently, all drugs used in the treatment of
this disease have low efficacy, high toxicity and are associated with parasitic
resistance. In this sense, scientific research that indicates a new compounds with
leishmanicidal activity are quite promising. The objective of this study was to
evaluate in vitro the leishmanicidal activity of the crude ethanol extract of C.
blanchetianus on L. amazonensis and L. infantum as well as their toxic and
immunomodulator effect on murine macrophages. Promastigotes in the logarithmic
growth phase were subjected to treatment with different concentrations of the
extract for 24 and 72 hours at 26°C, and the viability was measured by the method
of Alamar Blue™. A greater inhibition was observed in L. amazonensis with an
ICs0 of 73.6 pg/ml in 24 hours of incubation and 42.6 pg/ml at 72 hours. In L.
infantum extract showed an 1Csy of 208.7 pug/ml in 24 hours and 108.9 pg/ml at 72
hours. Regarding the reduction of viability, L. amazonensis showed a death
percentage of 68.8% with 100 ug/ml of the extract after 24 hours of treatment and
approximately 100% after 72 hours, whereas for L. infantum this level of inhibition
was not seen with 250 pug/ml of the extract. For the analysis of antiamastigota
activity, infected macrophages were treated with different concentrations of the
extract and incubated for 72h at 37° C, and the rate of infection was determined by
staining method with hematologic pigment and counts in optical microscopy. It was
found a higher dose-dependent inhibition in L. amazonensis with an 1Csy of 3.10
pug/ml. In L. infantum there was a lower activity of the extract which present an ICsg
of 8.83 ug/ml. At lower concentration tested (3 pg/ml) there was a reduction in the
viability of L. amazonensis around 44%, while in L. infantum, this level of inhibition
was only observed with 7 pg/ml of extract. The cytotoxicity was performed on
murine macrophages incubated with different concentrations of the extract for 72
hours at 37°C and the viability was measured by Alamar Blue™ method. The LDsg
observed was 83.79 pg/ml and the selectivity index calculated was 27 to L.
amazonensis and 9.5 for L. Infantum, revealing a higher toxicity of the extract in
the parasites than in macrophages.Treatment with the extract not modulated the
macrophage for nitric oxide synthesis, as verified by Griess reaction. However,
interfered in the morphology of promastigote forms, being observed parasites with
a rounded body and/or double scourge. Therefore, the data presented in this study
indicate that the ethanol extract of C. blanchetianus presents leishmanicidal
activity on promastigote and amastigote forms of L. amazonensis and L. infantum,
being more effective against the species L. amazonensis, especially on the
amastigote form, without causing, however, toxicity to the host cell.

Keywords: C. blanchetianus; leishmanicidal activity; ethanol extract; L.
amazonensis; L. chagasi.

Orientador: Dr. Ricardo Scher, Laboratorio de Biologia Celular e Molecular de Leishmania,
Universidade Federal de Sergipe
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma parasitose de distribuicdo mundial que mata e
debilita milhares de pessoas por ano. E considerada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) uma das mais complexas doencas negligenciadas, pois apresenta
grande diversidade clinica e epidemioldgica.

Espécies do género Leishmania sdo o0s agentes etiologicos da
leishmaniose, os quais sdo transmitidos ao ser humano e demais mamiferos por
meio da picada de um inseto flebotomineo infectado. As formas clinicas dessa
parasitose sdo classificadas de acordo com o grau de metastase do parasito pelo
organismo e com a gravidade das lesdes geradas, manisfestando-se da seguinte
forma: leishmaniose cutanea, a forma mais comum da doenga; mucocutanea,
forma crénica que apresenta grande poder mutilante; cutanea difusa, complicacao
rara da leishmaniose cutanea; e visceral, forma mais perigosa e potencialmente
letal, se n&o tratada.

Atualmente, todos os farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose
sdo falhos, pois apresentam alta toxicidade, além de estarem envolvidos em
relatos de resisténcia parasitaria. Dessa forma, faz-se necessaria a busca por
terapias mais eficazes que contornem todos 0s pontos negativos apresentados
pelos farmacos disponiveis.

Na busca por novos compostos bioativos contra esse protozoario, varios
pesquisadores tém encontrado nos produtos naturais, derivados com
propriedades leishmanicidas. As plantas, apontadas pela OMS como a maior e
melhor fonte de medicamentos para a humanidade, servem de modelo para a
sintese de novos compostos ou como substrato para obtencdo de moléculas com
atividade terapéutica.

Diversos compostos de plantas ja foram testados contra promastigotas e
amastigotas de Leishmania e alguns apresentaram atividade leishmanicida.

Plantas da familia Euphorbiaceae sédo conhecidas popularmente pelo seu
poder medicinal. O género Croton, o segundo maior dessa familia, distribui
grande parte de suas espécies pelo cerrado, caatinga e campos rupestres do

Brasil. Diversas atividades terapéuticas comprovadas ja foram associadas a esse



género. Croton blanchetianus Baill, popularmente conhecida como Marmeleiro, &
uma planta comum na caatinga do estado de Sergipe e apresenta Vvarias
atividades bioldgicas, além de propriedades microbicidas, fungicidas e larvicidas.
Dessa forma, o estudo da atividade dessa planta sobre parasitos do género
Leishmania mostra-se de grande relevancia, dada sua eficacia comprovada
contra outros microrganismos em um cenario de falha terapéutica no tratamento

da leishmaniose e necessidade urgente de novas terapias.



2 REVISAO DE LITERATURA

As doencgas tropicais negligenciadas sado a causa de 534 mil mortes, por
ano, nos paises em desenvolvimento (KAPPAGODA; LOANNIDIS, 2014).
Causadas por parasitos como protozoarios, bactérias, virus e fungos, essas
doencas ndo despertam interesse em pesquisas e desenvolvimento tecnologico
da industria farmacéutica, pois acometem as pessoas mais pobres desses paises.
A leishmaniose é, atualmente, um grave problema de saude publica, sendo
considerada uma das seis doencgas mais negligenciadas no mundo e a segunda
doenca de maior importancia, causada por protozoarios (BASTOS, 2006; WHO,
2010).

Naturalmente, a Leishmania € mantida em ecotopos silvestres entre 0s
hospedeiros vertebrados e a populacéo de vetores. Porém, quando o ser humano
entra em contato com esses ecotopos, criando um desequilibrio ambiental nas
florestas, vetores e reservatérios sdo forcados a se adaptarem ao ambiente
peridomiciliar ou domiciliar e o homem passa a ser mais um reservatorio da
doenca, que assume a forma de antropozoonose (COSTA, 2005; DESJEUX,
2004).

A epidemiologia da leishmaniose é bastante diversa e pode ser modificada
por alteracdes em qualquer posicéo do ciclo: vetor - reservatério - homem (REIS
et al., 2013).

Atualmente, a leishmaniose é endémica em 98 paises com uma estimativa
de 20 — 40 mil mortes causadas por essa doenca e mais de 350 milhdes de
pessoas em risco de contrai-la (ALVAR et al., 2012).

No continente americano, a leishmaniose ocorre desde o sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina. Aproximadamente 67 mil casos clinicos séo
registrados anualmente e cerca de 41 milhdes de pessoas estdo em risco de
desenvolver a doenga (REVEIZ et al., 2013).

No Brasil, mesmo sendo endémica e considerada uma doenca de
notificagcdo compulsoéria pelo Ministério da Saude, a real prevaléncia da

leishmaniose ainda nédo foi estabelecida. Isso ocorre devido ao sub-registro de



dados, inumeros diagnésticos diferenciais existentes e infec¢gdes assintomaticas,
entre outros (COSTA, 2005).

Os principais determinantes para que casos de leishmaniose sejam
rapidamente distribuidos pelo pais sdo: a pobreza, a ocupacdo desordenada das
periferias, o processo de migracdo humana, a presenca de reservatérios e vetores
adaptados ao ambiente periurbano e urbano e a alta densidade populacional
imunologicamente debilitada (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; BARBOSA,
2013).

2.1 LEISHMANIAS

2.1.1 Taxonomia

Protozoarios intracelulares do género Leishmania Ross, 1903 (Ordem:
Knetoplastida; Familia: Trypanosomatidae) sdo 0s agentes etioldégicos da
leishmaniose, um complexo de doencas que acomete o ser humano e apresenta
manifestacdes clinicas variadas, classificando-se inicialmente em leishmaniose
tegumentar americana (LTA), na qual ha lesbes na pele, cartilagens e mucosas, e
leishmaniose visceral, na qual o parasito exerce um elevado tropismo para 6rgaos
do sistema reticuloendotelial como figado, baco e medula 6ssea. Esses parasitos
sao transmitidos aos hospedeiros vertebrados, inclusive o homem, por meio da
picada de fémeas de flebotomineos infectadas (Ordem: Diptera; Familia:
Psychodidae) (READY, 2014).

Das espécies de Leishmania conhecidas até o0 momento, aproximadamente
vinte sdo patogénicas ao homem e cerca de trinta espécies de flebotomineos ja
foram incluidos no ciclo de transmissao por possuir atividade vetorial comprovada
(CDC, 2014).

A classificacdo das espécies desse género ainda ndo € um tema
consensual entre a comunidade cientifica. De forma geral, elas sdo classificadas,
primariamente, pelas manifestacdes clinicas que causam e por sua distribuicéo
geografica, bem como por outros critérios como comportamento do parasito no
vetor e nos reservatdrios e por suas caracteristicas bioquimicas e moleculares
(LOPES et al., 2010).



De acordo com uma das classificagdes mais aceitas, proposta por Lainson
et al. (1987), o género Leishmania se divide em dois subgéneros: o Leishmania e
0 Viannia, sendo o desenvolvimento do parasito no trato gastrointestinal do inseto
vetor, o critério de classificagdo utilizado. No subgénero Leishmania o parasito se
desenvolve nos intestinos anterior e médio do flebotomineo, ja no subgénero
Viannia, o parasita se desenvolve nos intestinos anterior, médio e posterior.

Segundo essa classificacdo, as espécies do género Leishmania
encontradas no novo mundo séo distribuidas nos dois subgéneros de acordo com

a Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao das espécies neotropicais do género Leishmania.

Género Leishmania Ross, 1903

Subgénero Leishmania Subgénero Viannia

L.(L.) infantum
L. (L.) enriettii
L. (L.) mexicana
L. (L.) amazonensis
L. (L.) aristidesi
L.(L.) venezuelensis
L. (L.) garnhami
L.(L.) pifanoi
L.(L.) hertigi
L.(L.) deanei

L. (L.) forattinii

L. (V.) braziliensis
L. (V.) peruviana
L. (V.) guyanensis
L. (V.) panamensis
L. (V.) shawi
L. (V.) naiffi
L. (V.) colombiensis
L. (V.) equatorensis
L. (V.) Lindenberg
L. (V.) utingensis

L. (V.) lainsoni

Fonte: Lainson (2010).

Embora a espécie L. (L.) donovani pertenca ao subgénero Leishmania, ndo
foi incluida na classificacdo acima por se tratar de uma espécie causadora de

leishmaniose visceral apenas nos paises do velho mundo. Em uma classificacao



mais antiga, proposta por Lainson e Shaw (1979) as leishmanias causadoras da
forma visceral estavam agrupadas em um complexo chamado Leishmania
donovani, no qual estavam inseridas as espécies L. donovani, L. infantum e L.
chagasi. Em um trabalho realizado por Mauricio, Stothard e Miles (2000) foi
exposto que as espécies L. infantum e L. chagasi sao indistinguiveis
geneticamente, sendo um grupo monofilético e serdo, portanto, tratadas como

sinbnimas neste trabalho.

2.1.2 Ciclo bioldgico

O género Leishmania se caracteriza por possuir um ciclo heteroxénico, no
qual ha hospedeiros vertebrados e invertebrados - insetos do género
Phlebotomus (vetores nos paises do velho mundo) e Lutzomyia (vetores nos
paises do novo mundo) (NEVES, 2010).

Durante seu ciclo de vida, a Leishmania, alterna-se entre duas principais
formas morfologicas: amastigota e promastigota (Figura 1). A forma amastigota
possui um corpo arredondado (2-4 um de diametro) e sem flagelo livre e é
intracelular obrigatéria de células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) do
hospedeiro mamifero. A forma promastigota é encontrada no meio extracelular do
trato gastrointestinal do flebotomineo e consiste em um corpo alongado
(aproximadamente 15-20 um de comprimento por 1,5-3,5 um de largura) com um
flagelo livre (aproximadamente 15-28 pum de comprimento). No final do
desenvolvimento no vetor, 0s promastigotas passam por um processo chamado
de metaciclogénese, no qual eles param de se reproduzir e se tornam mamifero-
infectantes. Esta forma € chamada de promastigota metaciclica e é altamente
adaptada a transmissdo e sobrevivéncia no inicio da infeccdo do hospedeiro
vertebrado (HERWALDT, 1999; GOSSAGE, ROGERS; BATES, 2003).

Ao realizar o repasto sanguineo, a fémea do flebotomineo infectada
introduz na pele do mamifero formas promastigotas metaciclicas, juntamente com
sua saliva que tem funcédo vasodilatadora, anticoagulante e quimiotatica para
macrofagos (COLLIN et al., 2009). No hospedeiro vertebrado, os promastigotas

sdo fagocitados por células mononucleares, principalmente macréfagos, nos



quais ficardo restritos ao fagolisossomo (jungédo do fagossomo com lisossomos),
cujo ambiente interno é acido e rico em enzimas hidroliticas e peptideos
microbicidas (HANDMAN; BULLEN, 2002). Dentro do fagolisossomo o0s
promastigotas, que s&o sensiveis a esse ambiente acido, transformam-se em
amastigotas que desenvolvem mecanismos para subverter a atividade microbicida
do macréfago. Apés a transformacéo, eles se multiplicam por divisdo binaria até
gque o macréfago se rompa, liberando novos amastigotas que poderdo infectar
células dendriticas, fibroblastos ou outros macréfagos, permanecendo nessa fase
enquanto durar o ciclo no mamifero. Dando continuidade ao ciclo, o flebotomineo
se infecta com o parasito ao ingerir células dendriticas ou macréfagos infectados
por amastigotas, 0s quais se transformardo em promastigotas em seu trato
gastrointestinal e se multiplicardo por divisdo binaria até atingirem o estagio de
promastigotas metaciclicas, quando o inseto podera inocula-las em um novo
hospedeiro mamifero (HANDMAN; BULLEN, 2002; SHARMA; SINGH, 2008)
(Figura 2). Apesar dessa ser a forma classica de transmisséo da leishmaniose, a
infeccdo também pode ocorrer por transfusdo sanguinea, transplante de érgaos
ou congenitamente (PAVLI; MALTEZOU, 2010).
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Figura 1. Leishmania sp. (A) Promastigotas; (B) Amastigotas (nos fagolisossomos
dos macrofagos). Aumento de 1000x.

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 2. Ciclo biologico da Leishmania sp.

Fonte: Modificado de Esch e Petersen (2013)

Para sobreviver nos ambientes hostis enfrentados durante seu ciclo de
vida, a Leishmania desenvolve eficientes mecanismos de escape tanto no inseto
vetor, quanto no hospedeiro mamifero. No vetor, a Leishmania sobrevive ao
ataque proteolitico no intestino; previne sua excrecdo inibindo o peristaltismo;
evita a concorréncia da microbiota intestinal e migra para o intestino anterior do
inseto antes da realizacdo do repasto sanguineo (READY, 2013). No ser humano,
0 parasito evita o ataque do sistema imune inato enquanto estiver na corrente
sanguinea e tecidos, media a endocitose pelo macréfago, inibe a fusdo do
fagossomo com o lisossomo enquanto ainda é promastigota, esquiva-se da
degradacdo por enzimas hidroliticas e metabolitos toxicos no fagolisossomo e
evita que o macrofago seja ativado para destrui-lo, inibindo a sinalizacéo celular e
a producéo de algumas citocinas (CUNNINGHAN, 2002).

2.1.3 Reservatorios e vetores



A interacdo parasito-reservatorio € considerada um sistema complexo por
ser multifatorial, imprevisivel e dindmica, além de formar uma unidade bioldgica
gue pode estar em constante mudanca. Dessa forma, os animais chamados de
reservatérios sdo aqueles que permitem a manutencdo da Leishmania na
natureza, bem como sua circulagdo. Primariamente, os animais envolvidos no
ciclo de transmisséo da leishmaniose sdo mamiferos silvestres como canideos e
roedores; porém, com a crescente domiciliagdo do ciclo, animais sinantropicos e
domeésticos tém assumido papel de reservatérios do parasito (DANTAS-TORRES,
2007; BRASIL, 2009).

Infecgbes por leishmanias que causam a forma tegumentar da doenca
(LTA) ja foram verificadas em animais silvestres, sinantrépicos e domésticos
(canideos, felideos e equideos). Contudo, o papel dos animais domésticos como
reservatoério, ainda ndo estd esclarecido. Dessa forma, acredita-se que animais
silvestres sejam 0s reservatorios naturais, ja que o ciclo da LTA é basicamente
rural. Roedores, marsupiais e canideos silvestres foram descritos como
hospedeiros e possiveis reservatorios do parasito (GRAMICCIA; GRADONI, 2005;
BRASIL, 2009).

O cao doméstico (Canis familiaris) tem sido identificado como o principal
reservatério de L. infantum na area urbana, sendo a principal fonte de infeccao
para leishmaniose visceral (LV). Isso acontece devido a estreita relacdo que tem
com o ser humano, pela susceptibilidade a infeccao que apresenta e, além disso,
pelo fato de poder permanecer infectado por toda a vida sem apresentar sinais
clinicos da doenca. A infec¢cdo canina configura-se como anterior a humana e é
mais prevalente. No ambiente silvestre, os reservatérios descritos do parasito sao
as raposas e os marsupiais (DANTAS-TORRES, 2007; BRASIL, 2009).

Os flebotomineos s&@o os Unicos vetores naturais das espécies de
Leishmania (READY, 2013). Sao insetos pequenos (1-5 mm) que apresentam o
corpo e pernas densamente pilosos e quando pousam mantém as asas
entreabertas e levantadas sobre o dorso (Figura 3). Sao popularmente
conhecidos nas diferentes regides do Brasil como mosquito-palha, tatuquira,
birigui, cangalhinha, asa dura, entre outros. Somente as fémeas realizam a
hematofagia e o horéario propicio se inicia, de forma geral, préximo ao crepusculo

vespertino e acaba antes do crepusculo matutino (LINDHOLZ, 2012).



10

De habitat naturalmente silvestre, esses insetos tém se adaptado a novos
ambientes, gerando um maior risco de transmisséo das leishmanioses em zonas
urbanas e periurbanas, mostrando que modificacdes no meio ambiente, causadas
pelo homem, influenciam na composicédo e comportamento da fauna flebotominica
(BARBOSA et al., 2008).

Figura 3. Fémea do flebotomineo (Diptera: Psychodidae) realizando repasto
sanguineo.

Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/index.html

Segundo Killick - Kendrick (1990) ha alguns critérios para atribuir a uma
espécie de flebotomineo competéncia vetorial para transmissao da leishmaniose,
sdo eles: antropofilia, distribuicdo espacial concordante com o0s casos de
leishmaniose humana, infeccao natural por espécies de Leishmania que infecta o
homem, atracdo por mamiferos reservatorios da Leishmania e capacidade de se
infectar e transmitir o parasito através da picada.

Pertencentes a familia Psychodidae, somente os géneros Phlebotomus e
Lutzomyia estdo associados ao ciclo da leishmaniose, sendo o primeiro
responsavel pela transmissdo da doenca nos paises do velho mundo e o
segundo, nos paises do novo mundo (LINDHOLZ, 2012).

No Brasil, séo as espécies do género Lutzomyia que transmitem o parasito
ao ser humano. Com ampla distribuicAo geografica, as principais espécies

envolvidas na transmissdo da LTA, sao: Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu.
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umbratilis, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata, e Lu. migonei. Ja as envolvidas na
LV, séo: Lu. longipalpis e Lu. cruzi, sendo que a primeira é considerada a principal

espécie envolvida na transmissao da Leishmania infantum (BRASIL, 2009).

2.2 LEISHMANIOSES

A leishmaniose € uma das mais complexas doencas transmitidas por
vetores. Isto ocorre devido a complexidade epidemiolégica e ecolégica da
infeccdo, causada pela variedade de espécies do parasito, bem como do inseto
vetor (SHARMA; SINGH, 2008).

A classificacdo dessa doenca é feita de acordo com os diferentes graus de
metastase do parasito no organismo do hospedeiro, bem como a gravidade das
lesbes geradas, sendo inicialmente dividida em leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV) (WHEELER; GLUENZ; GULL,
2011) (Figura 4).

2.2.1 LTA e sua epidemiologia

A leishmaniose tegumentar americana € uma zoonose causada por
diversas espécies de Leishmania que acomete primariamente animais silvestres e
domésticos e secundariamente o homem. E uma doenca dermatoldgica
infecciosa, mas ndo contagiosa, que exige maior atencdo devido ao risco de
deformidades e estigma social que pode causar no individuo (CELLA et al., 2012).
De acordo com Desjeux (2004) ela pode se manifestar clinicamente como:

o LCL (Leishmaniose Cutanea Localizada): é a forma mais frequente da LTA
e tem tendéncia para a cura espontanea. Os parasitos permanecem no local da
infeccdo, causando limitadas lesbes que podem ser simples ou multiplas e que
geralmente ocorrem no local da picada do flebotomineo. Inicialmente é formada
uma macula que depois evolui para papula, nédulo e ulcera com bordas elevadas
e fundo granuloso (Figura 4A). E geralmente indolor, se ndo houver infeccéo

secundaria bacteriana e, na maioria das vezes, cicatriza espontaneamente apos
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algumas semanas. O individuo pode desenvolver a doenc¢a depois de semanas,
meses ou até anos apos o contato inicial com o parasito, ou ainda apresentar uma
infeccdo assintomatica. Em casos de auto cura, uma protecdo contra a doenca
pode ser desencadeada ao longo da vida, podendo ou ndo ser restrita a mesma
espécie de Leishmania envolvida na infec¢cdo (REITHINGER et al, 2007). A LCL
pode ser causada por todas as espécies dermotropicas de Leishmania. No Brasil,
as espécies de maior importancia epidemiologica sdo L. (V). guyanensis, L. (L).
amazonensis e L. (V). braziliensis (BRASIL, 2010b);

o LMC (Leishmaniose Mucocutanea): € uma infeccdo cronica que apresenta
graves lesbes mucocutaneas mutilantes. Desenvolve-se a partir de uma infeccao
cutanea, na qual o parasito se dissemina para as mucosas por via linfatica ou
hematogénica. Apesar da escassez de parasitos, ha uma exacerbacdo da
resposta imune do hospedeiro, a qual promove intensa lesdo tecidual nas
mucosas do nariz, boca, faringe e tecidos proximos (Figura 4B). A LMC nunca
cicatriza espontaneamente e € dificil de tratar, pois € comum haver infeccao
secundaria bacteriana. As recidivas sdo frequentes e é uma doenca
potencialmente fatal. O principal agente etiolégico causador da LMC é a L. (V.)
braziliensis (LOPES et al., 2010; REITHINGER et al., 2007).

o LCD (Leishmaniose Cutanea Difusa): € uma complicagdo rara da LTA.
Causa lesbes cutaneas cronicas nado ulcerosas e multiparasitarias com formacao
de péapulas, nédulos ou infiltracbes difusas e que pode se disseminar por via
hematogénica para todo o corpo devido a intensa proliferacdo dos parasitos
(Figura 4C). Geralmente ocorre em individuos anérgicos, ou seja, incapazes de
montar uma resposta imune efetiva. Na maioria das vezes, as lesdes nao
involuem espontaneamente e mesmo diminuindo com o uso de quimioterapicos
adequados € alto o risco de recidiva apos o tratamento. No Brasil, a espécie
envolvida nessa forma de LTA é a L. (L.) amazonensis (COSTA, 2013; BRASIL,
2010b);

S&o registrados por ano, em todo o mundo, 0,7 — 1,2 milh&o de casos de
leishmaniose cutanea (Figura 5). O Brasil estd entre os sete paises com as
maiores taxas de leishmaniose cutanea do mundo e é o pais da América do Sul

gue concentra a maior parte dos casos (ALVAR et al., 2012).
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Inicialmente, 0s casos se concentravam nas areas rurais; porém, devido a
extensdo das atividades no campo e o desequilibrio ambiental, a doenca se
espalhou, inclusive para centros urbanos, tornando-se uma doenca periurbana.
Em 1985, foram introduzidas no pais medidas de vigilancia e controle para a
leishmaniose cutanea, o que permitiu que houvesse um aumento na tendéncia do
namero de casos registrados, mostrando que picos de transmissdo ocorrem a
cada cinco anos (Figura 6). Em 2003, todos os estados do pais passaram a
apresentar casos autéctones da LTA, porém a prevaléncia é maior nos estados
do norte e nordeste, concentrando 70% dos casos (ALVAR et al, 2012;
CARVALHO, 2012).

Figura 4. Manifestacdes clinicas da leishmaniose tegumentar e da leishmaniose
visceral. A: LCL (leishmaniose cutanea localizada); B: LMC (leishmaniose
mucocutanea); C: LCD (leishmaniose cutanea difusa); D: LV(leishmaniose

visceral).

Fonte: A,B e C (BRASIL, 2010b); D (BRASIL, 2013)
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Figura 5. Distribuicdo mundial da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2012.

Fonte: WHO (2014a)
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No periodo de 1990 a 2009 ocorreram 550.250 casos de LTA no Brasil,

distribuidos pelas regifes do pais da seguinte forma: 36,2% dos casos na regiao

norte; 34,8% na regido nordeste; 15,2% na regido centro-oeste; 10,3% na regiao

sudeste e 2,3% dos casos na regiao sul (PIOVESAN, 2012).
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Na regidao Nordeste, no periodo de 2001 a 2010, os estados que
apresentaram maior coeficiente de deteccéo para a LTA foram: Maranh&o, Ceara
e Bahia. De acordo com a categorizacéo dos indices de incidéncia, proposta pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2010b), o estado de Sergipe apresentou coeficiente
médio (de 3 a 11 casos/ 100 mil habitantes) nos anos de 2001 e 2002 e
coeficiente baixo (menos de 3 casos/ 100 mil habitantes) nos anos de 2003 a
2010 (Tabela 2) (RIBEIRO, 2013).

Tabela 2. Coeficiente de deteccdo dos casos de Leishmaniose Tegumentar

Americana por 100 mil habitantes. Regido Nordeste. 2001-2010.

UF 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Alagoas 3,1 2,8 3,3 2,2 1,9 1,1 3,6 2,8 2,4 1,0
Bahia 15,3 14,7 150 12,8 14,5 16,7 136 208 23,5 333
Ceard 33,7 27,7 17,1 26,3 24,4 12,2 11,2 8,3 11,6 12,0
Maranhdo 98,7 752 643 51,7 556 352 373 263 255 373
Paraiba 1,4 1,9 1,6 2,1 1,9 1,3 1,6 1,4 2,9 2,2
Pernambuco 6,5 6,9 6,8 8,7 4,0 4,9 5,2 4,4 5,7 4,8
Piaui 5,7 5,2 4,3 4,0 8,5 5,0 3,5 2,3 3,3 4,7
Rio Grande do Norte 0,3 0,2 0,3 04 0,3 0,2 0,2 0,2 1,8 2,6
Sergipe 5,1 3,3 0,9 0,4 0,6 0,3 0,2 0,5 0,5 0,3

Modificado de Ribeiro, 2013.

Segundo a Ultima publicacdo do Relatdrio de Situacdo do Estado de
Sergipe (BRASIL, 2011), em 2009 ocorreram 11 casos de LTA no estado,
registrados em nove municipios. O sexo masculino representou 45,5% dos casos

e 90,9% eram individuos maiores de 10 anos.

2.2.2 LV e sua epidemiologia

A forma mais perigosa da leishmaniose é a visceral, com evolugao para
Obito em 90% dos casos néo tratados. No Brasil, 0 agente etiolégico da LV é a
espécie L. (L.) chagasi que causa uma doenca cronica, na qual os parasitos

exercem elevado tropismo pelo sistema linfatico ou vascular até infectar outras
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células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), resultando em uma forma
sisttmica com infitracdo da medula d&ssea, hepatoesplenomegalia e
linfadenopatia (Figura 4D). Apos um periodo de incubacdo de aproximadamente
2-6 meses, o individuo infectado pode apresentar febre, geralmente associada
com calafrios, fadiga e fraqueza que ocorrem em decorréncia da anemia e estado
inflamatorio persistente, perda de apetite e perda de peso (BRASIL, 2010a). Vale
ressaltar que nem sempre o paciente ira apresentar os sinais clinicos da doenca,
pois esta infeccdo pode permanecer assintomatica ou apresentar sintomas que
sao facilmente confundidos com os de outras patologias. As manifestacdes
clinicas da LV refletem o desequilibrio entre o sistema imune do individuo, o
processo inflamatério gerado e a multiplicacdo dos parasitos no SFM (CHAPPUIS
et al., 2007).

S&o registrados por ano, em todo o mundo 200-400 mil novos casos de
leishmaniose visceral (Figura 7) e o Brasil € um dos cinco paises que concentram
90% dos casos da doenca (ALVAR et al., 2012; PAES-GONCALVES et al., 2012).
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Figura 7. Distribuicdo mundial da Leishmaniose Visceral, 2012.

Fonte: WHO (2014b)
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A leishmaniose visceral é considerada um grave problema de saude publica
no pais, devido a sua escala e extensdo geografica. Inicialmente, os casos eram
focais e ocorriam em zona rural, principalmente na regido Nordeste. Porém,
desde 1980, a distribuicdo geografica da LV tem se expandido para areas nao
endémicas, seguindo um padrdo de urbanizacdo (DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006). Fatores de risco como desmatamento desenfreado,
condicOes precérias de moradia, migracdo da populacdo da zona rural para areas
urbanas e um numero crescente de cées infectados, tém envolvimento nesse
padrao de distribuicdo (WERNECK et., 2002). Atualmente, sdo encontrados casos
de LV em todas as regifes do pais, em 21 estados, com uma incidéncia de 3.500
casos registrados anualmente (MARTINS-MELO et al., 2014).

As regides do Brasil onde ha casos de transmisséo de LV séo classificadas
de acordo com o risco epidemiolégico em: transmissao esporadica (< 2,4 casos),
transmissdo moderada (= 2,4 e < 4,4 casos) e transmissao intensa (= 4,4 casos).
O indicador é a média de casos dos ultimos cinco anos (BRASIL, 2013).

No periodo de 1998 a 2010 foram registrados 32.459 casos de LV nos 21
estados com casos autoctones. A média anual foi de 3.246 casos, com uma taxa
de incidéncia de 1,85 por 100 mil habitantes e uma tendéncia ao aumento do
namero de casos (ALVAR et al., 2012). Entre 2000 e 2011, a média do numero de
mortes relacionadas a LV foi de 277 por ano, variando de 198 em 2001 para 350
em 2009, com 63,4% das mortes do sexo masculino e 37% menores de 15 anos
(MARTINS-MELO et al., 2014).

A regido Nordeste, na década de 1990, era responsavel por cerca de 90%
dos casos de LV registrados no pais. Atualmente, representa 48% dos casos,
mas continua sendo a principal regido endémica do Brasil. No periodo de 2000 a
2011, 56% das mortes por LV no pais ocorreram na regido Nordeste, a qual
apresenta taxas de morte e risco de mortalidade cerca de duas vezes a média
nacional. O elevado numero de casos e mortes nesta regido reflete a
vulnerabilidade social e ambiental que favorece a propagacdo da doenca
(MARTINS-MELO et al., 2014).

O primeiro caso de LV no Brasil foi descrito por Evandro Chagas em 1934,
em um jovem de 16 anos natural do estado de Sergipe. Do periodo de 1972 a
1998 foram diagnosticados 1.874 casos de LV nesse estado, distribuidos em 67

dos 75 municipios existentes. A média da incidéncia aumentou de 1,96 na década
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de 1970, para 7,60 na década de 1990, ocorrendo aumento progressivo do
namero de casos de LV em todas as regifes do estado (TAVARES; TAVARES,
1999).

Entre 1999 e 2008, foram registrados 192 casos autéctones de LV em
Sergipe, com um coeficiente de incidéncia anual variando de 1,1 a 9,0 casos por
100 mil habitantes. A média anual de 19,2 casos, nesse periodo, classifica o
estado como zona de transmisséo intensa (GOES; MELO; JERALDO, 2012). No
periodo de 2003 a 2011, a incidéncia média aumentou de 1,0 para 3,3, sendo a
regido leste do estado a mais afetada (Figura 8) (SANTOS, 2013).
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Figura 8 Distribuicdo da Leishmaniose Visceral em Sergipe. Periodo 2003 a
2011.
Fonte: Santos (2013)

Em um estudo epidemioldgico descritivo realizado por Goes e Jeraldo
(2013), no Hospital de Urgéncia de Sergipe, hospital referéncia para diagnéstico e
tratamento da LV, constatou-se que foram registrados no periodo de 2007 a 2011,
164 casos autéctones de LV; destes, 71,5% foram do sexo masculino e 31,2%
ocorreram em criancas de 1- 4 anos.

Tendo em vista a alta incidéncia de casos de LV no pais, o Programa
Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral do Brasil recomenda que medidas
de controle como o diagnostico precoce e tratamento dos casos humanos,
inquérito sorolégico canino e eutanasia dos cdes soropositivos, pulverizacao
sistematica em area domiciliar e peridomiciliar e acbes de educacdo em saude
junto a populacdo, devem ser tomadas em conjunto para reduzir esta incidéncia
(BRASIL, 2013).
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2.2.3 Resposta imune

Na LTA, ndo so fatores do parasito sdo responsaveis pela patogénese da
doenca e suas manifestacfes clinicas. Caracteristicas intrinsecas do vetor e
constituicdo genética e imunoldgica do hospedeiro também sdo imprescindiveis
para o estabelecimento ou ndo da doenca (REIS et al., 2006).

A resposta imune desenvolvida contra a Leishmania pode determinar a
cura, através do controle e eliminacdo do parasito, ou o desenvolvimento da
infecgdo, por meio de uma resposta imune ineficiente, errada ou exacerbada.
Baseado na infec¢cdo de modelos murinos, sabe-se que os linfocitos do tipo T
CD4+ influenciam diretamente o resultado da doenca. Esses linfocitos se dividem
em pelo menos duas subpopulag¢des: Thl e Th2. Apds o contato com o parasito,
uma comunicacao celular é estabelecida. Citocinas proinflamatérias como IL-12,
produzidas por macréfagos e células dendriticas, e INF-y (Interferon gama),
produzido por células Natural Killer e linfécitos T ativados, promovem o
desenvolvimento de uma resposta Thl, importante na resisténcia a leishmaniose,
pois agem ativando o macréfago para que este destrua o patdogeno. Além do INF-
Y, o linfécito T ativado também produz TNF-a (fator de necrose tumoral - alfa),
ambos eficientes contra microrganismos intracelulares. Ja a producéo de citocinas
inibitérias de macréfagos como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, induz a uma resposta do
tipo Th2, com perfil de susceptibilidade a doenca (ANTONELLI et al., 2004).

Em todas as formas clinicas da LTA, a resisténcia ao parasito esta
relacionada a uma resposta imune celular Thl e a susceptibilidade, a uma
resposta imune Th2. Por se tratar de um parasito intracelular, a resposta Thl
deve ativar células especificas a produzirem citocinas protetoras que ativardo os
macréfagos infectados a liberarem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
culminando com a morte do parasito (ANTONELLI et al., 2004).

Na LCL geralmente ha uma resposta celular eficiente contra o parasito,
com producédo de citocinas Tipo 1 (INF-y, TNF-a, IL-12), as quais ativam o
macrofago a controlar a infec¢do (VIEIRA et al., 2002). Nos pacientes anérgicos
ou com alguma imunodeficiéncia, como no caso da AIDS, a incapacidade de
montar uma resposta celular efetiva esta envolvida com a evolucdo da doenca e
menor resposta a terapéutica. Nesse caso, a LCL pode evoluir para a forma LCD

que se caracteriza por uma falha na resposta Thl e estabelecimento de uma
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resposta imune Th2, com perfil de citocinas do Tipo 2 (IL-10, IL-4), as quais
modulam a resposta imune, inibindo a ativacdo do macréfago o que desencadeia
a multiplicacdo descontrolada do parasito, aumento das lesGes geradas e sua
disseminacéao pelo corpo (BOMFIM et al., 1996). Ja na LMC h& uma exacerbacao
da resposta imune dos tipos Thl e Th2, com predominancia da resposta Thl e
producdo exagerada de citocinas do Tipo 1, o que acarreta a imunopatogénese
exacerbada dessa doenca (AMATO; ANDRADE JUNIOR; DUARTE, 2003).

Na LV, muitas pessoas desenvolvem uma resposta imune efetiva contra o
parasito, ndo desencadeando a doenca. Existem varios fatores que determinaréo
se haverd ou ndo a patologia, se ela permanecerd assintomética ou sera
sintomatica, ou ainda, se a infeccdo sera cutanea ou visceral. O fator mais
importante para determinar a patogenicidade, viruléncia e manifestacdes clinicas
€ a espécie da Leishmania envolvida na infeccdo (MCCALL; ZHANG,;
MATLASHEWSKI, 2013). Em relag&o ao individuo, os fatores determinantes mais
comuns sdo: padrao genético envolvido no tipo de resposta imune (BLACKWELL
et al., 2009), coinfeccdo com o virus HIV (RABELLO; ORSINI; DISCH, 2003),
estado nutricional e faixa etéria (DYE; WILLIAMS, 1993). O inseto vetor também
aparece como determinante no desenvolvimento da doenca. Sabendo que
Leishmania chagasi transmitida por Lutzomyia longipalpis pode causar a forma
cutdnea ou visceral, estudos relatam o envolvimento da saliva do flebotomineo
(ROHOUSOVA et al, 2012) e a carga parasitaria inoculada no repasto sanguineo
(MAIA et al., 2011) como sendo fatores determinantes para ocasionar a LV.

Em relacdo ao perfil da resposta imune desenvolvida pelo ser humano na
LV, sabe-se que o estabelecimento da doenca esta ligado a uma falha na
resposta imune celular Thl e desenvolvimento de uma resposta Th2 com
producéo da citocina IL-10, principal citocina imunossupressora na forma visceral,

que age inibindo o macréfago (KARP et al., 1993).

2.3 TRATAMENTO

O tratamento de individuos infectados faz parte da politica de controle das
leishmanioses (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Um agente
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leishmanicida deve ser eficaz, seguro, de facil administracdo e acessivel para a
populacdo; contudo, na pratica, tal agente ainda ndo estd disponivel. A falta de
interesse das industrias farmacéuticas pelas doencas negligenciadas faz com que
estas sejam tratadas com medicamentos que apresentam alta toxicidade
(MICHELETTI; BEATRIZ, 2012). A escolha do tratamento, portanto, € baseada
em experiéncias anteriores, bem como pela disponibilidade do medicamento no
pais. Para que o tratamento seja realizado, o0s pacientes devem ser
encaminhados para hospitais especializados e a terapia deve ser iniciada tdo logo
aparecam os sintomas (PAVLI; MALTEZOU, 2010).

2.3.1 Antimoniais pentavalentes

Os farmacos de primeira escolha recomendados e utilizados no tratamento
das leishmanioses visceral e tegumentar s&o os antimoniais pentavalentes (Sb").
Desenvolvidos ha mais de 70 anos, apresentam alta toxicidade e estdo
associados a varios casos de resisténcia do parasito (CROFT; SEIFERT;
YARDLEY, 2006).

O primeiro antimonial a ser usado contra a leishmaniose foi o tartaro
emético (antimonio trivalente — Sb™), desenvolvido pelo médico brasileiro Gaspar
Vianna em 1912. Algum sucesso foi obtido no tratamento das leishmanioses, mas
efeitos toxicos e colaterais o fizeram ser substituido, em 1937, pelo antimonial
pentavalente, estibugluconato de sédio (Pentostan®), derivado do acido
estibonico. Com isso, houve reducdo nos efeitos toxicos e colaterais, quando
comparado ao tartaro emético. Durante a segunda guerra mundial, surgiu na
Franca um farmaco alternativo, o antimoniato de N-metil glucamina ou
antimoniato de meglumina, comercializado como Glucantime®. Enquanto o
Pentostan® é comercializado nos paises de lingua inglesa, o Glucantime® € o
farmaco utilizado no Brasil e em paises de lingua francesa e espanhola
(SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

O efeito do antimonial pentavalente frente ao tratamento da leishmaniose ja
foi comprovado; porém, o mecanismo de acao desta férmula no combate a

Leishmania ainda é pouco compreendido. Uma hipétese é que o SbY seria uma
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pré-droga, que no organismo do ser humano seria reduzido por tidis a forma ativa
Sb" que é mais potente e téxica contra as leishmanias (FREZARD et al., 2001).
Segundo Amato (2006), o antimdnio pentavalente atua no mecanismo
bioenergético da forma amastigota, interferindo na glicélise e B-oxidacdo de
acidos graxos, causando uma deplecdo de ATP intracelular. Além disso, outra
proposta diz que o antimbnio pentavalente inibe enzimas do metabolismo do
parasito como a Superoxido Desmutase (RAYCHAUDHURY et al., 2005) e a
Topoisomerase, causando sua morte (DEMICHELI et al., 2002).

O Glucantime®, no Brasil, € o medicamento de primeira escolha no
tratamento da leishmaniose, mesmo apresentando eficicia limitada, efeitos
toxicos e colaterais consideraveis e restricdo no tratamento de alguns pacientes
como gestantes e coinfectados com o HIV (AMATO et al., 2000). Se administrado
corretamente, esse farmaco € eficaz contra as leishmanioses cutanea,
mucocutanea, difusa e visceral, provocando reducdo rapida das manifestacfes
clinicas e hematoldgicas da doenca e esterilizacdo dos parasitas. Por sua vez,
baixas dosagens ou descontinuidade do tratamento podem levar a falha
terapéutica, bem como resisténcia do parasito (RATH et al, 2003). A
administracdo desse medicamento pode ser feita por via intramuscular ou
endovenosa e recomenda-se o uso de 15 a 20 mg/SbY/Kg/dia por no minimo 20
dias e no méaximo 40 dias, nunca ultrapassando 850 mg/SbY no tratamento
(PELISSARI et al., 2011). No entanto, na dose de 20mg/Sh"/Kg/dia a droga pode
atingir seu limiar de toxicidade e causar alteracbes cardiacas, pancreaticas e/ou
renais (BRASIL, 2009). Os pontos positivos do tratamento com antimoniais sdo o
baixo custo e a eficacia de >90-95% dos casos tratados e 0s pontos negativos
sdo os altos indices de resisténcia do parasito, o longo periodo de tratamento com
doses altas, a administracdo parenteral dolorosa e a toxicidade causada
(MICHELETTI; BEATRIZ, 2012; PAVLI; MALTEZOU, 2010).

2.3.2 Anfotericina B e Anfotericina B lipossomal

O Desoxicolato de Anfotericina B € um antibiotico derivado de uma cepa da

bactéria Streptomyces nodosus, com excelente acédo in vitro contra as formas
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amastigota e promastigota de Leishmania. In vivo, possui acédo leishmanicida,
ligando-se ao ergosterol, esteroide da membrana plasmatica do parasito,
alterando a sua permeabilidade e equilibrio osmoético e causando, como
consequéncia, a sua morte. Esse antibiético apresenta toxicidade seletiva, uma
vez que o ergosterol ndo esta presente na membrana plasmética de células
animais (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). A administracdo é
parenteral e seu uso é bastante restrito devido aos efeitos toxicos e colaterais que
apresenta, considerados inumeros e frequentes, além do inconveniente
tratamento longo (BRASIL, 2009). Outra opcado melhor tolerada e menos téxica
desse antibiético é a Anfotericina B lipossomal (AmBisome™), uma incorporacéo
do desoxicolato de Anfotericina B em lipossomas carregadores. Estes séo
absorvidos pelas células do SFM, sendo, desse modo, pouco absorvidos pelos
rins, 6rgdo afetado pela toxicidade da Anfotericina B. Sua administracdo é mais
eficaz e é feita por via endovenosa (RATH et al., 2003). Essa droga € de primeira
linha nos paises desenvolvidos como EUA e paises da Europa. No Brasil,
também € considerada de primeira escolha para pacientes impossibilitados de
utilizar os antimoniais pentavalentes como individuos coinfectados com o virus
HIV e de segunda escolha para aqueles casos graves que nao obtiveram
resultado terapéutico com os antimoniais pentavalentes (MOLINA et al., 2007,
OLLIARO et al., 2005).

2.3.3 Pentamidina

A pentamidina (Lomidina®), droga de segunda escolha mais recomendada
para o tratamento da leishmaniose, € uma diamidina aromatica que age,
provavelmente, interferindo na sintese do DNA, fragmentando a membrana
mitocondrial e alterando morfologicamente o cinetoplasto (AMATO, 2006). No
tratamento da LTA, esse farmaco demonstrou ser menos téxico que 0s
antimoniais pentavalentes, embora tenha causado efeitos colaterais expressivos.
Ja para o tratamento da leishmaniose visceral, ha relato de exacerbacdo dos
efeitos adversos, sendo até mais expressivos do que os apresentados pelos

antimoniais (BERMAN, 1997). E uma molécula de grande interesse no tratamento
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de casos de leishmaniose visceral e mucocutédnea refratdria a antimoniais
pentavalentes, todavia a administracdo parenteral e a alta toxidade sao fatores

limitantes para seu uso (GIL et al., 2007).

2.3.4 Miltefosina

A Miltefosina (Hexadecilfosfocolina) € uma alquilfosfocolina de acéo
antineoplasica que tem apresentado efeito leishmanicida in vitro e in vivo.
Inicialmente utilizada na india no tratamento de pacientes com leishmaniose
refratarios aos antimoniais pentavalentes, mostrou-se ser a melhor alternativa
para o tratamento da leishmaniose visceral por ser administrada por via oral,
considerada como o principal avanco da quimioterapia para leishmaniose
(SUNDAR et al., 2000; SINGH et al., 2014). O mecanismo de acdo da Miltefosina
ainda nao é bem compreendido. Sabe-se que ela é capaz de bloquear a sintese
da membrana plasmatica do parasito e alterar sua composicao, além de leva-lo a
apoptose (AMATO, 2006). E altamente efetiva em criancas, mas pode causar
problemas gastrointestinais; em gestantes, ha restricbes para 0 uso por possuir
efeito teratogénico (MICHELETTI; BEATRIZ, 2012). Segundo Bryceson (2001) a
meia vida longa deste medicamento pode incentivar o surgimento de resisténcia
do parasito e, aliado a isso, a teratogenicidade e a baixa janela terapéutica
representam limitacdes para o uso (CROFT; SEIFERT; YARDLEY, 2006).

2.3.5 Paromomicina

Outro medicamento utilizado no tratamento da leishmaniose é a
Paromomicina, um antibiético aminoglicosideo injetavel, que tem atividade in vivo
e in vitro contra espécies de Leishmania (RATH et al., 2003). A paromomicina é
eficaz tanto na leishmaniose cutanea quanto na visceral. O seu mecanismo de
acdo ainda é pouco conhecido, mas os ribossomos tém sido implicados como
alvo, através da ligacao da droga as proteinas ribossémicas, inibindo a sintese de
RNA e consequentemente a sintese proteica (SINGH, N.; KUMAR; SINGH, R.,
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2012). Os efeitos colaterais apresentados sdo ototoxicidade e nefrotoxicidade,
sendo considerada uma droga adequada no tratamento de segunda linha, quando
houver resisténcia aos antimoniais (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).

2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA

A resisténcia clinica ou adquirida apresentada pelas cepas de Leishmania
aos quimioterapicos atuais € um sério problema para o tratamento da
leishmaniose. O uso do medicamento adequado pode ser dificultado pela
sensibilidade da espécie do parasito a droga, pela variacdo da farmacocinética e
pela interacdo do sistema imune do hospedeiro com o farmaco. Em relacdo a
sensibilidade do parasito a droga, sabe-se que ha diferencas bioquimicas e
moleculares entre as diferentes espécies/cepas de Leishmania; dessa forma,
ocorre uma variagao intrinseca na resposta ao medicamento. Mecanismos como
diminuicdo do nivel intracelular da droga, alteracdo no alvo do medicamento ou
superexpressao de moléculas envolvidas na reparacdo de danos causados pelo
farmaco sdo adaptagcbes do parasito que resultam em resisténcia. A
farmacocinética do medicamento também determina a eficacia do tratamento.
Assim, o local onde o farmaco € metabolizado e o tempo da sua eliminacédo pelo
organismo apontam para 0 sucesso ou hao da terapia. Além disso, o tipo de
resposta imune do individuo influencia diretamente no tratamento utilizado, pois
uma resposta imune celular efetiva contra o patdégeno é importante para a
prevencdo de recaidas e para o controle da infeccdo (CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006).

Todos os medicamentos utilizados no tratamento da leishmaniose, até o
momento, estdo envolvidos em casos de resisténcia parasitaria. O mau uso da
droga, como dosagem incorreta e abandono do tratamento, contribui
significativamente para a falha terapéutica e, consequentemente, para o
desenvolvimento de resisténcia pelo parasito.

Relatos de resisténcia ao antimonial pentavalente, medicamento de
primeira linha no tratamento da leishmaniose em areas endémicas, tém sido

observados em todo 0 mundo, nos ultimos 15 anos. Na india, uma sequéncia de
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mudancgas nas doses e tempo de tratamento com o antimonio pentavalente, em
pacientes com LV, levou ao surgimento de casos de resisténcia e a sele¢do de
cepas resistentes, as quais foram rapidamente propagadas, devido ao ciclo
antroponotico (ser humano como Unico hospedeiro) de transmissdo. Ainda, foi
observado que apenas 64% dos novos casos de LV na regido de Bihar eram
sensiveis ao antimonial e, em alguns distritos, havia 100% de casos resistentes;
devido a isso, o tratamento com antimoniais foi banido desse pais (MOHAPATRA,
2014).

Os mecanismos pelos quais Leishmania spp. adquirem resisténcia ao
antiménio sdo muito estudados, mas continuam contraditorios. Além da
sensibilidade diferenciada que as espécies de Leishmania apresentam ao
antimonial (NAVIN et al.,, 1992), outros mecanismos estdo envolvidos na
resisténcia, como: diminuicdo da absor¢do da droga (GOURBAL et al., 2004),
aumento do seu efluxo com reducéo da concentracédo da droga dentro do parasita
(DEY et al.,, 1994), inibicdo da ativacdo da droga, aumento no nivel de tiol
intracelular com consequente reducdo da formacdo de antimdnio trivalente
(MANDAL et al., 2007).

O mecanismo de resisténcia associado ao tratamento com Anfotericina B
foi proposto por Purkait et al. (2012). Observou-se em isolados clinicos de L.
donovani resistentes a esse farmaco, uma maior fluidez da membrana plasmatica,
bem como a substituicdo do ergosterol por um esterol precursor, indicando uma
diminuicdo da afinidade da Anfotericina B com o parasito, que é evidenciada pela
reducdo de sua absorcdo. O nivel de expressdo do gene MDR1 (multidrug
resistance) foi considerado maior nos isolados resistentes, sugerindo um maior
efluxo da droga. Além disso, a cascata da triparedoxina, bem como os niveis de
tiol também se apresentaram mais expressos nos isolados resistentes.

A Pentamidina também aparece envolvida em casos de resisténcia na
leishmaniose. De acordo com Basselin et al. (2002), clones de promastigotas de
L. mexicana, resistentes a Pentamidina, apresentaram reducdo na absorcédo e
aumento no efluxo da droga, quando comparados a cepas selvagens. Ainda, foi
observado que a droga, na cepa selvagem, acumula-se no interior da mitocondria,
enquanto nos parasitos resistentes, houve auséncia total da droga no interior

dessa organela.
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O mecanismo de resisténcia envolvido na terapia com a Miltefosina,
proposto por Seifert et al. (2003), foi a inativacdo de genes de L. donovani,
associados com a absorcdo da droga, tais como o Multidrug resistance P-
glycoprotein.

Em relacdo a Paromomicina, Jhingran et al. (2009) observaram uma
diminuicdo no potencial de membrana mitocondrial em clones de L. donovani
resistentes, depois de 72h de tratamento com a droga, sugerindo que esta
organela seria o alvo final do farmaco. Além disso, a sintese proteica e 0 acumulo

da droga pelo parasito, também se mostraram reduzidos.

2.5 PRODUTOS NATURAIS

A utilizacdo de produtos naturais para tratamento de diversas doencas
ocorre desde os primérdios da humanidade. O poder de cura de muitas espécies
da flora mundial foi descoberto pela comunidade popular de paises desenvolvidos
ou em desenvolvimento, a qual tratava, dessa forma, uma ampla gama de
enfermidades, passando o conhecimento através das geracdes. Com o advento
da medicina e a producao incessante de farmacos alopéticos, o saber popular
tornou-se desvalorizado pelos profissionais de saude e perdeu espaco,
principalmente nos paises desenvolvidos. No entanto, atualmente, a ciéncia e as
politicas de saude estdo buscando restabelecer o uso de plantas medicinais pela
populacdo, ndo sé pelos beneficios de se ter habitos saudaveis, mas também
devido ao dificil tratamento de algumas doencas, desenvolvimento de resisténcia
microbiana e o alto custo dos medicamentos sintéticos (FEIJO et al., 2012;
SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

A partir do conhecimento popular, pesquisas cientificas sdo desenvolvidas,
utilizando as plantas como ferramenta de estudo. A identificacdo de espécies
vegetais com potencial medicinal aliada as recentes tecnologias de separacdo de
compostos aumenta a probabilidade de encontrar produtos como extratos de
plantas ou metabdlitos ativos que sejam indicados para o desenvolvimento de
novas terapias. Para a industria farmacéutica, os produtos naturais sdo de grande

valia, quer seja no seu uso para a obtencéo de farmacos (que séo as substancias



28

ativas isoladas) ou para a obtencdo de adjuvantes (produtos utilizados na
formulagdo do medicamento). Além disso, ainda h& producdo dos medicamentos
fitoterapicos que séo exclusivamente a base de extratos vegetais (RIBEIRO et al.,
2014; SIMOES; SCHENKEL, 2002).

Dessa forma, os produtos naturais de origem vegetal sdo uma fonte
potencial de novos agentes terapéuticos para o tratamento de diversas doencas,
especialmente as negligenciadas como a leishmaniose. Varios estudos ja
demonstraram atividade leishmanicida de plantas tradicionalmente utilizadas no
Brasil (BEZERRA et al.,, 2006; BRAGA et al.,, 2007; BRITO et al.,, 2013;
CLAUDINO et al., 2013; FIGUEREDO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014; ROCHA
et al., 2005; SILVA etal., 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude preconiza o uso da medicina tradicional
onde os servi¢os apropriados de saude séo inacessiveis e defende que as plantas
sédo a maior e melhor fonte de medicamentos para a humanidade (ROCHA et al.,
2005). No Brasil, o Ministério da Saude, com o intuito de implantar as terapias
complementares no Sistema Unico de Satde (SUS) e promover pesquisas com
plantas medicinais, bem como o uso correto destas e de fitoterapicos, elaborou
em 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (Decreto n°
5.813/2006) (BRASIL, 2006). Em 2009, foi elaborada a Relacdo Nacional de
Plantas de Interesse ao SUS (RENISUS) que contém uma lista com 71 espécies
de plantas medicinais indicadas para uso terapéutico da populacao, dentre elas,
duas espécies sdo do género Croton L(HPMED, 2014).

2.5.1 Género Croton L.

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia
Crotonoideae e tribo Crotoneae. A familia Euphorbiaceae contém mais de oito mil
espécies de plantas, algumas conhecidas pelo seu poder medicinal e/ou efeitos
toxicos. Estas espécies distribuem-se por regides tropicais e temperadas em todo
o mundo (ABREU et al, 2001). Croton é um dos maiores géneros de
Angiospermas e o0 segundo maior género dessa familia. Com mais de 1200

espécies entre arvores, arbustos e ervas reconhecidas no World Checklist and
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Bibliography of Euphorbiaceae (GOVAERTS; FRODIN; RADCLIFFE-SMITH,
2000), suas espécies distribuem-se por regides tropicais e subtropicais dos
hemisférios norte e sul. Da América do Sul, o Brasil € o pais que concentra o
maior numero de espécies, aproximadamente 350, distribuidas em diversos
ambientes, com destaque para o cerrado, a caatinga e 0S campos rupestres
(SILVA et al., 2010).

As espécies desse género sao geralmente odoriferas e contém um latex
caustico que causa dermatite e pode ser venenoso. Suas folhas, sementes,
cascas do caule e raizes sdo frequentemente usadas na medicina popular como
chas, infusbes ou emplastros para aliviar a dor, problemas digestivos como
constipacdo ou diarreia, febre e hipertensao, entre outros. Ha na literatura relato
de acdo analgésica, antioxidante, imunomodulatéria, anti-inflamatoria,
antiespasmadica, antiulcerogénica, antidiabética, anticancerigena, antibacteriana,
antifangica, antiviral, antimalarica e leishmanicida atribuida ao género Croton
(MELO et al., 2013; PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006; SALATINO; SALATINO;
NEGRI, 2007).

Espécies desse género sdo de grande importancia econdbmica para a
industria farmacéutica, devido a variedade de metabdlitos secundarios que

apresenta, tais como: alcaloides, terpenoides e flavonoides (SIQUEIRA, 2013).

2.5.2 Espécie Croton blanchetianus Baill

Popularmente conhecida como marmeleiro, a nomenclatura dessa espécie
foi reajustada de Croton sonderianus Mull. Arg para Croton blanchetianus Baill,
por Govaerts, Frodin e Radcliffe-Smith (2000). C. blanchetianus é uma espécie
tipicamente brasileira, restrita ao semiérido, distribuindo-se pelos estados do
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte e Sergipe) e Sudeste (Minas Gerais) em vegetacao de carrasco e caatinga.
E usada na medicina popular no tratamento de hemorragia uterina, hemoptise,
dor de estbmago, vOmito, diarreia, reumatismo e cefaleia (AMARAL, 2004;
ANGELICO, 2011).
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Suas caracteristicas botanicas sdo ramos peciolos quase cilindricos, folhas
simples triangular-ovais medindo 10-14 cm de comprimento por 5-7 cm de
largura, apresentando na parte inferior delicado indumento de pelos estrelados de
cor acinzentada, as vezes com brilho vitreo; os racemos possuem abundantes
flores esbranquicadas, pequenas e em espigas terminais, sendo que as flores
femininas ndo possuem pétalas; frutos do tipo capsula e com sementes
brilhantes; o caule é ereto e possui cor vermelho-escura. E um arbusto lenhoso,
podendo chegar a pequena arvore, raramente atinge mais de 7 metros de altura
(Figura 9) (ALBUQUERQUE, 2010a; GONCALVES, 2007; SILVEIRA, 1979 apud
ANGELICO, 2011).

Figura 09. Aspecto botanico de Croton blanchetianus Baill. A: aspecto geral da
planta; B: detalhe das flores; C: detalhe dos frutos.

Fonte: Albuquerque, 2010b.
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Os constituintes volateis e ndo volateis das plantas do género Croton sao
frequentemente objetos de estudo. Com predominancia de hidrocarbonetos
monoterpénicos e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (SANTANA, 2011), o 6leo
essencial de Croton blanchentianus apresenta propriedades anti-inflamatéria,
antinociceptiva, gastroprotetora (AMARAL, 2004), analgésica, antioxidante,
antimicrobiana, fungicida (MCCHESNEY; CLARCK; SILVEIRA, 1991), larvicida
contra Aedes Aegypti (MORAIS et al., 2006) e leishmanicida sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum chagasi
(COSSOLOSSO, 2013).

Devido a grande variedade de usos na medicina popular, bem como de
seus efeitos terapéuticos ja comprovados, estudos sobre o potencial
farmacolégico do extrato ou de componentes isolados de Croton blanchetianus,

mostram-se bastante promissores.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerada uma doenca negligenciada, a leishmaniose é um sério
problema de saude publica em todo o mundo. Em atual expansdo para 0s
grandes centros urbanos, com o aumento do numero de casos e surgimento de
resisténcia parasitaria, seu controle parece estar comprometido. A melhor
maneira de controlar essa doenga seria a vacinagdo, mas enquanto nenhuma
vacina € implantada e, ao que parece, em curto prazo nao sera, varios outros
medicamentos sdo testados atualmente. Dada a importancia do tratamento na
politica de controle dessa parasitose, torna-se necessaria a busca por novos
compostos bioativos com atividade leishmanicida que sejam eficientes, atéxicos e
de baixo custo. Com este propdsito, o uso de produtos naturais, a exemplo das
plantas, torna-se bastante promissor nessa linha de pesquisa, uma vez que
diversas espécies tém mostrado atividade frente as leishmanias, dentre elas,
espécies do género Croton, cuja distribuicdo geogréafica se faz também no estado
de Sergipe. O 0leo essencial da espécie C. blanchetianus possui atividade
leishmanicida j& comprovada sobre a forma promastigota de Leishmania; no
entanto, nada se sabe a respeito do seu efeito sobre a forma amastigota,
encontrada nos hospedeiros mamiferos, tampouco se o extrato bruto dessa planta
apresenta 0 mesmo efeito leishmanicida. Desse modo, estudos nessa linha de
pesquisa sdo dotados de grande relevancia cientifica, pois apontam compostos

potenciais para o tratamento da leishmaniose.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a atividade leishmanicida do extrato etandlico bruto de Croton

blanchetianus Baill sobre Leishmania amazonensis e Leishmania infantum.

4.2 ESPECIFICOS

o Determinar a atividade leishmanicida do extrato etandélico bruto de Croton
blanchetianus Baill sobre promastigotas de Leishmania amazonenses e

Leishmania infantum;

o Determinar a atividade leishmanicida do extrato etandlico bruto de Croton
blanchetianus Baill sobre amastigotas de Leishmania amazonenses e

Leishmania infantum;

. Verificar in vitro a citotoxicidade do extrato etandlico bruto de Croton

blanchetianus Baill sobre macréfagos murinos;

. Avaliar o efeito imunomodulador do extrato etandlico bruto de Croton

blanchetianus Baill sobre macréfagos murinos;

o Observar a morfologia das formas promastigotas de Leishmania
amazonenses e Leishmania infantum submetidas ao tratamento com o

extrato etandlico bruto de Croton blanchetianus Baill.



34

5 MATERIAL E METODOS

5.1 PARASITOS E ANIMAIS

Amastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/75/LTB0016) foram
isolados e mantidos em camundongos Balb/c e amastigotas de Leishmania
infantum (MHOM/MAG67ITNAB263) foram isolados de hamsters infectados e
mantidos em camundongos Balb/c. O cultivo das formas promastigotas foi feito
em meio Schneider Insect (SIGMA®, St. Louis, MO, EUA) suplementado com
10% e 20% de soro fetal bovino (SFB), respectivamente para cada espécie, e 100
U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Os promastigotas de ambas as
espécies foram mantidos em cultura, em incubadora B.O.D (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) a 26°C por meio de passagens sucessivas para meios novos a cada
guatro dias, por no maximo dez passagens.

Para o0s ensaios in vitro com macréfagos murinos foram utilizados
camundongos (Mus musculus) BALB/c, fornecidos pelo Centro de Criacdo de
Animais de Laboratério da FIOCRUZ (CECAL/FIOCRUZ-RJ). O protocolo
utilizado neste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundagio Oswaldo
Cruz (LW-07/10).

Todos o0s experimentos realizados neste trabalho foram conduzidos no
Laboratério de Bioquimica de Tripanosomatideos da Fundacdo Oswaldo Cruz
(LBgT/FIOCRUZ-RJ), sob a supervisao do Dr. EImo Eduardo de Almeida Amaral.

5.2 EXTRATO DE Croton blanchetianus Baill

Amostras do marmeleiro (C. blanchetianus) foram coletadas na Fazenda
Serrote, em Piranhas — Alagoas/Brasil, no dia 06 de julho de 2012 e
posteriormente foram identificadas pela Dr.2 Marta Cristina Vieira. A exsicata
encontra-se depositada no Herbario da Universidade Federal de Sergipe, sob o
registro de numero ASE 24664. O extrato etanolico de C. blanchetianus foi
gentilmente cedido pelo Dr. Charles Santos Estevam (Departamento de Fisiologia
da Universidade Federal de Sergipe).
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A extracdo do extrato foi feita por maceracdo do p6 da entrecasca de C.
blanchetianus com etanol 90%, durante cinco dias. Apds concentracdo do
solvente em evaporador rotativo sob pressao reduzida, o extrato foi suspenso em
uma solucdo de metanol hidratado (2:3) e extraido exaustivamente e

sucessivamente com n-hexano, cloroformio e acetato de etila.

5.3 ATIVIDADE ANTIPROMASTIGOTA

Para o ensaio da atividade antipromastigota, o extrato foi solubilizado em
DMSO (dimetilsulfoxido) a uma concentracdo inicial de 100 mg/ml e
posteriormente solubilizado em meio Schneider para as concentracdes de uso
(50-500 pg/ml). A concentracdo final de DMSO foi de 0,5% na maior
concentracdo do extrato, concentracdo esta que ndo € considerada téxica para o
parasito (OLIVEIRA et al., 2009).

Promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, em fase logaritmica de
crescimento, foram ajustados para uma concentracdo de 5x10° parasitos/ml,
utilizando-se no ensaio um volume de 100 pl, o qual foi incubado em placas de
cultura celular de 96 pocos, na presenca de diferentes concentracées do extrato
(50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pg/ml), totalizando um volume
de 200 pl. O periodo de incubacédo utilizado foi de 24 e 72h, a 26°C. Cada
experimento foi realizado em triplicata técnica e biolégica e como controle foi
utilizada a mesma concentragcdo de promastigotas, incubada na auséncia do
extrato.

Para verificar a viabilidade dos promastigotas foi utilizado o método do
Alamar Blue®, que consiste na reducdo da resazurina, um corante azul nao
fluorescente a resofurina, de coloracédo rosea e fluorescente, por células viaveis.
Ao final do tempo de incubacdo com o extrato de C. blanchetianus, foram
adicionados 20 ul de resazurina (concentragédo final de 50uM) a cada poco e apos
trés horas, a viabilidade celular foi mensurada em fluorimetro, usando um
comprimento de excitacdo de 555nm e 585nm de emissdo. Os resultados foram

expressos como porcentagem de células viaveis.
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5.4 ATIVIDADE ANTIAMASTIGOTA

Para o0 ensaio da atividade antiamastigota, o extrato foi solubilizado em
DMSO a uma concentracéo inicial de 200 mg/ml e posteriormente solubilizado em
meio RPMI para as concentragfes de uso (3—-30 pg/ml). A concentracao final de
DMSO utilizada foi de 0,015%, na maior dose utilizada do extrato.

Para obtencdo dos macréfagos murinos, camundongos BALB/c foram
sedados com Quetamina (Ketalar), via intraperitoneal, e eutanasiados em camara
de CO:z:. Foi feita a lavagem da cavidade peritoneal com meio RPMI (SIGMA®, St.
Louis, MO, EUA) gelado suplementado com 10% de SFB, glutamina e piruvato.
Apos a retirada do RPMI do peritbnio, os macrofagos foram ajustados para uma
concentracdo final de 2x10° células/ml. Um volume de 400 pl contendo esta
concentracdo de células foi incubado em laminas LAB-TEK (Nunc, Nova lorque,
EUA) em estufa a 37°C e 5% COz por 1 hora, para adeséo celular e, apos esse
tempo, as laminas foram lavadas com RPMI para a retirada das células que nao
aderiram. Os macréfagos aderidos foram infectados com promastigotas de L.
amazonensis ou de L. infantum e incubados em estufa a 37°C e 5% CO2. Na
infeccdo com L. amazonensis foi utilizada uma proporcao de 3 promastigotas para
cada macrofago (3:1) por um periodo de incubacdo de 3 horas; na infeccdo com
L. infantum, foram ajustados 5 promastigotas para cada macréfago (5:1) por um
periodo de 5 horas de incubacéo. Apés a infeccdo, as laminas foram lavadas com
RPMI a 37°C para a retirada dos promastigotas extracelulares e tratadas com as
devidas concentragcbes do extrato bruto de C. blanchetianus (3, 5, 7, 10, 20, 30
pug/ml), por um periodo de incubacdo de 72 horas. Ao término do tempo de
incubacdo as laminas foram lavadas com RPMI a 37°C e coradas com corante
hematoldgico Instant Prov (Newprov, Curitiba, Brasil). A atividade antiamastigota
do extrato foi verificada por contagem em microscopio de luz, no aumento de
1000x, contando-se em diversos campos, aproximadamente 300 macrofagos por
amostra. O ensaio foi realizado em no minimo duplicata técnica e bioldgica. O

indice de infecc¢éo foi, entéo, calculado pela seguinte formula:

IF= % de macréfagos infectados X nimero de amastigotas/ nUmero macréfagos totais
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5.5 VIABILIDADE DOS MACROFAGOS

Um volume de 200 pL de meio RPMI contendo macréfagos murinos
peritoneais (2x10° células/ ml) foi plaqueado em placas de cultura celular de 96
pocos, submetido ao tratamento com concentracdes seriadas de duas vezes do
extrato (120 pg/ml -1,9 pug/ml) e incubado em estufa a 37°C e 5% COz2, por 72
horas. Apdés o periodo de incubacao, foram adicionados a cada poco, 20ul de
resazurina a uma concentracao final de 50uM. A placa foi novamente incubada
por mais 4 horas nas mesmas condi¢cbes e, ao término, a viabilidade foi
mensurada em fluorimetro, usando um comprimento de excitacdo de 555nm e
585nm de emissdo. O experimento foi realizado em triplicata técnica e biologica.
Os resultados foram expressos em porcentagem de células viaveis. A
concentragéo final de DMSO utilizada foi de 0,06%, na maior dose utilizada do
extrato. O Tritton foi utilizado como controle positivo.

5.6 DOSAGEM DE NITRITO

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos néo infectados e infectados,
tratados posteriormente com o extrato, foram analisados quanto a producdo de
nitrito, produto de degradacao do oxido nitrico, pelo método de Griess (GREEN et
al.,, 1982). Para quantificar a producdo de nitrito, aliquotas de 50 ul do
sobrenadante foram incubadas com 50 pl do reagente de Griess [1:1, de solug&o
de sulfanilamida 1% e solucdo de N-(1-naftil) etiletodiamina dicloridrato 0,1% em
2,5% de H3PO4] em placas de cultura celular de 96 pocos a 25°C por 10 minutos.
As concentracfes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrdo de
nitrito de sédio (NaNOy,). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro, usando um
comprimento de onda de 540nm.

5.7 ANALISE ESTATISTICA



38

O caélculo do ICsy para as atividades antipromastigota, antiamastigota e
viabilidade dos macrofagos, foi obtido por meio da andlise de regresséo
logaritmica pelo programa GraphPad Prism 5.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, todos os medicamentos disponiveis utilizados na quimioterapia
da leishmaniose estdo envolvidos em falha terapéutica, efeitos colaterais,
toxicidade, desenvolvimento de resisténcia parasitaria, além de apresentarem alto
custo (RIBEIRO et al., 2014). Nesse sentido, pesquisas cientificas que propdem
novos agentes com atividade biologica contra as espécies de Leishmania e que
solucionem a problematica apresentada pelas drogas que estdo em uso, Sao
altamente oportunas (FIGUEREDO et al.,, 2014). Nesse contexto, os produtos
naturais de origem vegetal podem fornecer moléculas que apresentem atividade
potencial contra as leishmanias, pois além de apresentarem grande
disponibilidade e diversidade de espécies e de compostos quimicos, sao de baixo
custo e causam reduzida toxicidade no ser humano (PAES-GONCALVES et al.,
2012).

Neste estudo, foram avaliados a atividade do extrato bruto etandlico de
Croton blanchetianus sobre promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis e Leishmania infantum, bem como o seu efeito citotdéxico e de
imunomodulacdo em macréfagos murinos peritoneais. Os resultados das
atividades antipromastigota e antiamastigota foram representados em ICs
(concentracdo inibitéria do extrato necessaria para inibir 50% das formas
promastigotas ou amastigotas) e o efeito citotoxico do extrato sobre os
macréfagos foi representado em LDsp (dose necesséaria para inibir 50% das

células testadas).

6.1 ATIVIDADE ANTIPROMASTIGOTA

Nos ensaios da atividade antipromastigota, 5x10° parasitos totais foram
incubados com doses crescentes do extrato, por um periodo de 24 ou 72 horas. O
extrato utilizado mostrou atividade leishmanicida sobre a forma promastigota do
parasito em ambas as espécies testadas. Em L. amazonensis, 0 extrato

apresentou uma melhor atividade com um ICso de 73,6 pg/ml em 24 horas de
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incubacéo, e ICso de 42,6 ug/ml com 72 horas de incubacédo. Em L. infantum, o
efeito do extrato foi menos eficiente, com um ICs, superior a 2 vezes ao
encontrado para L. amazonensis (208,7 pg/ml em 24 horas e 108,9 ug/ml em 72
horas). Além disso, com o0 aumento de 24 para 72 horas de incubacédo houve uma
reducdo de aproximadamente 50% no ICsy de cada uma das espécies, como
demonstrado na Tabela 3. Em relacdo a reducéo da viabilidade, L. amazonensis
apresentou um percentual de morte de 68,8%, com 100 pg/ml do extrato, em 24
horas de incubacdo e aproximadamente 100%, em 72 horas de incubacao;
enquanto que em L. infantum, este nivel de reducdo sé foi observado no

tratamento com 250 pg/ml do extrato. (Figura 10).

Tabela 3. Atividade leishmanicida do extrato etanélico bruto de Croton

blanchetianus em promastigotas de L. amazonensis e L. infantum.

ICso ug/ml (intervalo de confianga)

24h 72h
L. amazonensis 73,6 (63,01 - 85,96) 42,6 (37,20 - 48,86)
L. infantum 208,7 (176,70 - 246,50) 108,9 (102,30 - 115,80)

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
meédia das trés repeti¢cdes. a=0,05.

Segundo Braga et al. (2007), o fato de L. amazonensis causar todas as
formas clinicas de leishmaniose tegumentar e L. infantum causar leishmaniose
visceral, indica que existem variacfes entre as espécies dos parasitos citados, as
quais podem explicar padrbes diferenciados de sensibilidade a drogas entre
espécies distintas. Portanto, uma diferenca no nivel de inibicAo do extrato
etandlico de C. blanchetianus sobre as espécies utilizadas neste trabalho ja era
esperada.

N&do ha na literatura registros de trabalhos que demonstrem a atividade
leishmanicida do extrato bruto de C. blanchetianus. O primeiro trabalho a
demonstrar a atividade leishmanicida de plantas do género Croton foi

apresentado por Rosa et al. (2003), no qual a fracdo rica em linalol do dleo
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essencial de folhas de C. cajucara resultou em um ICso de aproximadamente 8

ng/ml em promastigotas e em amastigotas de L. amazonensis.

L.amazonensis 24h L.amazonensis 72h
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Figura 10. Atividade leishmanicida do extrato etandlico bruto de C. blanchetianus
sobre promastigotas de L. amazonensis e L. infantum. Os dados sé&o
apresentados como média de trés experimentos diferentes realizados em
triplicata. a=0,05.

Recentemente, a atividade leishmanicida do Oleo essencial de C.
blanchetianus foi testada por Cossolosso (2013), contra formas promastigotas de
L. amazonensis e L. infantum chagasi, por um periodo de 24 horas de incubacao.
O ICso apresentado em L. amazonensis foi de 44,7 + 5,99 ug/ml e em L. i. chagasi
foi de 13,49 + 1,55 pg/ml. Desse modo, comparado com os resultados obtidos no
presente trabalho, o 6leo essencial de C. blanchetianus avaliado por Cossolosso
mostrou uma concentracdo inibitéria menor nas duas espécies testadas. Além

disso, ao contrario do observado para o extrato, a acao do Oleo foi mais eficiente
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contra a espécie L. i. chagasi. Além de possiveis variacées bioquimicas entre as
cepas utilizadas neste trabalho e no de Cossolosso, essa diferenca entre 0s
resultados pode ser explicada pelo fato dos 6leos essenciais serem mais
concentrados do que os extratos, ja que nestes € considerada apenas a parte
solavel e naqueles é considerada a totalidade dos compostos presentes (SILVA,
2010).

Considerando que produtos naturais provenientes de plantas como extrato
e Oleos essenciais sdo formados por diversos compostos quimicos, a acéo
conjunta destes compostos pode responder pela sua atividade leishmanicida. A
caracterizacdo quimica do extrato de C. blanchetianus utilizada no presente
estudo ainda néao foi realizada. Porém, Angélico (2011) verificou a predominancia
de flavonoides na composi¢cdo quimica do extrato etandlico de folhas de C.
blanchetianus coletadas no Ceara. Além disso, verificou que o Oleo essencial
desta espécie apresenta predominancia dos componentes monoterpenos (39,2%)
e sesquiterpenos (10,3%). Paralelamente, Melo (2011), também verificou a
predominéancia de monoterpenos (59,4%) e sesquiterpenos (40,5%) no Oleo
essencial das folhas de C. blanchetianus, coletadas na Paraiba. Sabe-se que os
constituintes quimicos das plantas variam de acordo com a flora, localizacao
geografica, bem como estacdo da coleta. Contudo, da mesma forma que houve
concordancia nos resultados de Angélico (2011) e Melo (2011) em relacdo a
composicdo do 6leo essencial desta espécie, ha possibilidade do extrato de C.
blanchetianus, utilizado nesse estudo, ter a composicdo semelhante a
determinada por Angélico (2011). Desse modo, é possivel que a morte dos
parasitos estudados nesse trabalho seja pela acdo dos componentes fendlicos
flavonoides (catequinas, taninos, flavonondis e flavononas) encontrados no
extrato bruto de C. blanchetianus.

Os flavonoides constituem um dos mais abundantes e amplamente
distribuidos metabdlitos secundarios de plantas. Eles proporcionam as plantas cor
e sabor, além de possuir fungdo de protecdo a infeccdo microbiana. Sua acao
como quelante e sequestrador de radicais livres foi vista por Ostrakhovitch e
Afanas’ev (2001). A atividade leishmanicida dessa classe de metabdlitos ja foi
verificada em L. amazonensis (ARAUJO; ALEGRIO; LEON,1998), L. peruviana e
L. braziliensis (MARIN et al., 2009), L. infantum (RAMIREZ-MACIAZ et al., 2012).

Recentemente, Inacio, Canto-Cavalheiro e Almeida-Amaral (2013) demonstraram
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gue a epigalocatequina—3—galato, o0 mais abundante flavonoide encontrado no
cha verde, apresenta atividade leishmanicida in vitro e in vivo. Foi observado que
macréfagos infectados com L. amazonensis e tratados com este flavonoide
apresentaram uma diminuicdo da taxa de infeccdo de maneira dose dependente.
Além disso, camundongos Balb/c infectados com o parasito e tratados com o
flavonoide apresentaram diminuigcdo do tamanho das lesGes geradas e diminui¢cédo
da carga parasitaria. O mecanismo de acéo dos flavonoides sobre as leishmanias
foi proposto por Mittra et al. (2000) que concluiram que flavonoides causariam a
apoptose do parasito por induzir a clivagem do cinetoplasto. J& em um trabalho
conduzido por Cruz et al. (2013) foi demonstrado que os flavonoides, além de
alterar o arranjo do DNA mitocondrial, também inibem a enzima arginase, que
participa da biossintese de poliaminas do parasito. Fonseca-Silva et al. (2011),
por sua vez, demonstraram que o tratamento de L. amazonensis com quercetina,
flavonoide mais comum em plantas, aumenta a producéo de espécies reativas do
oxigénio (ERO), promove disfuncdo mitocondrial no parasito e inibe o crescimento

celular.

6.2 ATIVIDADE ANTIAMASTIGOTA

A forma promastigota de Leishmania é amplamente utilizada em estudos
sobre a atividade leishmanicida de plantas (BRITO et al., 2013). Isso se deve a
maior facilidade de manté-las em cultura, ou seja, em condic¢des in vitro. Todavia,
mesmo sendo necessarias avaliagbes com promastigotas, para ter um valor
indicativo de uma possivel atividade leishmanicida do composto testado, é
imprescindivel que sejam realizados testes na forma que sobrevive
intracelularmente no ser humano e é responsavel pela patogenicidade da doenca,
ou seja, a amastigota, demonstrando dessa forma, se ha uma boa acdo do
composto in vitro.

Para a analise da atividade antiamastigota do extrato bruto etanodlico de C.
blanchetianus foram utilizados macrofagos murinos para a infeccdo com o
parasito e posterior tratamento com diferentes doses do extrato por 72 horas. O

resultado mostrou uma inibicdo dose-dependente nas duas espécies de
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Leishmania utilizadas. Os valores do ICsy obtidos foram 3,10 pug/ml e 8,83 pg/ml

para L. amazonensis e L. infantum, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade Ileishmanicida do extrato etanodlico bruto de Croton

blanchetianus em amastigotas de L. amazonensis e L. infantum.

ICso ug /ml (intervalo de confianga)

L. amazonensis 3,10 (2,42 a 3,79)

L. infantum 8,83 (7,43 a 10,24)

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
meédia das trés repeti¢cdes. a=0,05.

Mais uma vez, assim como visto em promastigotas, as formas amastigotas
de L. amazonensis mostraram ser mais sensiveis ao tratamento do que as de L.
infantum. Na menor concentracdo testada (3 pg/ml) houve uma reducdo na
viabilidade em L. amazonensis de cerca de 44%, enquanto que em L. infantum,
este nivel de reducéo so foi observado no tratamento com 7 pg/ml (Figura 11).
Essa reducdo pode ser observada por meio do célculo do indice de infeccao
(Figura 12).

Comparando a atividade leishmanicida do extrato sobre as formas
promastigotas e amastigotas, nas mesmas condi¢des, € possivel notar que o
potencial do extrato em matar os parasitos foi maior na forma amastigota. A
diferenca foi aproximadamente 14 vezes maior em L. amazonensis e 12 vezes
maior em L. infantum. Recentemente, Lima (2014) verificou a atividade
leishmanicida do extrato hidroalcéolico bruto de C. cajucara sobre promastigotas
e amastigotas de L. amazonensis. Sobre promastigotas obteve um ICs, de 18
png/ml em 24h de tratamento. Ja sobre amastigotas axénicas, obteve um ICso del5
png/ml. Dessa forma, observa-se que a atividade leishmanicida encontrada por
Lima (2014) foi relativamente similar entre as duas formas de L. amazonensis, 0
gue difere do resultado encontrado no presente trabalho.

Além da inibicdo do extrato utilizado no presente trabalho ser maior sobre a

forma amastigota, os resultados aqui descritos apontam um ICsy <10 pg/ml, valor
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este que ¢é apontado por Celine e colaboradores como uma atividade
antiamastigota muito boa para um composto natural. Estes autores investigaram a
atividade leishmanicida de 94 extratos de plantas sobre amastigotas axénicas de
L. amazonensis e constataram que apenas oito apresentaram esse padréo de
inibicdo (CELINE et al., 2009).
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Figura 11. Viabilidade da forma amastigota intracelular de L. amazonensis e L.
infantum ao extrato bruto etandlico de C. blanchetianus, em 72 horas de
incubacdo. Os dados sao apresentados como média de dois experimentos
diferentes realizados em duplicata. a=0,05.
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Figura 12. indice de infeccdo de macréfagos murinos peritoneais com amastigotas
de L. amazonensis e L. infantum tratados com o extrato bruto etandlico de C.
blanchetianus. Os dados sdo apresentados como média de dois experimentos
diferentes realizados em duplicata. a=0,05.
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6.3 CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS MURINOS

Para complementar esse estudo, andlises sobre a citotoxicidade do
composto sobre macrofagos nao infectados foram realizadas para demonstrar se
a morte dos parasitos € devido a uma atividade citotoxica geral ou se é um
processo seletivo sobre as leishmanias.

Desta forma, foi verificado um LDsy de 83,79 pg/ml do extrato etandlico
bruto de C. blanchetianus sobre macréfagos murinos peritoneais nao infectados,
no tratamento feito durante 72 horas.

Do mesmo modo, Cossolosso (2013) avaliou a citotoxicidade do 6leo
essencial de C. blanchetianus sobre células monociticas e concluiu que na dose
de 100 pg/ml houve uma citotoxicidade de 50,91%, sendo este 6leo menos
citotéxico do que o extrato avaliado no presente trabalho. No entanto nenhuma
informacdo é dada pela autora acerca da citotoxicidade apresentada por doses
maiores do Oleo essencial sobre essas células, tampouco se ha efeito toéxico
sobre a forma amastigota do parasito.

A razédo entre o LDsp dos macrofagos murinos e o 1Csp dos amastigotas
consiste no Indice de Seletividade (IS). Segundo Weniger et al. (2001), um IS 210
sugere uma maior seguranca no uso do produto testado em células de
mamiferos, pois mostra que a eficacia bioldégica ndo é devido a citotoxicidade
nessas células. De acordo com os resultados aqui apresentados, o IS para L.
amazonensis foi de 27,0. Desse modo, verifica-se que o extrato € 27 vezes mais
toxico aos amastigotas de L. amazonensis do que ao macrofago, ou seja, o efeito
toxico do extrato esta ocorrendo diretamente sobre o amastigota, ndo afetando
toxicamente a célula hospedeira. J& em L. infantum, foi verificado um indice de
seletividade de 9,5, isso significa que o macréfago ndo esta sofrendo um efeito
toxico significativo do extrato, jA que a toxicidade é aproximadamente 10 vezes
maior no parasito. Portanto, nota-se, que o extrato de C. blanchetianus é capaz
de inibir os amastigotas das duas espécies de Leishmania testadas, em
concentracdes baixas (<10 pg/ml), sem, portanto, ser citotéxico para a principal

célula de mamiferos envolvida na infecgéo.
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6.4 DOSAGEM DE NITRITO

A ativacdo do macroéfago infectado € o mecanismo primario para eliminar a
Leishmania. Macréfagos infectados, quando ativados, produzem espécies
reativas do oxigénio (ERO) e intermediarios reativos do nitrogénio, principalmente
0 6xido nitrico (NO), que segundo Costa (2007), € um dos mais potentes radicais
livres com acdo leishmanicida. O NO é produzido pela enzima oOxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) que catalisa a conversdo de arginina em citrulina e gas
de oxido nitrico (MARLETTA, 1994).

Para verificar se a inibicdo parasitaria sobre as formas amastigotas em
macrofagos infectados foi influenciada pela producdo de NO, foi realizada a
dosagem indireta desse radical livre pela quantificacdo de nitrito em macréfagos
ndo infectados e nado tratados com o extrato; macrofagos nado infectados e
tratados com diferentes concentracdes do extrato por 72 horas, e em macréfagos
infectados com L. amazonensis ou L. infantum e tratados com diferentes
concentracfes do extrato, por 72 horas (Figura 13). Verificamos que macréfagos
infectados com L. amazonensis e nao tratados com o extrato produziram 0,43 uM
de nitrito e tratados com 30 pg/ ml do extrato produziram 0,78 uM de nitrito
(Figura 13B). J&4 macrofagos infectados com L. infantum e ndo tratados
produziram 0,69 UM de nitrito e tratados com 30 pg/ ml produziram 0,95 uM de
nitrito (Figura 13C). O controle feito com macréfagos néo infectados e néo
tratados produziu 0,89 uM de nitrito e os macréfagos néo infectados, mas tratados
com 30 pg/ ml produziram 1,03 uM de nitrito (Figura 13A). Contudo, as diferencas
observadas néo foram significativas, indicando que o tratamento com o extrato
nao induziu a producdo do NO pelos macréfagos, independente da infeccdo pelo
parasita. Contrastando com esses resultados, Rosa et al. (2003), utilizando a
fracdo rica em linalol do 6leo essencial de C. cajucara, constatou que houve
modulacdo nos macrofagos murinos pré-tratados com 15 ng e posteriormente
infectados com L. amazonensis, havendo um aumento na producdo de NO de
220% em relacéo ao controle.

Por outro lado, € possivel notar que nos experimentos com macrofagos
infectados houve menor producdo de NO quando comparado ao tratamento com

macrofagos néo infectados, isso pode ser explicado pelo fato da Leishmania inibir
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a ativacdo da INOS e a sintese desse radical livre como ja& demostrado por
Balestieri et al. (2002).

Desse modo, pode-se inferir que o efeito leishmanicida visualizado nos
amastigotas intracelulares, neste trabalho, ndo esteja sendo influenciado pela
acdo do oxido nitrico produzido pelo macréfago e seja exclusivo da acdo do

extrato sobre o parasita.
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Figura 13. Producao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos murinos néo infectados
(A), infectados com L. amazonensis (B) e infectados com L. infantum (C) na
presenca de diferentes concentracfes do extrato etanélico de C. blanchetianus.
Os dados sédo apresentados como média de dois experimentos diferentes
realizados em duplicata. a=0,05.

6.5 ALTERACOES MORFOLOGICAS OBSERVADAS EM PROMASTIGOTAS
TRATADOS COM O EXTRATO DE C. blanchetianus
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O mecanismo de acao do extrato de C. blanchetianus sobre as leishmanias
utilizadas no presente estudo ainda € desconhecido. Componentes quimicos do
extrato podem estar somente lesionando a membrana do parasito ou podem
atravessar a membrana e afetar estruturas presentes apenas no
tripanossomatideo, como é o caso do cinetoplasto. A deteccdo de alteracdes
morfoldégicas nas formas promastigotas contribui para a elucidacdo dos
mecanismos de acdo do composto testado (ADADE; SOUTO-PADRON, 2010).
Essas alterac6es podem ser observadas com o uso de diferentes técnicas de
microscopia, as quais indicam desde alteracdes na superficie celular do parasito
até alteracOes especificas em organelas citoplasmaticas.

Em observacdo direta por microscopia Optica dos promastigotas tratados
com 100 pg/ml do extrato, foram observadas algumas alteracdes morfolégicas

importantes como corpo arredondado e presenca de dois flagelos (Figura 14).

Figura 14. Alteracbes morfolégicas de promastigotas de L. amazonensis ndo
tratados com extrato de C. blanchetianus (A) e tratados com 100 pg/ml do extrato
(B), e de L. infantum néo tratados (C) e tratados com 100 pg/ml do extrato (D). A
seta indica a presenca de flagelo duplo. Aumento 1000x.
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Alteracdes semelhantes nas formas promastigotas também foram
observadas, através de microscopia oOptica, por Silva (2013) no tratamento de L.
amazonensis com extrato de Physalis angulata. Em promastigotas tratados com
50 pg/ml do extrato, foram observadas formas arredondadas com duplo flagelo e
reducdo do tamanho celular. Também verificou, através da microscopia eletrénica
de varredura, a ultraestrutura desses promastigotas atipicos e verificou alteracdes
na citocinese, indicando interferéncia do extrato na divisdo celular e multi-
septacédo do corpo celular. Por microscopia eletronica de transmissao ela verificou
uma Unica bolsa flagelar com dois flagelos, alteracdo na forma e aumento no
tamanho do cinetoplasto e a presenca de multiplas vesiculas na bolsa flagelar,
que sugerem um aumento na exocitose dos compostos toxicos presentes no
extrato. Guimaraes et al. (2010), utilizando um alcaloide isolado de C. pullei,
verificaram a atividade leishmanicida desse composto contra as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e, por meio de microscopia
eletrbnica de transmissdo, observaram alteracbes morfolégicas nas formas
promastigotas tratadas, tais como: aumento no tamanho do cinetoplasto,
condensacdo da cromatina, presenca de estruturas membranosas perto do
complexo de Golgi, alguns corpos vesiculares na bolsa flagelar e alteragbes na
membrana plasmatica e membrana flagelar. Estes achados, segundo os autores,
sdo indicativos de morte por apoptose e sugerem que a substancia testada
interfere no trafego intracelular.

Desse modo, ndo é possivel afirmar o mecanismo de acédo do extrato de C.
blanchetianus sobre as espécies de Leishmania aqui estudadas, porém por meio
da analise das alteracbes morfolégicas encontradas nas promastigotas, como
corpo arredondado e flagelo duplicado, € possivel inferir ao menos a interferéncia
do extrato no processo de divisdo celular do parasito, ja que este ocorre por
biparticdo, sendo comum a adesao celular das células pré-formadas antes da

separacao total de ambas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho demonstram a atividade leishmanicida
do extrato etandlico de C. blanchetianus sobre L. amazonensis e L. Infantum e
nos permite concluir que este extrato apresenta maior atividade frente a espécie
L. amazonensis, principalmente sobre formas amastigotas, sem causar, no

entanto, toxicidade a célula hospedeira do mamifero.



52

8 REFERENCIAS

ABREU, A.S. et al. Constituintes quimicos do caule e das cascas do caule de
croton pullei var. glabrior (euphorbiaceae). Revista Virtual de Iniciacao
Académica da UFPA, v. 1, n. 2, p. 1-9, jul. 2001.

ADADE, C.M.; SOUTO-PADRON, T. Contributions of ultrastructural studies to the
cell biology of trypanosomatids: targets for anti-parasitic drugs. The Open
Parasitology Journal, Ontario, v. 4, p. 178-187, 2010.

ALBUQUERQUE, U.P (Org.). Catalogo de plantas medicinais da Caatinga:
Guia para agdes de extensdo. Sao Paulo: Canal6, 2010b. 68 p.

ALBUQUERQUE, U.P. (Org.) Caatinga: Biodiversidade e qualidade de vida. S&o
Paulo: Canal6, 2010a. 120 p.

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence.
Plos One, San Francisco, v. 7, n. 5, p. 1-12, May 2012.

ALVAR, J.; YACTAYO, S.; BERN, C. Leishmaniasis and poverty. Trends in
Parasitology, Oxford, v. 22, n. 12, p. 552-557, 2006.

AMARAL, J.F. Atividade anti-inflamatoéria, antinociceptiva e gastroprotetora
do 6leo essencial de Croton soderianus Muell. Arg. 2004. 151p. Dissertacdo
(Mestrado em Farmacologia) - Faculdade de Medicina, Universidade Federal do
Cear4, Fortaleza, 2004.

AMATO, V.S. et al. Use of itraconazole in the treatment of mucocutaneous
leishmaniasis: a pilot study. International Journal of Infectious Diseases,
Hamilton, v. 4, n. 3, p. 153-157, 2000.

AMATO, V.S.; ANDRADE JUNIOR, H.F.: DUARTE, M.I1.S. Mucosal leishmaniasis:
in situ characterization of the host inflammatory response, before and after
treatment. Acta Tropica, Basel, v. 85, n. 1, p. 39-49, 2003.

AMATO, VS. Tratamento da leishmaniose tegumentar americana. Boletim
Epidemiol6égico Paulista (Online), v. 26, p. 2-6, 2006. Disponivel em:
http://www.cve.saude.sp.gov.br/agencia/bepa26_Ita.htm. Acesso em: 16 jun.
2014.

ANGELICO, E.C. Avaliacdo das atividades antibacteriana e antioxidante de
croton heliotropiifolius Kunte e croton blanchetianus Baill. 2011. 87 p.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) - Universidade Federal de Campina
Grande, Patos, 2011.

ANTONELLI, L.R.V. et al. Antigen specific correlations of cellular immune
responses in human leishmaniasis suggests mechanisms for immunoregulation.
Clinical and Experimental Immunology, London, v. 136, n. 2, p. 341-348, 2004.



53

ARAUJO, C.C.A.; ALEGRIO, L.V.; LEON, L.L. Antileishmanial activity of
compounds extracted and characterized from Centrolobium sclerophyllum.
Phytochemistry, New York, v. 49, n. 3, p. 751-754, Oct. 1998.

BALESTIERI, F.M. et al. Leishmania (L.) amazonensis-induced inhibition of nitric
oxide synthesis in host macrophages. Microbes and Infection, Paris, v.4, p. 23-
29, 2002.

BARBOSA, |.R. Epidemiologia da leishmaniose visceral no estado do Rio Grande
do Norte, Brasil. Revista de Epidemiologia e Controle de Infecgcdo, Santa
Catarina, v. 3,n. 1, p. 17-21, 2013.

BARBOSA, M.G.V. et al. Fauna de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) em um
foco de leishmaniose tegumentar americana na area periurbana de Manaus,
Estado do Amazonas. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
Brasilia, v. 41, n. 5, p. 485-491, set-out. 2008.

BASSELIN, M. et al. Resistance to pentamidine in Leishmania mexicana involves
exclusion of the drug from the mitochondrion. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, Washington, v. 46, n. 12, p. 3731-3738, Dec. 2002.

BASTOS, V.D. Laboratérios farmacéuticos oficiais e doencas negligenciadas:
perspectivas de politica publica. Revista do BNDES, Rio de janeiro, v. 13, n. 25,
p. 269-298, jun. 2006.

BERMAN, J.D. Human leishmaniasis: clinical, diagnostic, and chemotherapeutic
developments in the last 10 years. Clinical Infectious Diseases, Chicago, v. 24,
n. 4, p. 684-703, Apr. 1997.

BEZERRA, J.L. et al. Avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro de plantas
medicinais. Revista Brasileira de Farmacognosia, Sédo Paulo, v.16, p. 631-637,
dez. 2006.

BLACKWELL, J.M. et al. Genetics and visceral leishmaniasis: of mice and man.
Parasite Imnmunology, Oxford, v. 31, n. 5, p. 254-266, May 2009.

BOMFIM, G. et al. Variation of cytokine patterns related to therapeutic response in
diffuse cutaneous leishmaniasis. Experimental Parasitology, New York, v. 84, n.
2, p. 188-194, 1996.

BRAGA, F.G. et al. Antileishmanial and antifungal activity of plants used in
traditional medicine in Brazil. Journal of Ethnopharmacology, Limerick, v. 11, n.
2, p. 396-402, 2007.

BRASIL. Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006. Aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e da outras providéncias. Diario Oficial,
Brasilia, DF, 22 jun. 2006. Secéo 1, p. 1.



54

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Vigilancia Epidemiolégica. Guia de vigilancia epidemioldgica. 7. ed. Brasilia:
Ministério da Saude, 2009.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Vigilancia Epidemioldgica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose
visceral. Brasilia: Ministério da Saude, 2013.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Vigilancia Epidemioldgica. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de
bolso. 8.ed. Brasilia : Ministério da Saude, 2010a.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana. 2.ed. Brasilia: Ministério
da Saude, 2010b.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Sistema
nacional de vigilancia em saude: relatorio de situacdo: Sergipe. 5.ed. Brasilia:
Ministério da Saude, 2011.

BRITO, A.M.G. et al. Plants with anti-Leishmania activity: integrative review from
2000 to 2011. Revista Brasileira de Farmacognosia, Sao Paulo, v.7, n. 13, p. 34-
41, jan-jun. 2013.

BRYCESON, A. A policy for leishmaniasis with respect to the prevention and
control of drug resistance. Tropical Medicine and International Health, Oxford,
v. 6, n. 11, p. 928-934, Nov. 2001.

CARVALHO, E.M. Parasite, vectors and reservoirs as determinants of
tegumentary leishmaniasis. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Brasilia, v. 45, n. 4, p. 423-424, Jul-Aug. 2012.

CDC. Centers for Disease Control and Prevention. Leishmaniasis. Disponivel
em: <http://www.cdc.gov/ncidod/dpd/parasites/leishmania/>. Acesso em 03 jun.
2014.

CELINE, V. et al. Medicinal plants from the Yanesha (Peru): Evaluation of the
leishmanicidal and antimalarial activity of selected extracts. Journal of
Ethnopharmacology, Limerick, v. 123, n. 3, p. 413-422, 2009.

CELLA, W. et al. Seventeen years of american cutaneous leishmaniasis in a
Southern Brazilian municipality. Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Séo Paulo, Sao Paulo, v. 54, n. 4, p. 215-218, Jul-Aug. 2012.

CHAPPUIS, F. et al. Visceral leishmaniasis: what are the needs for diagnosis,
treatment and control?. Nature Reviews Microbiology, London, v. 5, n. 11, p.
873-882, Nov. 2007.



55

CLAUDINO, V.D. et al. Drimanes from Drimys brasiliensis with leishmanicidal and
antimalarial activity. Memadrias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.
108, n. 2, p. 140-144, Apr. 2013.

COLLIN, N. et al. Sand fly salivary proteins induce strong cellular immunity in a
natural reservoir of visceral leishmaniasis with adverse consequences for
Leishmania. PLoS Pathogens, San Francisco, v. 5, n. 5, p. 1-11, May 2009.

COSSOLOSSO, D. S. Atividades leishmanicida e antioxidante dos oOleos
essenciais de plantas encontradas no nordeste brasileiro. 2013. 93 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Faculdade de Veterinaria,
Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza, 2013.

COSTA, |.S. Agcdo da molécula doadora de acido nitrico S-Nitrosoglutationa
(GSNO) na leismaniose cutanea experimental. 2007. Dissertacéo (Mestrado em
Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2007.

COSTA, J.F. Aspectos imunopatogénicos da leishmaniose cutanea difusa:
fatores da Leishmania e do hospedeiro. 2013. 105 p. Tese de Doutorado (Pés-
graduacdo em Patologia Humana) — Faculdade de Medicina, Universidade
Federal da Bahia, Bahia, 2013.

COSTA, J.M.L. Epidemiologia das leishmanioses no Brasil. Gazeta Médica da
Bahia, Bahia, v. 75, n. 1, p. 3-17, jan-jun. 2005.

CROFT, S.L.; SEIFERT, K.; YARDLEY, V. Current scenario of drug development
for leishmaniasis. Indian Journal of Medical Research, New Delhi, v. 123, n. 3,
p. 399-410, Mar. 2006.

CROFT, S.L.; SUNDAR, S.; FAIRLAMB, A.H. Drug Resistance in Leishmaniasis.
Clinical Microbiology Reviews, Washington, v. 19, n. 1, p. 111-126, Jan. 2006.

CRUZ, E.M. et al. Leishmanicidal activity of Cecropia pachystachya flavonoids:
arginase inhibition and altered mitochondrial DNA arrangement. Phytochemistry,
New York, v. 89, p. 71-77, 2013.

CUNNINGHAN, A.C. Parasitic adaptive mechanisms in infection by Leishmania.
Experimental and Molecular Pathology, New York, v. 72, n. 2, p. 132-141,
2002.

DANTAS-TORRES, F. The role of dogs as reservoirs of Leishmania parasites,
with emphasis on Leishmania (Leishmania) infantum and Leishmania (Viannia)
braziliensis. Veterinary Parasitology, Amsterdam, v. 149, n. 3-4, p. 139-146,
2007.

DANTAS-TORRES, F.; BRANDAO-FILHO, S. P. Expansdo geogréfica da
leishmaniose visceral no Estado de Pernambuco. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, Brasilia, v. 39, n. 4, p. 352-356, jul-ago. 2006.



56

DEMICHELLI, C. et al. Antimony(V) complex formation with adenine nucleosides in
agueous solution. Biochimica et Biophysica Acta, Amsterdam, v. 1570, n. 3, p.
192-198, 2002.

DESJEUX, P. Leishmaniasis: current situation and new perspectives.
Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases, Oxford, v.
27,n. 5, p. 305-318, 2004.

DEY, S. et al. High level arsenite resistance in Leishmania tarentolae is mediated
by an active extrusion system. Molecular and Biochemical Parasitology,
Amsterdam, v.67, n. 1, p. 49-57, 1994.

DYE, C.; WILLIAMS, B.G. Malnutrition, age and the risk of parasitic disease:
visceral leishmaniasis revisited. The Royal Society, London, v. 254, n. 1339, p.
33-39, Oct. 1993.

ESCH, K.J.; PETERSEN, C.A. Transmission and epidemiology of zoonotic
protozoal diseases of companion animals. Clinical Microbiology Reviews,
Washington, v. 26, n. 1, p. 58-85, Jan. 2013.

FEIJO, AM. et al. Plantas medicinais utilizadas por idosos com diagnostico de
Diabetes mellitus no tratamento dos sintomas da doenca. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, Botucatu, v.14, n.1, p.50-56, 2012.

FIGUEREDO, F.G. et al. Avaliacdo das potenciais atividades tripanocida e
antileishmania do extrato de folhas de Piper arboreum (Piperaceae) e de suas
fracOes. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Béasica e Aplicada, Araraquara, V.
35, n. 1, p. 149-154, 2014.

FONSECA-SILVA, F. et al. Reactive oxygen species production and mitochondrial
dysfunction contribute to quercetin induced death in Leishmania amazonensis.
Plos One, San Francisco, v. 6, n. 2, p. 14666- 14672, 2011.

FREZARD, F. et al. Glutathione-induced conversion of pentavalent antimony to
trivalent antimony in meglumine antimoniate. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, Washington, v. 45, n. 3, p. 913-916, Mar. 2001.

GIL, E.S. et al. Leishmaniase: arsenal terapéutico e alvos moleculares. Vita et
Sanitas, Goiés, v. 1, n. 1, 2007.

GOES, M.A.0.; JERALDO, V.L.S. Caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos
pacientes internados com leishmaniose visceral em hospital de referéncia.
Revista da Sociedade Brasileira de Clinica Médica, S&o Paulo, v. 11, n. 3, p.
227-231, jul-set. 2013.

GOES, M.A.O.; MELO, C.M.; JERALDO, V.L.S. Série temporal da leishmaniose
visceral em Aracaju, estado de Sergipe, Brasil (1999 a 2008): aspectos humanos
e caninos. Revista Brasileira de Epidemiologia, Sado Paulo, v. 15, n. 2, p. 298-
307, 2012.



57

GONCALVES, A.L. Estudo da atividade antimicrobiana de algumas arvores
medicinais nativas com potencial de conservacao/recuperacao de florestas
tropicais. 2007. 211 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro,
2007.

GOSSAGE, S.M.; ROGERS, M.E.; BATES, P.A. Two separate growth phases
during the development of Leishmania in sand flies: implications for understanding
the life cycle. International Journal for Parasitology, New York, v. 33, n. 10,
p.1027-1034, Sept. 2003.

GOURBAL, B. et al. Membrane transport, structure, function and biogenesis : drug
uptake and modulation of drug resistance in Leishmania by an aquaglyceroporin.
Journal of Biological Chemistry, Baltimore, v. 279, n. 30, p. 31010-31017, July
2004.

GOVAERTS, R.; FRODIN, D. G.; RADCLIFFE-SMITH, A. World checklist and
bibliography of Euphorbiaceae. Kew: Royal Botanic Gardens. 2000. 1621 p.

GRAMICCIA, M.; GRADONI, L. The current status of zoonotic leishmaniases and
approaches to disease control. International Journal for Parasitology, New
York, v. 35, n. 11-12, p. 1169-1180, 2005.

GREEN, L.C. et al. Analyses of nitrate, nitrite and [15N]nitrate in biological fluids.
Analytical Biochemistry, New York, v.126, p. 131-138, 1982.

GUIMARAES, R.L.V. et al. Activity of the julocrotine, a glutarimide alkaloid from
Croton pullei var. glabrior, on Leishmania (L.) amazonensis. Parasitology
Research, Berlin, v. 107, n. 5, p. 1075-1081, 2010.

HANDMAN, E.; BULLEN, D.V.R. Interaction of Leishmania with the host
macrophage. Trends in Parasitology, Oxford, v. 18, n. 8, p. 332-334, Aug. 2002.

HERWALDT, B.L. Leishmaniasis. Lancet, Minneapolis, v. 354, n. 9185, p. 1191-
1199, 1999.

HPMED. Horto de Plantas Medicinais. Universidade Federal de Alfenas.
Disponivel em: <http://www.unifal-mg.edu.br/hpmed/files/RENISUS.pdf>. Acesso
em: 10 jun. 2014.

JHINGRAN, A. et al. Paromomycin : uptake and resistance in Leishmania
donovani. Molecular and Biochemical Parasitology, Amsterdam, v. 164, p. 111-
117, 20009.

INACIO, J.D.F.; CANTO-CAVALHEIRO, M.M.; ALMEIDA-AMARAL, E.E. In Vitro
and in Vivo Effects of (-)-Epigallocatechin 3-O-gallate on Leishmania
amazonensis. Journal of Natural Products, Cincinnati, v. 76, p. 1993-1996,
2014.



58

KAPPAGODA, S.; LOANNIDIS, J.P. Prevention and control of neglected tropical
diseases: overview of randomized trials, systematic reviews and meta-analyses.
Bulletin of the World Health Organization, Geneve, v. 92, n.5, p. 356-366, May
2014.

KARP, C.L. et al. In vivo cytokine profiles in patients with kala-azar: marked
elevation of both interleukin-10 and interferon gamma. The Journal of Clinical
Investigation, Durham, v. 91, n. 1, p. 1644-1648, Apr. 1993.

KILLICK-KENDRICK, R. Phlebotomine vectors of the leishmaniases: a review.
Medical and Veterinary Entomology, Oxford, v. 4, n. 1, p. 1-24, 1990.

LAINSON, R. et al. American visceral leishmaniasis: on the origin of Leishmania
(Leishmania) chagasi. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, London, v. 81, n. 3, p. 517, 1987.

LAINSON, R. The Neotropical Leishmania species: a brief historical review of their
discovery, ecology and taxonomy. Revista Pan-Amazénica de Saude, Par4, v.1,
n. 2, p. 13-32, 2010.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. The role of animals in the epidemiology of South
American leishmaniasis. In: LUMSDEN, W.H.R, EVANS, D.A (Ed.). Biology of
the Kinetoplastida. London: Academic Press, 1979. p. 1-116.

LIMA, G.S de. Estudo da atividade tripanossomicida e leishmanicida de
extratos, fracbes e terpenos de Croton cajucara benth. 2014. 75 p. Tese
(Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecuaria) - Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

LINDHOLZ, C.G. Identificacdo e caracterizacdo das espécies de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae), infectados por Leishmania spp. no
municipio de Sao Borja, Rio Grande do Sul, Brasil. 2012. 42 p. Monografia
(Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Faculdade de Biociéncias, Universidade
Catdlica, Rio Grande do Sul, 2012.

LOPES, A.H. et al. Trypanosomatids : odd organisms, devastating diseases. The
Open Parasitology Journal, Ontario, v. 4, n. 1, p. 30-59, 2010.

MAIA, C. et al. Experimental transmission of Leishmania infantum by two major
vectors: a comparison between a viscerotropic and a dermotropic strain. Plos
Neglected Tropical Diseases, San Francisco, v. 5, n. 6, p. 1-6, June 2011.

MANDAL, G. et al. Increased levels of thiols protect antimony unresponsive
Leishmania donovani field isolates against reactive oxygen species generated by
trivalent antimony. Parasitology, Londom, v. 134, n. 12, p. 1679-1687, 2007.

MARIN, C. et al. Antileishmaniasis activity of flavonoids from Consolida oliveriana.
Journal of Natural Products, Cincinnati, v. 72, n. 6, p. 1069-1074, 2009.



59

MARLETTA, M.A. Nitric oxide synthase: aspects concerning structure and
catalysis. Cell, Cambridge, v.78, n. 6, p.927-930, 1994.

MARTINS-MELO, F.R. et al. Mortality and case fatality due to visceral
leishmaniasis in Brazil: a nationwide analysis of epidemiology, trends and spatial
patterns. Plos One, San Franscisco, v. 9, n. 4, p. 1-14, Apr. 2014.

MAURICIO, I.L.; STOTHARD, J.R.; MILES, M.A. The strange case of Leishmania
chagasi. Parasitology Today, Cambridge, v. 16, n. 5, p. 188-189, 2000.

MCCALL, L.I.; ZHANG, W.W.; MATLASHEWSKI. Determinants for the
development of visceral leishmaniasis disease. Plos Pathogens, San Francisco,
v.9,n. 1 p.1-7,Jan. 2013.

MCCHESNEY, J.D.; CLARCK, A.M.; SILVEIRA, E.R. Antimicrobial diterpenes of
Croton sonderianus, 1. Hardwickic and 3,4-secotrachylobanoic acids. Journal of
Natural Products, Cincinnati, v. 54, n. 6, p. 1625-1633, 1991.

MELO, G.F.A. Estudo da composi¢cdo quimica e da atividade antibacteriana
in vitro e em alimento do 6leo essencial de Croton blanchetianus Baill. 2011.
96 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2011.

MELO, G.F.A. et al. The sensitivity of bacterial foodborne pathogens to Croton
blanchetianus Baill essential oil. Brazilian Journal of Microbiology, Sédo Paulo,
V.44, n. 4, p. 1189-1194, 2013.

MICHELETTI, A.C.; BEATRIZ, A. Progressos recentes na pesquisa de compostos
organicos com potencial atividade leishmanicida. Revista Virtual de Quimica, v.
4,n. 3, p. 268-286, mai-jun. 2012.

MITTRA, B. et al. Luteolin, an abundant dietary component is a potent
antileishmanial agent that acts by inducing topoisomerase Il-mediated kinetoplast
DNA cleavage leading to apoptosis. Molecular Medicine, Cambridge, v. 6, p.
527-541, 2000.

MOHAPATRA, S. Drug resistance in leishmaniasis: Newer developments.
Tropical Parasitology, Mumbay, v. 4, n. 1, p. 1-9, Jan. 2014.

MOLINA, I. et al. Efficacy of liposomal amphotericin B for secondary prophylaxis of
visceral leishmaniasis in HIV-infected patients. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, London, v. 60, n. 4, p. 837-842, 2007.

MONGE-MAILO, B.; LOPEZ-VELEZ, R. Therapeutic options for old world
cutaneous leishmaniasis and new world cutaneous and mucocutaneous
leishmaniasis. Drugs, New York, v. 73, n. 17, p. 1889-1920, Oct. 2013.

MORAIS, S.M. et al. Larvicidal activity of essential oils from Brazilian Croton
species against Aedes aegypti. Journal of the American Mosquito Control
Association, Fresno CA, v. 22, n.1, p. 161-164, 2006.



60

NAVIN, T.R. et al. Placebo-controlled clinical trial of sodium stibogluconate
(Pentostam) versus ketoconazole for treating cutaneous leishmaniasis in
Guatemala. Journal of Infectious Diseases, Chicago, v. 165, p.528-534, 1992.

NEVES, D. P. (Ed.) Parasitologia humana. 11. ed. S&do Paulo: Atheneu, 2010.
494p.

OLIVEIRA, V.C.S. et al. Effects of essential oils from Cymbopogon citratus (DC)
Stapf., Lippia sidoides Cham., and Ocimum gratissimum L. on growth and
ultrastructure of Leishmania chagasi promastigotes. Parasitology Research,
Berlin, v.104, p. 1053-1059, 2009.

OLLIARO, P.L. et al. Treatment options for visceral leishmaniasis: a systematic
review of clinical studies done in India, 1980-2004. Lancet Infectious Diseases,
New York, v. 5, n. 12, p. 763-774, Dec. 2005.

OSTRAKHOVITCH, E.A.; AFANAS’EV, |.B. Oxidative stress in rheumatoid arthritis
leukocytes: suppression by rutin and other antioxidants and chelators.
Biochemical Pharmacology, Oxford, v. 62, n. 6, p. 743-746, 2001.

PAES-GONCALVES, H. et al. The leishmanicidal activity of a cyclopentenedione
derivative isolated from the roots of a native Amazonian pepper (Piper
carniconnectivum). Revista Brasileira de Farmacognosia, S&do Paulo, v. 22, n. 5,
p. 1018-1023, Set-Oct. 2012.

PALMEIRA-JUNIOR, S.F. et al. Constituintes quimicos das folhas e caule de
Croton sellowii (Euphorbiaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, S&o
Paulo, v. 16, n.3, p. 397-402, jul-set. 2006.

PAVLI, A.; MALTEZOU, H.C. Leishmaniasis, an emerging infection in travelers.
International Journal of Infectious Diseases, Hamilton, v. 14, n. 12, p. 1032-
1039, 2010.

PELISSARI, D.M. et al. Tratamento da leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar americana no Brasil. Epidemiologia e Servicos de Saude, Brasilia,
v. 20, n. 1, p. 107-110, 2011.

PIOVESAN, A. Epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana (LTA)
no estado do Mato Grosso do Sul no periodo de 2001 a 2010. 2012. 110 p.
Dissertacdo (Mestrado em Vigilancia em Saude nas Fronteiras) — Escola Nacional
de Saude Publica - ENSP, Dourados, 2012.

PURKAIT, B. et al. Mechanism of amphotericin B resistance in clinical isolates of
Leishmania donovani. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Washington, v.
56, n. 2, p. 1031-1041, 2012.

RABELO, A.; ORSINI, M.; DISCH, J. Leishmania/HIV co-infection in Brazil: an
appraisal. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, Liverppol, v. 97, n. 1,
p. 17-28, 2003.



61

RAMIREZ-MACIAZ, I. et al. Leishmanicidal activity of nine novel flavonoids from
Delphinium staphisagria. The Scientific World Journal, Cairo, v. 2012, p. 1-10,
2012.

RATH, S. et al. Antimoniais empregados no tratamento da leishmaniose: estado
da arte. Quimica Nova, S&o Paulo, v. 26, n. 4, p. 550-555, 2003.

RAYCHAUDHURY, B. et al. Antiparasitic activity of a triphenyl tin complex against
Leishmania donovani. Acta tropica, Basel, v. 95, n. 1, p. 1-8, 2005.

READY, P. Biology of phlebotomine sand flies as vectors of disease agents.
Annual Review of Entomology, Palo Alto, v. 58, p. 227-250, 2013.

READY, P. Epidemiology of visceral leishmaniasis. Clinical Epidemiology,
Oxford, v. 6, p. 147-154, May 2014.

REIS, L.C. et al. Mecanismos imunologicos na resposta celular e humoral na
leishmaniose tegumentar americana. Revista de Patologia Tropical, Goiania, v.
35, n. 2, p. 103-115, mai-ago. 2006.

REIS, R.S. et al. Ocorréncia de flebotomineos (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) no ambiente peridomiciliar em area de foco de transmissédo de
leishmaniose tegumentar no municipio de Manaus, Amazonas. Acta Amazénica,
Manaus, v. 43, n. 1, p. 121-124, 2013.

REITHINGER, R. et al. Cutaneous leishmaniasis. Lancet Infectious Diseases,
New York, v. 7, p. 581-596, Sept. 2007.

REVEIZ, L. et al. Interventions for american cutaneous and mucocutaneous
leishmaniasis: a systematic review update. Plos One, San Francisco, v. 8, n. 4, p.
1-14, Apr. 2013.

RIBEIRO, M. D. Diagnostico ambiental em saulde: ecoepidemiologia da
leishmaniose tegumentar americana no estado do Acre. 2013. 72 p. Dissertagao
(Mestrado em Promocéao de Saude) — Universidade de Franca, Franca, 2013.

RIBEIRO, T.G. et al. Antileishmanial activity and cytotoxicity of Brazilian plants.
Experimental Parasitology, New York, v. 143, p. 1-9, May 2014.

ROCHA, L.G. et al. A review of natural products with antileishmanial activity.
Phytomedicine, Stuttgart, v. 12, n. 6-7, p. 514-535, 2005.

ROHOUSOVA, |. et al. Salivary gland transcriptomes and proteomes of
Phlebotomus tobbi and Phlebotomus sergenti, vectors of leishmaniasis. Plos
Neglected Tropical Diseases, San Francisco,v. 6, n. 5, p. 1-27, May 2012.

ROSA, M.S.S. et al. Antileishmanial activity of a linalool-rich essential oil from
Croton cajucara. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Washington, v.47,
n. 6, p. 1895-1901, June 2003.



62

SALATINO, A.; SALATINO, M.L.F.; NEGRI, G. Traditional uses , chemistry and
pharmacology of Croton species (Euphorbiaceae). Journal of the Brazilian
Chemical Society, Séo Paulo, v. 18, n. 1, p. 11-33, 2007.

SANTANA, V.S. Estudo comparativo de Oleos essenciais de espécies de
Croton do estado de Sergipe. 2011. 96 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) -
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovao, 2011.

SANTOS, M.L.B. Caracterizacdo fenotipica de isolados de Leishmania
Chagasi naturalmente resistentes ao antimonial. 2013. 59 p. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Parasitaria) — Universidade Federal de Sergipe, Sao
Cristévéao, 2013.

SEIFERT, K. et al. Characterization of Leishmania donovani promastigotes
resistant to hexadecylphosphocholine (miltefosine). International Journal of
Antimicrobial Agents, Amsterdam, v. 22, n. 4, p. 380-387, Oct. 2003.

SHARMA, U.; SINGH, S. Insect vectors of Leishmania: distribution, physiology
and their control. Journal of Vector Borne Diseases, Delhi, v. 45, n. 4, p. 255-
272, Dec. 2008.

SILVA, AAS. et al. Estudo fitoquimico e atividades biolégicas do lim&ozinho
Zanthoxylum syncarpum Tull. Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal,
Ceard, v. 8, n. 2, p. 37-53, jan-mar. 2014.

SILVA, J.S. et al. Sinopse das espécies de Croton L. (Euphorbiaceae) no estado
de Pernambuco, Brasil. Acta Botanica Brasilica, Sdo Paulo, v. 24, n. 2, p. 441-
453, 2010.

SILVA, N. C.C. Estudo comparativo da agao antimicrobiana de extratos e
O0leos essenciais de plantas medicinais e sinergismo com drogas
antimicrobianas. 2010. 75p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Geral e
Aplicada) - Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
2010.

SILVA, R.R.P. Atividade leishmanicida do extrato da raiz de Physalis
angulata e sua acdo na célula hospedeira. 2013.106 p. Dissertacdo (mestrado
em Neurociéncias e Biologia Celular) - Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Para, Belém, 2013.

SILVEIRA, E.R. Contribuicdo ao conhecimento quimico de plantas nativas do
Nordeste — Croton sonderianus Muell. Arg. 1979. Tese (Quimica Organica) -
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 1979. Apud ANGELICO, E.C.
Avaliacdo das atividades antibacteriana e antioxidante de croton
heliotropiifolius Kunte e croton blanchetianus Baill. 2011. 87 p. Dissertacao
(Mestrado em Zootecnia) - Universidade Federal de Campina Grande, Patos,
2011.

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P. A pesquisa e a producdo brasileira de
medicamentos a partir de plantas medicinais: a necessaria interagdo da industria



63

com a academia. Revista Brasileira de Farmacognosia, Sado Paulo, v.12, n. 1,
p. 35-40, 2002.

SINGH, N. et al. Natural product based leads to fight against leishmaniasis.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, Oxford, v. 22, n. 1, p. 18-45, 2014.

SINGH, N.; KUMAR, M.; SINGH, R. Leishmaniasis: current status of available
drugs and new potential drug targets. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine, v. 5, n. 6, p. 485-497, 2012.

SIQUEIRA, F.F.S. Potencial de extratos aquosos de plantas da caatinga
sobre o acaro verde da mandioca mononychellus tanajoa bondar (acari:
tetranychidae). 2013. 36 p. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) -
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Serra Talhada, 2013.

SOARES-BEZERRA, R.J.; LEON, L.; GENESTRA, M. Recentes avanc¢os da
quimioterapia das leishmanioses: moléculas intracelulares como alvo de
farmacos. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Séo Paulo, v. 40, n. 2,
p. 139-148, abr-jun. 2004.

SOUZA-MOREIRA, T.M.; SALGADO, H.R.N.; PIETRO, R.C.L.R. O Brasil no
contexto de controle de qualidade de plantas medicinais. Revista Brasileira de
Farmacognosia, Sdo Paulo, v. 20, n. 3, p. 435-440, jun-jul. 2010.

SUNDAR, S. et al. Short-course of oral miltefosine for treatment of visceral
leishmaniasis. Clinical Infectious Diseases, Chicago, v. 31, n. 4, p. 1110-1103,
Oct. 2000.

TAVARES, L.M.S.A.; TAVARES, E.D. Incidéncia, distribuicdo geogréfica e
aspectos ambientais das areas andémicas da leishmaniose visceral em Sergipe.
Informe Epidemiolégico do SUS, Brasilia, v.8, n.1, p.47-52, jan-mar. 1999.

VIEIRA, M.G.S. et al. B-cell infiltration and frequency of cytokine producing cells
differ between localized and disseminated human cutaneous leishmaniases.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 97, n. 7, p. 979-983,
Oct. 2002.

WENIGER, B. et al. Antiprotozoal activities of Colombian plants. Journal of
Ethnopharmacology, Limerick, v. 78, n. 2-3, p. 193-200, 2001.

WERNECK, G.L. et al. The urban spread clues from of visceral spatial
leishmaniasis: analysis. Epidemiology, Baltimore, v. 13, n. 3, p. 364-367, May
2002.

WHEELER, R.J.; GLUENZ, E.; GULL, K. The cell cycle of Leishmania:
morphogenetic events and their implications for parasite biology. Molecular
Microbiology, Oxford, v. 79, n. 3, p. 647-662, 2011.

WHO. World Health Ornanization. Control of the leishmanises: Report of a
meeting of the WHO Expert Committee on the Control of Leishmaniases, Geneva:
World Health Organization, 2010.



64

. World Health Ornanization. Status of endemicity of cutaneous
leishmaniasis, worldwide, 2012. Disponivel em:
<http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_CL_2013.png>
Acesso em: 10 jun. 2014a.

World Health Ornanization. Status of endemicity of visceral
leishmaniasis, worldwide, 2012. Disponivel em:
<http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013.png>
Acesso em: 10 jun. 2014b.



