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Resumo:

As doencas tropicais negligenciadas acometem a vida de milhdes de
pessoas. Dentre essas, destaca-se a leishmaniose; cujo alto numero de
acometidos esta relacionado a um tratamento restrito (de baixa eficacia,
inseguranca e alta toxicidade). Nesse contexto, novos compostos que
possuam um maior efeito contra a zoonose e apresentem menos efeitos
colaterais sdo pesquisados, dentre eles o Farneseno, composto majoritario
da Matricaria chamomilla. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade
e alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais causadas pelo farneseno sobre
as formas evolutivas de Leishmania amazonensis. Para isso, foi avaliada a
atividade frente as formas de L. amazonensis e a citotoxicidade frente a
macréfagos J774A.1 e as alteracdes morfologicas e ultraestruturais. Os
resultados ainda estdo sendo computados, porém ja é possivel
compreender que o Farneseno apresenta atividade consideravel contra as
formas avaliadas.

Introducao

Leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania (ORYAN A.; BAHRAMI S.; BEMANI E., 2018). Ela € transmitida
por mosquitos do género Phlebotomus e Lutzomiya, por meio do repasto
sanguineo (ORYAN A.; BAHRAMI S.; BEMANI E., 2018). De ciclo
heteroxénico, o parasita intracelular obrigatorio em questdo apresenta a
forma promastigota no trato digestério do mosquito (hospedeiro
intermediario), e a forma amastigota, encontrada nos vertebrados
(hospedeiro definitivo) SERENO D.; HARRAT Z.; EDDAIKRA N., 2019).

O tratamento para as leishmanioses é selecionado conforme regido, possivel
agente etiologico causador e manifestacdes clinicas (JAFFARY et al., 2016).
A terapéutica disponivel apresenta eficacia limitada, alta toxicidade e custo
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elevado (ORYAN A.; BAHRAMI S.; BEMANI E., 2018; SERENO D,
HARRAT Z.; EDDAIKRA N., 2019); assim, a pesquisa por novos
componentes com atividade antileishmania se faz necessaria.
A Matricaria chamomilla L é uma das alternativas em questéo, visto que sua
atividade contra a doenga ja foi evidenciada em pesquisas prévias. Tais
atividades sao atribuidas principalmente a seu 6leo essencial, que tem como
um dos principais componentes o farneseno (STANOJEVIC et al., 2016).
Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade e alteracGes
morfolégicas e ultraestruturais causadas pelo tratamento com farneseno
sobre as formas evolutivas de Leishmania amazonensis.

Materiais e métodos

Cultivo dos parasitos e dos macréfagos J774A1

As formas evolutivas de promastigotas de L. amazonensis (cepa
WHOM/BR/75/JOSEFA) foram cultivadas em meio Warren, suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado e incubadas a 25 °C. A linhagem
celular de macrofagos J774A1 foi mantida em meio RPMI 1640
suplementado 10% de SFB, mantidos a 37 °C e 5% de CO..

Avaliacdo da atividade do farneseno frente as formas promastigotas de L.
amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis foram semeadas, com um
inéculo inicial de 1x10° células/mL’ em meio de cultura suplementado, em
placas de 96 pocos na presenca de diferentes concentragcdes de farneseno
ou apenas meio de cultura (grupo controle), para avaliar a taxa de
sobrevivéncia do parasito (VOLPATO et al.,, 2018). Apds incubacéo, foi
contado em camara de Neubauer, sendo entdo os resultados expressos
como a concentragdo inibitoria de 50% dos parasitos (Clsg) em relagdo ao
controle.

Avaliagéo da atividade farneseno frente as formas amastigotas intracelulares
de L. amazonensis

Foram dispensados macréfagos J774A1 (5x10° células/mL) e promastigotas
(5 x 10° parasitos/mL) em placas de 24 pocos, contendo laminulas de vidro
redondas. Apds incubacdo para promover interagdo, as ceélulas receberam
tratamento com diferentes concentragcbes do farneseno e incubadas
novamente. As células foram entdo coradas pelo método Giemsa
(VOLPATO et al., 2018). Apdés contagem, o indice de sobrevivéncia foi
estabelecido. A Clsg foi determinada em relagao ao controle.

Avaliacdo da citotoxicidade do farneseno frente a linhagem de macréfagos
J777A1

A citotoxicidade em macréfagos (J774A1) foi avaliada através da
metodologia de viabilidade celular por reducdo do MTT (VOLPATO et al.,
2018). A percentagem de células viaveis foi calculada em relacdo ao
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controle e a concentracdo citotoxica para 50% (CCsp) foi determinada por
analise de regresséo logaritmica.

Avaliacdo das alteracdes morfolégicas das formas evolutivas de L.
amazonensis apos o tratamento com farneseno por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao (MET)

Os cultivos das formas de promastigotas e amastigotas foram feitos e
tratados conforme as concentracbes correspondentes de Clsp e controle.
Apés, as células foram fixadas com glutaraldeido e cacodilato de sédio 0,1
M. Para o MEV, os parasitos foram aderidos em suporte com poli-L-lisina e
desidratados com etanol e CO, e metalizadas com ouro para visualizagcéo
em microscopio eletrénico (VOLPATO et al., 2018). Ja para o MET, os
protozodrios foram pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de
potassio 0,8%, lavadas em cacodilato de sédio e desidratadas com acetona;
incluidas em resina EPON e polimerizadas. Cortes ultrafinos foram feitos e
inseridos em uma grade de cobre e contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo; foram visualizados em microscopio eletrénico de
transmissao (VOLPATO et al., 2018).

Andlise estatistica
Os dados foram apresentados como média + desvio padrdao de a0 menos
trés experimentos independentes.

Resultados e Discussao

Nos ensaios de citotoxicidade para macrofagos, realizados pelo
ensaio de MTT, foi observado por meio dos valores de CCsy que o
Farneseno apresentou citotoxicidade de 104,67 = 17,67 um/mL. Ja para as
formas evolutivas de L. amazonensis, 0s valores obtidos de CI50 foram de
24,83 e 72,66 pum/mL para promastigotas e amastigotas, respectivamente.

Ademais, os valores de indice de seletividade (que indica que a
fracdo € X vezes mais seletiva para o protozoario do que para as células de
macrofagos) foi de 4,21 para promastigotas e 1,44 para amastigotas - um
valor relevante que leva a crer que pesquisas futuras para melhoria das
técnicas empregadas no uso do farneseno poderiam auxiliar no uso desta
substancia para o tratamento contra leishmanioses. A tabela 1, a seguir,
apresenta os valores obtidos nos ensaios realizados com o farneseno.

Tabela 1 - Resultados obtidos com o composto farnes  eno

Macrofagos Promastigotas IS Amastigotas IS
CCs (Hg/mL) Clso (Mg/mL) Clso (Mg/mL)
Farneseno 104,67 £ 17,67 24,83 4 4,21 72,66+2052 1,44

As analises referentes ao MEV e ao MET estdo em andamento e em
modo de finalizagao.
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Com os resultados obtidos foi possivel constatar que se alcancou desfechos
com relevante atividade antileishmania in vitro do composto farneseno,
portanto, seria boa candidata para prosseguir com mais pesquisas, as quais
possibilitem a avaliagao in vivo.

Conclusodes
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