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Resumo

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é causada por trés
principais espécies, dentre elas a Leishmania (Leishmania) amazonensis. O
tratamento disponivel possui alto efeito toéxico que impede a continuidade do
tratamento gerando altos gastos ao sistema de saude. Dessa forma, este
estudo investigou a atividade leishmanicida do cinamaldeido sobre formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis e avaliou a citotoxicidade para as
células vermelhas do sangue, visando 0 seu uso como uma nova estratégia
para o tratamento da LTA. Adicionou-se o cinamaldeido diluido em placas
contendo o parasito, e incubou-as por 24, 48 e 72 horas a 25°C. As placas
foram centrifugadas e foi adicionada uma solucdo de XTT e PMS em salina.
ApoOs 3 horas de incubagdo a 37°C a leitura foi realizada em leitor de
microplacas. Para a atividade sobre as células vermelhas do sangue
preparou-se uma suspensdo de hemécias em solugdo salina estéril de
glicose. O cinamaldeido e a suspensdao de hemacias foram encubados a
37°C. Apbs 2 horas as placas foram centrifugadas e os sobrenadantes lidos
em leitor de microplacas. O cinamaldeido, portanto, apresentou DL50 de
212,24; 212,20 e 212,14 com erro padrao de + 0,031 para 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. Apresentando atividade leishmanicida sobre as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Ja a citotoxicidade em células
vermelhas do sangue revelou 0% de hemdlise de 62,5uM a 2000uM e
apenas 1,9% de hemodlise na concentracdo de 4000uM do cinamaldeido,
nao apresentando toxicidade para as células vermelhas do sangue.

Introducao

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca
infecciosa, ndo contagiosa e de evolugdo cronica. A LTA € considerada
uma das seis doencas infecciosas mais importantes do mundo
(Organizagdo Mundial da Saude, 2010) e é causada pelos protozoarios do
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género Leishmania. Dentre as principais espécies envolvidas em sua
etiologia no Brasil encontra-se a Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Seus sintomas apresentam-se como lesdes ulceradas na pele que podem
variar em tamanho e quantidade.

O tratamento de primeira escolha para a LTA sdo os antimoniais
pentavalentes, sintetizados pela primeira vez por volta de 1945. A dose
recomendada é de 20mg Sb*/Kg/dia, por 30 dias, através da via parenteral.
A segunda opcao de tratamento € a anfotericina B e a pentamidina. Esses
medicamentos além de possuirem elevada toxicidade, e média eficacia,
proporcionam seérios efeitos colaterais que fazem necessaria a interrupcéo
do tratamento, ou levam a desisténcia por parte do préprio paciente.

Dessa forma, o cinamaldeido vem sendo estudado em diversas areas,
como a industria alimenticia, cosmética e farmacéutica com resultados
promissores. Apresenta atividade antifungica (LORENZETTI, 2011),
atividade antibacteriana (PROBST, 2012, BURU, 2014), anti-inflamatoria
(CHAO, 2008; MUHAMMAD, et al, 2014) e anti-diabética (MING-YAN, et al,
2015).

Materiais e métodos

Substancias Quimicas

O cinamaldeido (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, EUA) testado e a
anfotericina B (Cristdlia, S&8o Paulo, SP, Brasil), usada como controle
positivo da atividade leishmanicida, foram adquiridos comercialmente.

Cultivo de parasitos

A L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1977/LTB0016) foi cultivada em
meio de cultura 199 suplementado com 10% de soro bovino, 1% urina
humana estéril, 2 mM de L—glutamina, 100 Ul/mL de penicilina G e 100
ug/mL de sulfato de estreptomicina a 25°C e pH 7,2 . Os parasitos foram
mantidos por cultivos periédicos.

Atividade sobre formas promastigotas

Os parasitos (4x10° promastigotas/mL) foram incubados com
cinamaldeido (1000 a 0,48 puM) diluido seriadamente em razdo dois em
placas de cultura de 96 pocos. As placas foram incubadas por 24, 48 e 72
horas a 25°C. Apés as placas foram centrifugadas e em seguida adicionou-
se uma solucdo de XTT (500 pug/mL) e PMS (50 pg/mL) em salina 0,9% e
incubadas a 37°C e CO, . ApGs 3 horas a leitura foi realizada em leitor de
microplacas nos filtros 450/620nm. Os experimentos foram realizados em
triplicata.

Citotoxicidade para células vermelhas do sangue

Foi preparada uma suspensao de heméacias a 6 % de sangue humano
fresco desfibrinado em solugdo salina estéril de glicose a 1%. O
cinamaldeido (4000 a 62,5 uM) foi distribuido em placas de cultura de 96
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pocos e incubado com a suspensdo de hemacias a 37°C. Apos 2 horas, as
placas foram centrifugadas e os sobrenadantes foram retirados e passados
para outra placa que foi lida em leitor de microplacas a 550 nm.

Resultados e Discussao

A atividade leishmanicida do cinamaldeido apresentou DLsy de 212,24
puM; 212,20 uM e 212,14 pM com erro padrao de + 0,031 uM para 24, 48 e
72 horas, respectivamente, de incubacdo com as promastigotas de L. (L.)
amazonensis. O cinamaldeido, nas concentragfes entre 125 e 1000uM,
apresentou de 41% a 84% de atividade antifungica de controle para os
fungos Botrytis cinerea isolado de morangueiro (LORENZETTI, 2011). J&
para as cepas, de diferentes linhagens, de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, e Salmonella typhimurium apresentou ClMgy, de 0,23
mg/ml (PROBST, 2012).
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Figural: Atividade leishmanicida do cinamaldeido sobre as formas promastigotas
de L.(L.) amazonensis.

A citotoxicidade em células vermelhas do sangue revelou 0% de
hemdlise nas concentracdes de 62,5 uM a 2000 pM e apenas 1,9% de
células vermelhas hemolisadas na concentracdo de 4000 pM do
cinamaldeido. Ja a anfotericina B, com a mesma metodologia, apresentou
84,07% de hemolise em 16,9 uM (Mello, et al, 2014). Dessa forma, o
cinamaldeido demonstra ser menos téxico que a anfotericina B para as
células vermelhas do sangue.
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Conclusbes

O cinamaldeido, portanto, demonstrou atividade leishmanicida sobre
as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e nao apresentou
toxicidade as células vermelhas do sangue. Novos estudos devem ser
realizados a fim de avaliar seus efeitos in vivo.
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