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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas tropicais negligenciadas, e os
tratamentos disponiveis contam com o uso de antimoniais pentavalentes, que néo
apresentam boa eficacia e possuem alta toxicidade, o que reforca a busca por
alternativas terapéuticas. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
a eficacia de 15 amostras obtidas da planta Stevia leptophylla, sendo 9 extratos e
fracoes e 6 substancias isoladas, frente a promastigotas de Leishmania infantum,
bem como sua citotoxicidade em macréfagos, e avaliar os possiveis mecanismos de
acao. Através dos estudos, foi possivel determinar a concentracdo inibitoria para
50% dos protozoarios (ClJ[]) de cada amostra, destacando-se o extrato bruto (EB),
que apresentou um CII[] de 27,28 ug/mL. O fracionamento do extrato bruto em
subfracées e até mesmo o isolamentos de algumas substancias nao foi capaz de
potencializar o efeito observado no EB. Com base nesses resultados, foram
conduzidos estudos de mecanismo de acédo exclusivamente com o EB, onde foi
possivel detectar espécies reativas de oxigénio (ERO), alteracées no potencial de
membrana e a presenca de corpos lipidicos. Ainda, as analises morfolégicas por
microscopia eletrébnica de varredura evidenciaram mudangas estruturais nos
parasitos tratados, incluindo encurtamento do flagelo, diminuicdo do volume celular e
irregularidade na membrana, confirmando o potencial leishmanicida do extrato.
Desta forma, os resultados obtidos indicam que o extrato de S. leptophylla pode ser
uma fonte promissora de moléculas bioativas para o desenvolvimento de farmacos
contra a leishmaniose.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo doencas tropicais negligenciadas causadas pelo
protozoario do género Leishmania, que sao transmitidas pelo mosquito fémea dos
flebotomineos. A transmissdo € dada pela ingestdo de sangue contaminado de
amastigotas de Leishmania por esses insetos, que, posteriormente, se modificam
em promastigotas no intestino médio dos mesmos, forma evolutiva que é capaz de
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infectar o hospedeiro (REI, 2008). Essa doenca apresenta uma variedade de
manifestacdes clinicas, caracterizadas em trés situagbes: cutanea, mucocutéanea e
visceral, sendo esta Ultima a mais grave. Sao caracterizadas por lesdes na pele,
mucosa e aumento de 6rgaos, como o bago e o figado, respectivamente. Segundo a
OMS, os casos de leishmaniose visceral ocorrem no Brasil, Africa Oriental e India,
estimando que 50.000 a 90.000 casos novos. Enquanto a leishmaniose cutanea, tem
maior incidéncia nas Américas, na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia
Central, com uma estimativa de 600.000 a 1 milhdo de novos casos (WHO, 2024).

O tratamento para as leishmanioses é baseado no uso dos antimoniais
pentavalentes, anfotericina B (forma lipossomal) e mais recentemente a miltefosina.
No entanto eles apresentam baixa eficacia e muitos efeitos colaterais, além da
dificuldade de administracdo que na maioria das opgcdes é de forma endovenosa.
Logo, a busca por diferentes tratamentos é de suma importancia para que haja uma
maior eficacia no combate a estas doencas. Com isso, 0 uso de plantas medicinais
tradicionais € uma alternativa promissora como fontes de novos medicamentos e
moléculas seguras e eficazes (AFONSO et al, 2023). Stevia leptophylla Sch. Bip. ex
Baker é uma erva nativa do Brasil ndo endémica, sendo confirmada sua presencga no
Sul do estado do Parana e no estado de Sao Paulo (CNCFLORA, 2023). Até agosto
de 2025, ndo ha registros na literatura de estudos quimicos ou bioldgicos desta
espécie de Stevia. Desta forma, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a
atividade antileishmania de extratos, fragcbes e substancias isoladas de S.
leptophylla, bem como avaliar os possiveis mecanismos de morte celular da amostra
mais ativa.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo de células e obtencdo dos compostos

Formas promastigotas de L. infantum foram mantidas em meio de cultura Warren e
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa a 25 °C.
Os macréfagos foram cultivados em meio RPMI-1640, com adi¢cdo de 10% de SFB,
mantidos em estufa a 37 °C com 5% de CO'I. Os extratos e fracbes de Stevia
leptophylla foram obtidos com o Grupo de Sintese e Produtos Naturais (GSPN) do
departamento de quimica da UEM

Avaliagdo da atividade antiproliferativa em formas promastigotas de L. infantum e
citotoxicidade dos compostos

Promastigotas de L. infantum (1x10° parasitos/mL) foram tratada s com diferentes
concentragdes dos extratos e fragdes por 72 h a 25 °C, com a viabilidade celular
determinada pelo ensaio de XTT. Para a avaliacao da citotoxicidade, os macrofagos
(5x10° células/mL) foram incubados por 24 h a 37 °C e 5% de CO'| até a formacgéao
da monocamada. As células foram tratadas com concentragdes crescentes dos
compostos e incubadas por 48 h nas mesmas condi¢cdes. A citotoxicidade foi
determinada pelo ensaio de MTT.

Deteccéo de espécies reativas de oxigénio (ERQO)
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Promastigotas de L. infantum foram tratadas por 24 h com a concentracao de CI[[]
E 2xCIl11] do extrato bruto. Em seguida, as células foram lavadas e ressuspensas
em PBS e incubadas com o marcador HIIDCFDA (10 pg/mL) por 1 h a 25 °C.
Per6xido de hidrogénio (H1O1) foi utilizado como controle positivo. A leitura foi
realizada em espectrofluorimetro Victor X3. Os dados foram normalizados pela
contagem de célula.

Avaliacdo das alteracbes morfoldgicas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

Promastigotas de L. infantum foram tratadas com o ICI[] e 2xIC. Apds a
centrifugagdo e lavagem com PBS, as células foram fixadas por imersdo com
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M e aderidas em laminulas
cobertas com poli-L-lisina. Depois, foram lavadas e desidratadas com concentracdes
crescentes de etanol e submetidas a secagem ao ponto critico. Por fim, foram
metalizadas com ouro para serem visualizadas no microscopio Quanta 250 (FEI).

Determinacédo do potencial de membrana

Promastigotas de L. infantum foram tratadas por 24 h com o CII[1 e 2xCIT[1. As
células foram lavadas e ressuspensas com PBS e marcadas com iodeto de propideo
(2  pg/mL). Para o controle positivo, foi adicionado digitonina (40 uM) e as células
foram incubadas no escuro por 5 min. A leitura foi realizada em espectrofluorimetro
Victor X3 e os dados foram normalizados com contagem de célula.

Deteccgao da presenca de corpos lipidicos

Promastigotas de L. infantum foram tratadas por 24 h com a concentracao do CI[I[]
e 2xCI[I1]. Para o controle positivo foi adicionado H 'O na concentracdo de 1 uM e
as células foram ressuspensas em PBS e incubadas com o marcador vermelho do
Nilo (10 ug/mL) por 30 min. Em seguida as células foram lavadas e a leitura
realizada em espectrofluorimetro Victor X3, os dados foram normalizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O EB de S. leptophylla apresentou o menor valor de CII[] (27,38 pg/mL) em
comparacao aos valores obtidos para as fracoes e substancias isoladas, sugerindo
um possivel efeito sinérgico entre os metabdlitos da matriz original. No ensaio de
citotoxicidade em macro6fagos, todos os compostos exibiram valores elevados de
CCri11, indicando baixa toxicidade. O extrato de flores foi o mais toxico
(CCI111=119,16 hug/mL), enquanto a fracao hidroetandlica foi a menos téxica
(CC1=372,42 ug/mL). A analise do indice de seletividade (IS), mostrou que
apenas o extrato bruto e o extrato de folhas apresentam IS mais elevados, indicando
que sao 7 vezes mais seletivos para os parasitos do que para os macrofagos. Com
base nos bons resultados obtidos para o extrato bruto, ele foi selecionado para
avaliacdo dos efeitos bioquimicos e morfolégicos sobre as promastigotas de L.
infantum.

AUEM% @CNP q ﬁzﬁs\/\m




34° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica 12 e 13 de novembro de 2025

14° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

Para a avaliacdo de ERO, as concentracbes de CI[I[] e 2xCII[] apresentaram
aumento significativo na producdo de ERO em relacdo ao grupo nédo tratado,
comparavel ao efeito do H-Or, indicando que o composto tem potencial para induzir
o estresse oxidativo. A integridade da membrana celular também foi avaliada, com
um aumento significativo de fluorescéncia nos dois grupos tratados em relagdo ao
controle negativo, indicando a descontinuidade da membrana. O mesmo foi
observado para o tratamento com digitonina, utilizado como controle positivo,
embora de forma mais controlada. Os tratamentos também induziram o acumulo de
corpos lipidicos, até de forma mais expressiva que o controle positivo. A microscopia
eletrdnica de varredura evidenciou alteracées morfolégicas nas células tratadas,
incluindo encurtamento do flagelo e diminuicdo do volume celular, além de
irregularidades na membrana, em comparacdo ao controle negativo. Resultados
esses que indicam que o tratamento com o EB desencadeou um processo de
estresse oxidativo que foi incompativel com a viabilidade dos protozoarios.

CONCLUSOES

Dada a escassez de tratamentos eficazes e seguros para a leishmaniose visceral,
investigamos extratos, fragcdes e substancias isoladas da planta S. leptophylla contra
promastigotas de L. infantum. O EB de S. leptophylla se destacou na atividade
antiproliferativa, apresentando o menor valor de Clsy provavelmente resultado do
efeito sinérgico dos componentes no extrato, além de possuir a melhor seletividade
contra L. infatum. O extrato bruto também desencadeou alteracdes morfoldgicas nas
promatigotas, assim como, foram observados aumento na produgdo de ERO,
acumulo de corpos lipidicos e perda da integridade da membrana celular, fatos
esses que levam a morte do protozoario por meio do estresse oxidativo. Assim, a S.
leptophylla surge como uma fonte promissora de candidatos para o tratamento da
leishmaniose, embora estudos adicionais sejam necessarios para elucidar
completamente seu mecanismo de agao e validar sua eficacia em modelos clinicos.
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