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RESUMO

As leishmanioses e a doenca de Chagas sdo doencas infecto-parasitarias causadas por
protozoarios dos géneros Leishmania e Trypanosoma, respectivamente. Produtos
naturais vem sendo utilizados como alternativa ao uso das drogas disponiveis,
responsaveis por alta toxicidade e desenvolvimento de resisténcia. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial terapéutico do extrato e fracOes obtidas de folhas de
Terminalia catappa sobre o0s parasitos das espécies Leishmania amazonensis e
Trypanosoma cruzi. Folhas de T. catappa foram coletadas, secas a temperatura
ambiente e trituradas. O material foi submetido a extragdo com etanol 70% por
percolacdo exaustiva, e denominado extrato hidroetandlico. Posteriormente, o extrato
foi diluido em H20: MeOH (8:2) e submetido a extracdo com hexano e acetato de etila,
obtendo-se a fracdo hexanica, a fracdo acetato de etila e a fracdo agua-metanol. No
experimentol foram investigadas a acdo do extrato e das fracdes de T. catappa sobre o
parasito T. cruzi, foram analisadas a atividade antioxidante e as alteragdes
ultraestruturais do parasito ap0s o tratamento. A caracterizacdo quimica do extrato
hidroetandlico e da fracdo acetato de etila realizada por espectrometria de massas
identificou a presenca de compostos fendlicos. De todos os extratos e fracdes de T.
catappa avaliados, a fracdo acetato de etila e a fracdo aquosa apresentaram consideravel
atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(ICso de 7,77 £ 1,61 e 5,26 + 1,26 pg/mL, respectivamente) e pelo método de reducdo
de ions férricos (687,61 + 0,26 e 1009,32 + 0,13 uM de equivalente Trolox/mg de
extrato, respectivamente). A fracdo acetato de etila apresentou notavel atividade
inibitdria contra epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi
com ICsg de 8,86 + 1,13; 24,91 + 1,15 e 85,01 + 1,21 pg/mL, respectivamente, e néo
apresentou citotoxicidade para células Vero (CCso >1.000 pg/mL). O tratamento de
epimastigotas com a fracdo acetato de etila causou alteracBes ultraestruturais severas
como ruptura do citoplasma, desorganizacdo celular, variacdo na morfologia e perda da
integridade do parasito. Conclui-se que a fragdo acetato de etila obtida das folhas de T.
catappa pode ser uma alternativa eficaz no tratamento e controle da doenca de Chagas,
sendo material para futuras investigagdes. Em seguida, avaliamos o potencial
terapéutico de extratos e fracdes de T. catappa sobre L. amazonensis e investigamos 0s
mecanismos imunomoduladores responsaveis por essa a¢do. Os ensaios anti-Leishmania
mostraram que a fracdo acetato de etila apresentou atividade contra promastigotas (ICso
86,07 + 1,09 pug/mL) e baixa citotoxicidade para células hospedeiras (CCso 517,70 +
1,68 pg/mL). Adicionalmente, a fracdo acetato de etila também inibiu o parasito
intracelular (ICsp 25,74 + 1,08 pg/mL) com indice de seletividade de 20,11. O
tratamento com a fracdo acetato de etila de T. catappa ndo alterou a producéo de NO,
mas aumentou o0s niveis de TNF-a e diminuiu a expressdo génica de HO-1 e ferritina em
macrofagos estimulados com L. amazonensis. O teor total de flavondides e &cido
elagico na fracdo acetato de etila foi de 13,41 + 1,86 mg QE/g e 79,25 mg/g,
respectivamente. Quanto & acdo dos extratos sobre parasitos do género Leishmania,
concluimos que a fracdo acetato de etila possui atividade leishmanicida e mecanismos
imunomoduladores que contribuem para esta acdo. Por fim, a fragdo acetato de etila de
T. catappa demonstrou propriedades antitripanosomatideos e antioxidante promissoras
para o tratamento e controle da doenca de Chagas e a leishmaniose, entretanto, novos
estudos s@o necessarios, especialmente em modelos in vivo para reforcar nossos achados
e contribuir com a elucidagéo dos mecanismos de agao.

Palavras-chaves: Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi, fitoterapia, acido
elagico, alteracdes morforldgicas, imunomodulacdo, Terminalia catappa.



ABSTRACT

Leishmaniasis and Chagas disease are infectious-parasitic diseases caused by protozoa
of the genera Leishmania and Trypanosoma, respectively. Natural products have been
used as an alternative to the available drugs, responsible for high toxicity and
development of resistance. Thus, the objective of this work is to evaluate the therapeutic
potential of extracts and fractions obtained from Terminalia catappa on the parasites of
the species L. amazonensis and T. cruzi. T. catappa leaves were collected, dried and
powdered. The material was subjected to extraction with 70% ethanol by exhaustive
percolation, and denominated hydroethanolic extract. Subsequently, the extract was
diluted in H20: MeOH (8:2) and subjected to extraction with hexane and ethyl acetate,
obtaining the hexane fraction, the ethyl acetate fraction and the water-methanol fraction.
In the experiments investigating the action of the extract and fractions of T. catappa on
the T. cruzi parasite, the antioxidant activity, and ultrastructural alterations of the
parasite after treatment were analyzed. The chemical characterization of the
hydroethanolic extract and the ethyl acetate fraction carried out by mass spectrometry
identified the presence of phenolic compounds. From all T. catappa extracts and
fractions evaluated, the ethyl acetate and the aqueous fraction displayed the best
antioxidant activity by 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical scavenging method (ICso
of 7.77 £ 1.61 and 5.26 + 1.26 pug/mL respectively), and by ferric ion reducing method
(687.61 = 0.26 and 1009.32 * 0.13 uM of Trolox equivalent/mg extract, respectively).
The ethyl acetate fraction showed remarkable inhibitory activity against epimastigotes,
trypomastigotes and intracellular amastigotes of T. cruzi with I1Cso of 8.86 + 1.13, 24.91
+ 1.15 and 85.01 + 1.21 pg/mL, respectively, and showed no cytotoxicity for Vero cells
(CCso >1000 pg/mL). The treatment of epimastigotes with the ethyl acetate fraction
induced severe ultrastructural changes such as cytoplasmic disruption, cellular
disorganization, morphological variation, and loss of parasite integrity. It is concluded
that the ethyl acetate fraction obtained from T. catappa leaves can be an effective
alternative in the treatment and control of Chagas disease, being material for future
investigations. Next, we evaluated the therapeutic potential of T. catappa extracts and
fractions on L. amazonensis and investigated the immunomodulatory mechanisms
responsible for this action. Anti-Leishmania assays showed that the ethyl acetate
fraction exhibited activity against promastigotes (ICso 86.07 £ 1.09 pg/mL) and low
cytotoxicity (CCso 517.70 = 1.68 pg/mL). Additionally, the ethyl acetate fraction also
inhibited the intracellular parasite (ICso 25.74 + 1.08 pug/mL) with a selectivity index of
20.11. Treatment with T. catappa ethyl acetate fraction did not increase NO production,
but increased TNF-a levels and decreased HO-1 and ferritin gene expression in
macrophages stimulated with L. amazonensis. The total flavonoid and ellagic acid
content for ethyl acetate fraction was 13.41 = 1.86 mg QE/g and 79.25 mg/g,
respectively. As for the action of the extracts on parasites of the genus Leishmania, we
conclude that the ethyl acetate fraction has leishmanicidal activity and
immunomodulatory mechanisms that contribute to its action. Finally, the ethyl acetate
fraction of T. catappa demonstrated promising antitrypanosomatides and antioxidant
properties for the treatment and control of Chagas disease and leishmaniasis, however,
further studies are needed, especially in vivo models to reinforce our findings, and
contribute to the elucidation of the mechanisms of action.

Keywords: Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi, phytotherapy, ellagic acid,
morphological changes, immunomodulation, Terminalia catappa.



