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Resumo:

As leishmanioses sé&o doencas infecciosas, ndo contagiosas, causadas por
protozoarios do género Leishmania. O tratamento ocorre a longo prazo (30
dias), por aplicacdo parenteral, endovenosa, nao podendo ser interrompido.
As drogas usadas apresentam elevada toxicidade, explicando assim a busca
de alternativas para o tratamento, como o cinamaldeido. O objetivo deste
trabalho foi investigar o mecanismo de agao anti-Leishmania do
cinamaldeido sobre as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, visando 0 seu uso como tratamento par as leishmanioses.
Nesse contexto, formas promastigotas de L. amazonensis foram incubadas
com cinamaldeido por 24h e avaliadas em Microscopio Eletronico de
Varredura. O cinamaldeido também foi avaliado quanto a capacidade de
fragmentar o DNA e de alterar a permabilidade de membrana dos parasitos.
Observou-se que o cinamaldeido promoveu alteragbes morfolégicas e
ultraestruturais importantes nas formas promastigotas de L. amazonensis.
Maiss estudos in vitro e in vivo sdo necessarios para compreender o
mecanismo de acdo anti-Leishmania do cinamaldeido.

Introducao

As leishmanioses sdo doencas infecciosas, ndo contagiosas, de
evolucdo crbnica, causadas por protozodrios do género Leishmania. Sao
uma das seis doengas infecciosas mais importantes no mundo, endémicas
em 88 paises, sendo que o Brasil € um dos 10 paises com a maioria dos
relatos de casos de leishmaniose cutanea no mundo (WHO, 2017).

A leishmaniose tegumentar (LT), umas das principais formas clinicas
das leishmanioses, se manifesta como lesdes ulceradas na pele e mucosas,
propiciando marcas permanentes, desfiguracdo, debilidades e problemas
psicossociais (BRASIL, 2017)

A primeira opcéo de tratamento para LT é baseada em antimoniais
pentavalentes, como o Glucantime®, durante 20 a 30 dias, por via
endovenosa. A segunda opcao é a anfotericina B, que requer administracéo
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hospitalar. Ambas as opc¢des de tratamento possui eficdcia varidvel e
elevada toxicidade (BRASIL, 2017), além de poder causar efeitos colaterais
graves e desconforto ao paciente, proporcionando altos indices de
desisténcia terapéutica, recidiva da doenca e resisténcia do parasito.

O cinamaldeido, composto majoritario do 6leo essencial extraido da
casca da canela, possui diversas atividades antimicrobianas relatadas na
literatura (XIE et al., 2017), além da atividade anti-Leishmania (dados ainda
nao publicados). Neste contexto € importante investigar o mecanismo de
acao do cinamaldeido, visando seu uso como tratamento de leishmanioses.

Materiais e métodos

Microscopia Eletrénica de Varredura

Formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
foram incubadas com cinamaldeido por 24 horas, fixadas em glutaraldeido a
2,5%, desidratadas em uma série de alcoois, submetidas a secagem em
ponto critico em um Bal-Tec CPD-030, metalizado em ouro em um Balzers
SCD-030. A leitura foi realizada com um microscopio eletrbnico de
varredura EV JSM-6360 LV.
Fragmentacao de DNA

L. amazonensis (1x10" parasitos/mL) foram tratadas com
cinamaldeido durante 24 h. Os sedimentos foram ressuspensos em tampao
de digestdo (EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM e pH 8,0 e laurilsulfato de sodio
a 0,5%), adicionados 0,5 mg/ml de proteinase K e incubados em banho de
gelo. A extracdo do DNA foi realizada com fenol e cloroférmio (1:1) e o DNA
foi precipitado com acetato de sodio 3 M e etanol absoluto. O sedimento foi
ressuspenso em tampéao Tris-EDTA (50 mL, pH 8,0). As aliquotas de DNA
(10 mg) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% e
fotografadas sob luz ultravioleta. Amostras tratadas com peréxido de
hidrogénio foram usadas como controle positivo e amostras sem tratamento
como controle negativo de fragmentagao.
Permeabilidade de Membrana

L. amazonensis (1x10’ promastigotas/mL) foram tratadas com o
cinamaldeido. Apés 0, 4, 8, 24, 48, 72 e 96 h de incubacédo, foram tratadas
com iodeto de propidio (10 mg/mL) durante 2 min. As observacfes foram
realizadas com um microscépio de fluorescéncia EVOS FL (Molecular
Probes Life Technology, Calrsbad, CA, USA) e pelo menos 200 células
foram observadas em cada condicéo.

Resultados e Discussao

A avaliagdo das alteracdes morfologicas e ultraestruturais no parasito
Leishmania apds tratamento com cinamaldeido se faz importante, ja que a
permite conhecer mecanismos pela qual o composto atua no parasito.

O cinamaldeido promoveu importantes alteracées morfologicas em
formas promastigotas de L. amazonensis. Na microscopia eletrbnica de
varredura ficou evidente a perda de flagelos e o arredondamento dos
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parasitos tratados com cinamaldeido em relagdo aos néo tratados. (Figura
1). No gel de agarose, da fragmentacdo de DNA, observou-se um arraste na
amostra tratada com cinamaldeido semelhante ao controle positivo (Figura
2), demonstrando que o cinamaldeido age no DNA deste parasito
promovendo fragmentagdo. Observou-se, ainda, alteragbes na
permeabilidade de membrana dos parasitos, apés 48 e 72h de incubacao
com o cinamaldeido (Figura 3).

Essas alteracbes podem ocorrer devido ao fato do cinamaldeido ser
um composto com elevada lipofilicidade, caracteristico de fenilpropanoides.
A lipofilicidade do cinamaldeido permite que o cinamaldeido intercale em
membranas lipidicas de varios microrganismos e se incorpore nas células
(NOWOTARSKA, S. W. et al, 2017; VASCONCELOS et al., 2018; XIE et al.,
2017). Isto sugere que o cinamaldeido interage com a membrana das
células alterando sua estrutura, permeabilidade e a estabilidade dos
constituintes intracelulares, o que pode ser responsavel pela sua agéo anti-
Leishmania.

N

Figura 1. Microscopia eletrbnica de varredura. (A) Formas promastigotas de
Leishmania amazonensis sem tratamento (controle negativo) ndo tratados. (B) Formas
promastigotas tratadas com cinamaldeido (200 uM) por 24 h. As setas destacam as formas
promastigotas antes (A) e apoés o tratamento (B).

Figura 2. Gel de agarose da fragmentacdo de DNA. CIN: formas promastigotas de
Leishmania amazonensis tratadas com cinamaldeido (200 puM) por 24 h; C+: formas
promastigotas tratadas com perdxido de hidrogénio (controle positivo de fragmentacéo); C-:
formas promastigotas sem tratamento (controle negativo); PM: peso molecular.
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Figura 3. Alteracdo da permeabilidade de membrana apds tratamento com
cinamaldeido. Alteracdes encontradas nas formas promastigotas de Leishmania
amazonensis apoés (A) 48h e (B) 72h de incubacédo com o cinamaldeido.

Conclusodes

O cinamaldeido promoveu alteracbes morfolégicas e ultraestruturais
importantes nas formas promastigotas de L. amazonensis. Porém novos
estudos in vitro e in vivo sdo necessarios para compreender o provavel
mecanismo de acdo anti-Leishmania do cinamaldeido.
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