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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca transmitida por insetos do tipo flebotomineos infectados por
protozodrios do género Leishmania, cuja forma cutanea é a mais comum com 50 a 75% de
casos novos relatados. E uma doenca ndo contagiosa, de evolucdo cronica, considerada
estigmatizante e negligenciada, afetando cerca de 500.000 pessoas no mundo. A maioria das
drogas utilizadas no tratamento farmacolégico € potencialmente toxica e requer hospitalizacdo
do paciente para sua administragédo, o que eleva os custos e desestimula a populacédo carente a
aderir ao tratamento. Neste cenario, os medicamentos fitoterapicos inserem-se como uma
alternativa devido a sua eficacia comprovada e por causarem menos efeitos indesejaveis. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial leishmanicida e a viabilidade celular in
vitro do Oleo essencial de Siparuna guianensis (SG) e do a-Bisabolol (AB) isolado de S.
guianensis sobre células Vero e promastigotas de Leishmania amazonensis, utilizando o
método colorimétrico sal de resazurina (Alamar Blue®) como indicador de metabolismo
celular. Foi realizado também ensaio de invasdo celular com os parasitos previamente tratados
com o ICsp obtido para AB e SG obtido no teste de viabilidade celular, afim de testar o efeito
dos compostos na capacidade de infeccdo dos parasitos. Os resultados foram analisados
utilizando o programa GraphPad Prism versdao 6.01. Para analise do ICs foi utilizado os
testes de regressdo nao linear. Os compostos testados demonstraram viabilidade sobre células
basais Vero e atividade leishmanicida: SG ICso 131,5 pg/mL e 2,59 pg/mL respectivamente.
Para a-Bisabolol as concentracGes obtidas foram 103,8 pg/mL e 6,394 pg/mL e para SG
foram 94,61 pg/mL e 7,84 pg/mL, respectivamente. Este € o primeiro relato de um ensaio de
invasdo celular feito com S. guianensis e a-Bisabolol isolado, no qual pode ser observado a
inibicdo de 98,4% de capacidade infectiva de promastigotas de L. amazonensis tratadas com
SG na concentracao de 131,5 pg/mL e inibicdo de 95,4 % da capacidade infectiva do mesmo
parasito tratado com AB na concentracdo de 95,4 pug/mL, resultados estes que se aproximam
do valor obtido pelo medicamento convencional em um ensaio semelhante in vitro, o que
sugere um refinamento da técnica e ensaios in vivo para determinar a acdo da S. guianensis e

do a-Bisabolol a partir das concentragdes obtidas nesta pesquisa.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmania amazonensis; Viabilidade; S. guianensis; a-bisabolol.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease transmitted by protozoan-infected sandflies of the genus
Leishmania, whose cutaneous form is the most common with 50 to 75% of new cases
reported. It is a non-contagious disease of chronic evolution, considered stigmatizing and
neglected, affecting about 500,000 people in the world. Most drugs used in pharmacological
treatment are potentially toxic and require patient hospitalization for administration, which
raises costs and discourages the needy population from adhering to treatment. In this scenario,
herbal medicines are inserted as an alternative because of their proven efficacy and because
they cause fewer undesirable effects. The objective of the present study was to evaluate the
leishmanicidal potential and the in vitro cell viability of Siparuna guianensis (SG) and a-
Bisabolol (AB) isolated essential oils of Siparuna guianensis (SG) on Vero cells and
Leishmania amazonensis promastigotes using the method colorimetric resazurin salt (Alamar
Blue®) as an indicator of cellular metabolism. Cell invasion was also performed with the
parasites previously treated with the 1Cso obtained for AB and SG obtained in the cell
viability test, in order to test the effect of the compounds on the infection capacity of the
parasites. The results were analyzed using the program GraphPad Prism version 6.01. For
analysis of the 1Cso, the non-linear regression tests were used. The tested compounds
demonstrated viability on Vero basal cells and leishmanicidal activity: SG ICso 131.5 ug/mL
and 2.59 pg/mL respectively. For a-Bisabolol the concentrations obtained were 103.8 ug/mL
and 6.394 pug/mL and for SG were 94.61 pg/mL and 7.84 ug/mL, respectively. This is the first
report of a cell invasion assay made with S. guianensis and a-Bisabolol alone, in which
inhibition of 98.4% infective capacity of L. amazonensis promastigotes treated with SG at
131,5 pg/mL and inhibition of 95.4% of the infective capacity of the same AB-treated parasite
at a concentration of 95.4 ug/mL, which are close to the value obtained by the conventional
drug in a similar in vitro assay. which suggests a refinement of the technique and in vivo
assays to determine the action of S. guianensis and a-Bisabolol from the concentrations

obtained in this research.

KEYWORDS: Leishmania amazonensis; Viability; S. guianensis; a-bisabolol.
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1. INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca transmitida ao homem por insetos do tipo flebotomineos
infectados por protozoarios do género Leishmania, responsaveis pelo desenvolvimento de
doencas que afetam principalmente o sistema fagocitico mononuclear (FOGANHOLI;
ZAPPA, 2011). Essa doenca desenvolve-se em formas clinicas diferentes de acordo com a
espécie de Leishmania envolvida na transmissao.

A leishmaniose visceral americana (LVA) é causada por L. donovani, L. infantum e L.
chagas e é caracterizada por ser uma doenca cronica, grave e com alta letalidade
(MICHALICK; GENARO, 2010), a leishmaniose tegumentar do Velho Mundo (LVM) é
causada por L. tropica, L. major e por L. aethiopica e é caracterizada pelo surgimento de
Ulceras indolores, feridas imidas ou secas que podem se disseminar pelo corpo (GENARO;
REIS, 2010a).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € causada por L. brasiliensis, L.
guyanensis, L. lainsoni, L. shawi, L. naiffi e L. amazonensis e apresenta-se em quatro formas
clinicas: a forma cutanea ou leishmaniose cutanea (LC), que causa lesbes ulcerosas e
indolores  Unicas ou multiplas; forma cutaneomucosa ou leishmaniose cutaneomucosa
(LCM), que provoca lesbes mucosas agressivas principalmente na regido nasofaringea; forma
disseminada ou leishmaniose cutanea disseminada (LCD), responsavel pelo aparecimento de
multiplas Ulceras cutaneas com disseminacdo hematologica e linfatica e a forma difusa ou
leishmaniose cutanea difusa (LCDf), caracterizada por lesdes nodulares ndo ulceradas
(GENARO; REIS, 2010b).

A leishmaniose cutanea (LC) é a mais prevalente em todo o mundo e mais frequente
no Brasil, correspondendo entre 95 a 84% dos casos (OPAS/OMS, 2016). E causada por
espécies como L. major e L.tropica no Velho Mundo e L. mexicana, L. amazonensis, L.
guyanensis, L. panamensis e L. braziliensis em regibes da América Central e do Sul
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Trata-se de uma infeccdo zoondtica que afeta animais silvestres e domésticos,
incluindo marsupiais, carnivoros e primatas, sendo o homem um hospedeiro acidental
(BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003). E uma doenca nio contagiosa, que

apresenta evolugdo cronica, considerada uma doenga estigmatizante por acometer as
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estruturas da pele e cartilagens da nasofaringe, de forma localizada ou difusa e € transmitida
para hospedeiros vertebrados por vetores flebotomineos conhecidos como moscas de areia
(ROTTINI et al., 2015).

A leishmaniose, em todas as suas formas, estda relacionada a pobreza e suas
consequéncias, razdo pela qual é considerada uma doenca negligenciada que afeta cerca de
500.000 pessoas no mundo com altos indices de mortalidade (MARINHO et al., 2015).
Também é considerada uma doenca emergente ou doenca reemergente pois, nas duas ultimas
décadas houve um aumento alarmante na incidéncia de casos de leishmaniose no mundo
devido ao numero crescente de migracdo urbana e mudangas climéaticas (GOTO; LINDOSO,
2010).

A LTA tem apresentado ampliacdo de sua ocorréncia geografica, sendo encontrada
atualmente em todos os estados brasileiros, sob diferentes perfis epidemioldgicos (BASANO;
CAMARGO, 2004).

1.2 Etiologia, vetores e reservatorios

A leishmaniose € causada por parasitas intracelulares obrigatérios pertencentes a
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, género Leishmania (L) (ROTTINI et al.,
2015), subgénero Leishmania ou Viannia, que inclui aproximadamente 20 espécies que
diferem em sua distribuicdo geogréafica, sendo a Leishmania braziliensis uma das espécies
mais prevalentes na América Latina e Central e no Brasil, seguidas por Leishmania
amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis (GOTO; LINDOSO, 2010).
O subgénero L. amazonensis € a espécie deste grupo com a mais ampla distribuicdo, tendo

sido notificada em todas as regides brasileiras (BRASIL, 2010).

O género Leishmania apresenta trés formas evolutivas: amastigotas, promastigotas e
paramastigotas. As formas amastigotas sdo encontradas geralmente no interior de macrofagos
no hospedeiro vertebrado, séo esféricas ou ovoides com tamanho entre 1,5 - 3,0 um de largura
por 3,0 — 6,5 um de comprimento, possuem um nucleo grande e arredondado disposto em um
dos lados da célula, o cinetoplasto apresenta-se em forma de bastdo situado proximo ao
nacleo, o qual, quando corados por Giemsa o citoplasma apresenta-se azul-claro e o

cinetoplasto em vermelho-purpura, ndo ha nessa forma a presenca de flagelo livre, ha apenas
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um rudimento na bolsa flagelar com pequena invaginacdo da superficie do parasita (Figura
1A) (DE CARLI; TASCA, 2011; GENARO; REIS, 2010b; REY, 2010).

As formas promastigotas de Leishmania sdo caracterizadas por seu alongamento na
regido anterior, onde ha a presenca de um flagelo livre emergindo do corpo do parasito
(Figura 1B). No citoplasma ha granulagdes azurdfilas e pequenos vacuolos, o nucleo é
arredondado ou oval situado na regido mediana ou ligeiramente anterior do corpo, 0
cinetoplasto apresenta-se em forma de bastdo na porcdo mediana entre o nlcleo e a regido
anterior do parasita, possui comprimento entre 16 e 40 um e largura de 1,5 a 3 um incluindo o
flagelo, podendo variar de acordo com o vetor (DE CARLI; TASCA, 2011; GENARO; REIS,
2010b; REY, 2010). A forma promastigota pode ser encontrada no inseto vetor como as
seguintes variagOes: prociclica, nectomana, haptomona, leptomona e metaciclica. Essas
variacdes da forma promastigota sao relacionadas as diferencas quanto ao estabelecimento e
manutencdo da doenga (GENARO; REIS, 2010b).

A forma paramastigota € oval ou arredondada com cinetoplasto margeando o nucleo
ou na regido posterior, possui um pequeno flagelo livre, seu comprimento varia entre 5 e 10
pum de comprimento por 4 a 6 um de largura e é encontrada aderida ao epitélio do trato
digestivo do vetor pelo flagelo (Figura 1C) (GENARO; REIS, 2010b).

A

AMASTIGOTA

FIGURA 1: llustracdo das formas evolutivas do género Leishmania. Fonte: Fiocruz, 1997.

Os vetores da leishmaniose sdo mosquitos fémeas de flebotomineos (Ordem Diptera;
Familia Psychodidae; Sub-Familia Phlebotominae), duas espécies de flebotomineos sédo
relacionadas com a transmissao da leishmaniose no Brasil, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi, mais prevalentes em locais de topografia acidentada, com vegetacdo arbustiva e arborea

pouco densa e de pequeno porte, distribuidos por todo o pais e mais abundantes nas estacdes



13

chuvosas (MACEDO et al.,, 2008). Dependendo da localizagdo geografica, os insetos
flebotomineos sdo chamados de mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros (BRASIL,
2010).

Os principais vetores para L. amazonensis sdo Lutzomyia flaviscutellata, L. reducta e
L. olmeca nociva que € a espécie mais prevalente no Amazonas e Ronddnia, apresentam
habitos noturnos e voo baixo (BRASIL, 2010).

Os principais hospedeiros vertebrados das leishmanias costumam ser algumas espécies
de roedores, marsupiais e canideos silvestres, igualmente, L. amazonensis tem como
hospedeiros naturais varios marsupiais, principalmente, o roedor “rato-soia” (Proechymis),
alem do Oryzomys, que, as vezes, apresenta o parasita na pele sem apresentar lesdes cutaneas
(BRASIL, 2000; BASANO; CAMARGO, 2004).

Os animais domésticos sdo considerados hospedeiros acidentais da doenca, porém o
namero de casos é grande no Brasil, a LTA nesses animais pode apresentar-se como uma
doenca crénica com manifestacdes semelhantes a doenca humana, com o surgimento de

lesGes em mucosas das vias aerodigestivas superiores (BRASIL, 2010).

1.3 Ciclo bioldgico

O inseto flebotomineo se infecta ao realizar o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado infectado dando inicio ao ciclo biolégico da leishmaniose (Figura 2). Neste
hospedeiro as formas amastigotas estdo presentes no sangue ou na linfa, contidos em
macrofagos que serdo ingeridos pelo inseto. Ao ingerir o sangue do hospedeiro as amastigotas
irdo para o intestino do vetor e para o tubo digestivo onde 0s macréfagos se rompem e liberam
as amastigotas que se diferenciam em promastigotas. As promastigotas, ja no tubo digestivo
do vetor, multiplicam-se por divisdo binaria e se diferenciam em paramastigotas, colonizam o
esdfago e a faringe do inseto vetor, permanecendo aderidas ao epitélio (BASANO;
CAMARGO, 2004).

Apos a ingestdo, todo o sangue contaminado é envolto por uma membrana chamada
peritrofica que é secretada pelas células do estomago do inseto, apds trés ou quatro dias de
digestéo esta membrana se rompe e libera as formas promastigotas, que durante sua migragao

pelo trato digestivo do vetor sofrem alteracdes morfoldgicas e atingem um estagio infectante —



14

promastigotas metaciclicas, ao atingirem a parte anterior do tubo digestivo em um processo
denominado metaciclogénese. Todo o ciclo evolutivo no vetor pode durar entre cinco a sete
dias (GENARO; REIS, 2010b).

O ciclo no hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea do flebotomineo infectada
realiza o repasto sanguineo e inocula as formas promastigotas no local da picada e estas sdo
fagocitadas por macréfagos entre quatro a oito horas apds a picada. No interior do macréfago
ocorre a transformacdo de promastigotas em amastigotas, estas irdo multiplicar intensamente
por divisdo binaria e ocupardo todo o citoplasma do macréfago até que este se rompa. Ao
romper-se 0 macrofago libera as amastigotas que serdo novamente fagocitadas iniciando uma
reacdo inflamatdria no local. Apds a picada de um novo flebotomineo neste hospedeiro, 0
ciclo pode ser reiniciado (GENARO; REIS, 2010b).

Divisdo do parasita no

) . Promastigotas
intestino do vetor
transformam-se em
0 formas amastigotas nos
macrofagos humanos
Mudanca de
amastigotas em
promastigotas ‘A
G
7]

Ruptura dos

macrafagos com 1Y
parasitas naforma . @ ®iq \

@
amastigota Y &%

. Ruptura de células
humanas {macréfagos)

'\ . A com formas amastigotas
o Q s Vetor ingere macréfagos
Infectados com amastigotas
A: Estigio de infestagio do sangue do hospedeiro

® Estagio de diagndstico

FIGURA 2: Ciclo bioldgico da leishmaniose. Fonte: Adaptado de CDC, 2013.

1.4 Formas clinicas

As manifestacbes clinicas da leishmaniose dependem de diversos fatores que véo

desde o estado nutricional do individuo e sua resposta imune a infeccdo, até a diversidade de
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espécies de vetores e parasitos envolvidos na transmissdo (REY, 2010). Predominantemente
ha trés formas clinicas de LTA: a leishmaniose cuténea, que se caracteriza por lesGes simples
ou multiplas, geralmente ulceradas, proximas ao local da picada do inseto; a leishmaniose
mucosa ou mucocutanea, que se manisfesta com a destruicdo das mucosas nasal e oral
evoluindo para uma consequente desfiguracdo do paciente, que pode ocorrer de forma isolada
ou ao mesmo tempo em que a leishmaniose cutanea; e a leishmaniose cutanea difusa, que
produz multiplas lesdes nodulares ndo ulceradas, que podem ser localizadas longe da regido
da picada (MIRANDA et al., 2011).

A leishmaniose cutinea (LC) é a manifestacio clinica mais frequente no Brasil. E a
forma menos grave da doenca, causada por especies como L. major e L.tropica no Velho
Mundo e L. mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis e L. braziliensis em
regides da América Central e do Sul (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A LC apresenta lesdes exclusivamente cutaneas unicas ou em pequeno numero que
tendem a se cicatrizarem, variam em apresentacao de papulas a placas evoluindo para ulceras,
as lesbes sdo prugirigosas e indolores (Figura 3), geralmente sdo encontradas em partes
expostas do corpo como o rosto, 0s bracos e as pernas, na maioria dos casos, 0s sintomas
sistémicos estdo ausentes (DAVID; CRAFT, 2009). Devido a baixa imunidade do individuo,
podem ocorrer infecgdes secundarias, alterando assim o aspecto das lesdes deixando-as mais
exarcerbadas, dolorosas e purulentas (BRASIL, 2017). O paciente com LC desenvolve
linfadenopatia localizada na area da lesdo e complicagbes sistémicas desta forma de
leishmaniose sdo raros (BRASIL, 2017; MOHAMMADPOUR et al., 2017).

FIGURA 3: Lesdes de leishmaniose cutanea. Ulceras causadas por infeccdo com Leishmania major.
Fonte: DAVID; CRAFT, 20009.



16

A leishmaniose mucocutéanea (LMC) € causada por L. braziliensis e € caracterizada
por acometer mucosas e por se apresentar meses a anos apos a resolucao de les6es primérias
de LC. Trata-se de uma infeccé@o desfigurante resultante da destruicdo local crénica do tecido
do nariz, boca e naso-faringe e palpebras (Figura 4) e sua progressdo pode afetar a funcéo
respiratéria e dificultar a nutricio (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Pode haver casos em
que a LMC se desenvolve sem lesdes cutaneas, em 30% dos casos 0s pacientes ndo se
lembram da presenca de uma lesdo cutanea primaria (MOHAMMADPOUR et al., 2017).

FIGURA 4: Leséo de leishmaniose mucocutanea. Esta lesdo é caracterizada pela formacéo de papulas
e placas em torno do nariz e Iabios provocadas por infeccdo com L. (Viannia) braziliensis. Fonte:
DAVID; CRAFT, 2009.

A ulceracdo da lesdo pode ser acompanhada de sintomas sistémicos como febre e
hepatomegalia, posteriormente, a LMC pode apresentar eritema e edema nas narinas,
perfuracdo do septo nasal, ulceracdo palatal, edema gengival e periodontite, pode ocorrer
também uma destruicdo progressiva da mucosa oronasofaringea e cartilaginosa e das
estruturas das vias aéreas superiores, 0 que causa desfiguracdo, infeccdo secundaria e
obstrucéo da via aérea (DAVID; CRAFT, 2009).

A leishmaniose cutanea disseminada (LCD) manifesta-se pela presenga de um nimero
elevado de lesdes pleomorficas em duas ou mais regides do corpo. As lesdes sdo acneiformes,
papulares, nodulares e ulcerosas podendo ocorrer uma mistura de todas estas formas em uma
Unica lesdo (Figura 5). Nesta forma de leishmaniose ndo ha a presenca de linfadenopatia e a

disseminacdo das lesdes ocorre em poucos dias ap6s a infeccdo com uma intensa resposta
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inflamatoria no local (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). A distribuicdo das lesdes
da LCD é bilateral e geralmente assimétrica e a LCD pode ser acompanhada por leishmaniose
cutaneomucosa em 38% dos casos (MANCHENO-VALENCIA et al., 2017).

FIGURA 5. Lesdes de leishmaniose cutaneo disseminada. A — Lesdes ulcerosas no membro superior;
B — LesGes ulcerosas e nodulares na regido escapular; C — Lesdes acneiformes com distribuicdo no
rosto, pescogo e orelha do paciente; D — Aspecto nodular e ulceroso de uma leséo unica de LCD.

Fonte: Mancheno-Valencia et al., 2017.

A leishmaniose cutaneo difusa (LCDf) produz lesbes nodulares e papulares com
presenca de placas, maculas e eritema (Figura 6). As lesdes de LCDf proliferam-se lentamente
e se espalham pelo corpo do individuo acometido podendo cobrir varias areas com excec¢édo do
couro cabeludo, axilas, dobras inguinais, palmas das maos e solas dos pés. A principal
diferenca entre a LCDf e a LCD é a presenca de lesdes nodulares multiplas do tipo
lepromatosas (HASHIGUCHI et al., 2016).
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FIGURA 6: Lesdes de leishmaniose cutaneo difusa. A - Nodulos e papulas observados nos I6bulos da
orelha, auriculas, rosto, e os ombros. B — Varias formas de erup¢des, como papulas, nédulos, eritemas
infiltrados e sardas de cor acastanhada, encontrados nas extremidades inferiores. Fonte: Hashiguchi et
al., 2016.

1.5 Epidemiologia

Considerada inicialmente como uma zoonose de animais silvestres, mudancas no
padrdo de transmissdo da LTA tem mudado o quadro epidemiolégico da doenca nos altimos
anos, nos quais houve o aumento da ocorréncia em zonas rurais, areas desmatadas e em
regibes periurbanas (BRASIL, 2017).

A leishmaniose pode ser dividida em trés perfis epidemioldgicos: o perfil silvestre ou
zoonose de animais silvestres; perfil ocupacional ou de lazer, antropozoonose, com
transmissdo associada a desmatamento, atividades agropecuarias e ecoturismo e perfil rural ou
perirurbano no qual a doenca é caracterizada como zoonose de matas residuais por ocorrer a
transmissdo em dareas periurbanas em que houve adaptacdo do vetor ao peridomicilio
(BRASIL, 2017).

Com o aumento da globalizacdo e do desmatamento em todo o mundo, estima-se que
ha dois milhGes de casos de LTA em 98 paises e que haja aproximadamente 350 milhdes de
pessoas em situagdo de risco para a infecgdo, sendo que 90% dos novos casos da doenga
ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru, e 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no
Brasil, no Afeganistdo, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (BASANO; CAMARGO, 2004;
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; ORTIZ; ANVERSA, 2015). A LTA é considerada pela
Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) como uma doenga emergente e ndo controlada de
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categoria 1, com maior prevaléncia no litoral mediterraneo, nas Américas e Asia Ocidental
(OPAS/OMS, 2016).

Na América Latina, a ocorréncia de casos de leishmaniose mucosa € de
aproximadamente 35.000 casos principalmente em paises como o Brasil, Peru e Bolivia
(SAVOIA, 2015) e os casos de leishmaniose cutanea sdo descritos em quase todos o0s paises
americanos do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, exceto no Uruguai e no Chile.
Na América Latina, ha ocorréncia na peninsula de Yucatdn no México até a Argentina, com
maior importancia epidemiolégica no Brasil e no Peru (NEGRAO; FERREIRA, 2014).

Dos 18 paises endémicos para leishmaniose nas Américas, 17 possuem notificacdo
obrigatoria e 43,57% (240.635.853) da populacdo estdo expostas ao risco (Figura 7)
(OPAS/OMS, 2016).

Populacao em risco (%)
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FIGURA 7: Paises das Américas endémicos para leishmaniose e populacdo em risco. Fonte: OMS,
2016.
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No Brasil, a LTA tem grande importancia epidemioldgica devido a sua magnitude e
ocorréncia em vérias regides (Figura 8). Ha ocorréncia de picos de transmissdo a cada cinco
anos com tendéncia de aumento desde o0 ano de 1985, sendo que no periodo entre 1995 a 2014
houve uma média anual de 25.763 casos novos com coeficiente de deteccdo médio de 14,7
casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2017).

1 PONTO = 1 CASO

FIGURA 8: Distribuicdo de casos de leishmaniose tegumentar no Brasil no ano de 2015. Observa-se
alta distribuicdo nas regides Norte, Centro Oeste e Sudeste do pais e a presenca da doenca ha regidao
Nordeste. Destaca-se a baixa incidéncia da doenca na regido Sul mais especificamente no estado do
Rio Grande do Sul. Fonte: Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017.

Estudo realizado por Negrdo e Ferreira (2014) no periodo de 2001 a 2010, demonstrou
a ocorréncia de 248.834 casos no Brasil, com distribuicdo de 98.409 casos na regido Norte,
78.400 casos na regido Nordeste, 40.903 casos na regido Centro Oeste e 23.998 casos na
regido Sudeste. Este estudo evidenciou que em areas de endemia antiga, as criangas com
idade inferior a dez anos e eventualmente adultos imunossuprimidos sdo acometidos, e em

regides emergentes a infecgdo prevalece em adultos (NEGRAO; FERREIRA, 2014).

O Centro-Oeste € a segunda maior regido em coeficiente de deteccdo de 2001 a 2010,
com uma média de 31,72, sendo o maior pico no ano de 2002 com 40, 4.839 tendo o estado
de Goias 3.613 casos entre 1991 a 2000 e 4.503 casos de 2001 a 2010, o que representa um
aumento de 19,76% (NEGRAO; FERREIRA, 2014). A regido Centro-Oeste é considerada

uma regido de transicdo por fazer divisa ao norte com a regido equatorial e a noroeste com a
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regido semiarida e ao sul a regido subtropical, por estes motivos, ha no estado a presenca de
chapadas, planaltos e vales de fundo chato, que séo regies favoraveis a manutencao da fauna
de flebGtomos das leishmanioses no estado (NEGRAO; FERREIRA, 2014).

A leishmaniose no Brasil é uma doenca de grande importancia para a saude publica
principalmente pela grande variedade de espécies do protozoéario e pela expansdo geografica
da doenca no pais, em 2003 houve a confirmacdo da autoctonia da doenga em todos o0s
estados brasileiros com transmissdo focal e adaptacdo de vetores a regides geograficas
especificas (FOGANHOLI; ZAPPA, 2011, NEGRAO; FERREIRA, 2014).

1.6 Diagnostico

O diagnostico de leishmaniose cutanea € baseado nos sinais clinicos do paciente e
deve ser realizado o diagndstico diferencial para as doengas causadas por fungos
(cromoblastomicose), infeccBes bacterianas da pele (rinoscleroma), infeccdo viral, doencas
inflamatdrias (psoriase), neoplasias malignas (metastases) e Ulceras (Ulceras traumaticas). O
diagnostico precoce e o tratamento adequado sdo importantes para o processo de cura do
paciente e principalmente para evitar lesdes desfigurantes e cicatrizes que podem prejudicar

psicologicamente o paciente e prejudicar sua qualidade de vida (REMADI et al., 2017).

E importante determinar por meio do diagndstico laboratorial da leishmaniose, a
espécie de causadora da lesdo e obter a confirmacdo do diagnéstico. O diagndstico da LTA
envolve quatro grupos de exames: Teste intradérmico (Intradermoreacdo de Montenegro ou
da Leishmania), exames parasitolégicos como demonstracdo direta do parasito, isolamento
em cultivo in vitro (meios de cultivo) e isolamento in vivo (inocula¢des animais), reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) e exames histopatoldgicos.

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), por ser acessivel e simples, costuma ser
0 exame de primeira escolha e deve ser usado em conjunto com o exame parasitolégico. Este
teste avalia a hipersensibilidade celular retardada, onde o grau de resposta cutanea ¢ medido
48 a 72 horas ap0s a injecdo intradérmica de 0,1 mL de antigeno na face anterior do
antebraco, sendo uma enduracéo igual ou maior que 5mm considerada positiva (GENARO;
REIS, 2010a).
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A demonstracdo direta do parasito € realizada por meio da escarificacdo da borda da
lesdo, biopsia com impressdo do fragmento cutdneo em lamina por aposicdo e puncéo
aspirativa. A sensibilidade desta técnica pode ser aumentada pela repeticdo do exame e a
leitura de varias laminas, o isolamento em cultivo in vitro é importante para demonstrar a
espécie de Leishmania envolvida e é realizado com a inoculagdo de fragmentos cutaneos da
ferida obtidos por biopsia em meios de cultivo &gar sangue modificado entre 24°C e 26°C para
crescimento do parasito. Apds o quinto dia é possivel encontrar promastigotas de Leishmania,
entretanto, a cultura deve ser mantida por até um més sob observacdo para que se possa
garantir o resultado negativo (BRASIL, 2017).

Outro exame que pode ser realizado € o isolamento in vivo, no qual o material da
bidpsia é triturado em solucgéo salina esteril e inoculado por via intradérmica no focinho ou
em patas de hamster que sdo acompanhados por trés a seis meses nos quais a lesdo vai se
desenvolver. Esse método é pouco utilizado por apresentar alto custo e complexidade
(BRASIL, 2017).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também pode ser utilizada principalmente
para se identificar a espécie e em casos de lesdo mucosa. Trata-se de um diagnostico mais
sensivel que os testes convencionais, mas que tem sido pouco aplicada na rotina laboratorial
devido ao alto custo (BRITO et al., 2012).

Na pratica, a conduta mais utilizada para o diagndstico de LTA é a pesquisa direta de
parasitos e a intradermorreacdo, junto ao exame clinico da lesdo e ao antecedente
epidemiologico (BASANO; CAMARGO, 2004).

1.7 Tratamento farmacolégico

Os medicamentos mais utilizados no Brasil para o tratamento da LTA sdo o antim6nio
pentavalente (Sb*®) e a anfotericina B. Para utilizacdo de um destes dois medicamentos é
preciso levar em conta a faixa etaria do paciente, a ocorréncia de gravidez e a presenca

concomitante de outras doencas (BRASIL, 2011).

O antimbnio pentavalente (Sb*®), presente no antimonato de meglumina (nome
comercial ‘Glucantime®’ ou ‘Glucantim®’) ou estibogluconato de sédio (nome comercial

‘Pentostam®’) é um medicamento cujo mecanismo de acdo ainda ndo foi totalmente
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esclarecido, o que se sabe é que 0 medicamento age sobre processos moleculares do parasito
influenciando a acdo parasiticida do macréfago (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Este
medicamento pode ser encontrado no mercado em frascos de 5 mL com 1,5 g do antimonio
bruto e a dose recomendada deve ser calculada em miligramas de antiménio pentavalente
(Sb*) por quilograma de peso corporal por dia (mg Sh**/kg/dia), administrado por via
intramuscular (IM) ou endovenosa (EV) por 28 a 30 dias (BRASIL, 2017).

O antimdnio pentavalente pode causar varios efeitos colaterais durante a sua
administracdo sendo o efeito mais grave a ocorréncia de cardiotoxicidade com presenca de
arritmias, prolongamento das ondas Q e T do eletrocardiograma e até mesmo morte subita,
podem ocorrer também elevacdo de enzimas hepéticas e pancreaticas, pancitopenia e
anormalidades eletroliticas, o que exige 0 monitoramento continuo do paciente durante a
administracdo do medicamento, o que implica em internagcdo hospitalar na maioria dos casos
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A anfotericina B ¢ indicada para o tratamento de LTA, considerada como a droga
leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, e deve ser utilizada para tratamento
de gestantes e de pacientes que apresentam contraindicaces ou reacfes adversas ao uso dos
antimoniais pentavalentes (BRASIL, 2011). A anfotericina B é um antibidtico poliénico que
demonstra excelente atividade in vitro na destruicdo de Leishmania e no Brasil é dispensado
pelo Ministério da Salude para o tratamento da leishmaniose tegumentar na forma de

desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal (BRASIL, 2017).

A anfotericina B lipossomal pode ser administrada em doses de 3 mg/kg/dia, por via
EV por 5 dias consecutivos e é considerado um medicamento menos téxico do que a forma de
desoxicolato por ter como alvo de acéo especifica 0 macrofago (DAVID; CRAFT, 2009). Os
efeitos colaterais da anfotericina B sdo dispneia, rubor, febre, cefaleia, tremores, cianose,
hipotensdo, hipomagnesemia, disturbio de comportamento, calafrios, nauseas, vOmitos,
hipopotassemia e flebite no local da infusdo (BRASIL, 2017; DAVID; CRAFT, 2009).

Outro medicamento para o tratamento da LTA é a pentamidina cuja dose recomendada
é de 4 mg/kg/dia durante 7 semanas consecutivas por vias IM ou EV. A pentamidina
possivelmente age nos mecanismos de sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) do
parasito modificando a morfologia do cinetoplasto e fragmentando as mitocondrias. Este

medicamento pode causar efeitos adversos como dor no local da inje¢do, gosto metélico na
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boca, dor de cabega, congestionamento, dispneia e hipneia e também exige 0 monitoramento
dos pacientes durante sua administracdo (DAVID; CRAFT, 2009).

A OMS ressalta que o baixo nivel de evidéncias sobre a eficicia do tratamento para as
formas cutanea e mucocuténea de leishmaniose dificultam o manejo dos casos e a indicacao

das melhores condutas a serem tomadas durante o tratamento (OPAS/OMS, 2016).

A maioria das drogas utilizadas no tratamento da LTA séo potencialmente toxicas e
requerem hospitalizacdo do paciente para sua administracdo, além do acompanhamento e
monitoramento do mesmo apds o término do tratamento, 0 que eleva os custos do mesmo e
desestimula a populacdo carente a aderir ao tratamento, visto que esta populacdo é a mais
afetada pela doenca, o que torna imprescindivel a busca por novas alternativas de tratamento
para a LTA, de forma que o custo de producdo e a ocorréncia de efeitos adversos sejam

reduzidos e que o tratamento seja acessivel a maioria dos pacientes.

Neste sentido, o uso de fitoterapicos para o tratamento de leishmanioses pode vir a ser
uma alternativa na busca de um novo farmaco acessivel a populacdo e que produza menos

efeitos adversos do que os medicamentos convencionalmente utilizados.

1.8 Validacéo de plantas medicinais com atividades bioldgicas

Atualmente, pesquisas com plantas tem sido realizados em diversos paises e em varias
regides do Brasil utilizando-as seja na sua forma bruta, fitoterapica ou com o principio ativo
isolado. Estas pesquisas tém revelado o potencial desses vegetais quanto as atividades
leishmanicida e tripanocida, que podem vir a ser uma forma alternativa para o tratamento
dessas patologias (DELMONDES, 2014).

O uso de plantas no tratamento de varias patologias faz parte da pratica da medicina
popular hd muitos anos (LUCA et al., 2014). No Brasil, as diferentes culturas indigenas,
africana e portuguesa contribuiram para o enriquecimento e disseminacdo da sabedoria
popular em relagdo ao uso e cultivo de diversas espécies de plantas com potencial para
tratamento de variadas doengas e sinais e sintomas (DELMONDES, 2014). Figura muito
comum em varias regides do Brasil no passado era a do “curandeiro” ou “raizeiro” que

detinha consigo o conhecimento sobre um repertorio de substancias botanicas com efeitos
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para a saude e que as utilizava para tratar comunidades e individuos acometidos por doengas
(FRANCA et al., 2008).

Esta pratica, muito comum no pais, diminuiu devido ao processo de industrializacéo
crescente na sociedade, porém, ainda hoje, o uso de plantas medicinais € comprovadamente
um meio eficaz de atendimento a salide (DELMONDES, 2014; SANTOS-LIMA et al., 2016).

Estudo realizado por Santos-Lima e colaboradores no ano de 2016, demonstrou a
importancia do uso de plantas medicinais para indios da etnia Kantaruré, aldeia Baixa das
Pedras no estado da Bahia ao realizar o levantamento de espécies utilizadas pela tribo para
tratamento de doengas, inclusive parasitarias. Os autores encontraram doze espécies como a
cacatinga (Croton argyrophylloides Muell. Arg.), mastruz (Chenopodium ambrosioides L.),
horteld middo (Mentha piperita L.) e babosa (Aloe vera (L.) Burm f.) como as plantas mais
indicadas pelos indios em seu uso cotidiano. Ressalta-se que nesta pesquisa, as plantas citadas
fazem parte da vegetacdo nativa e sdo encontradas nos quintais, nas proximidades das
residéncias e em locais de cultivo proprio que evidencia a importancia terapéutica, cultural e

histdrica do uso de plantas na prevencao e cura de enfermidades.

Estudos sobre a medicina popular tem propiciado o uso de chas, decoctos, tisanas e
tinturas contribuindo para que os medicamentos de origem vegetal sejam novamente
empregados na profilaxia e tratamento de doencas (FRANCA et al., 2008). Ha a possibilidade
do uso de plantas medicinais como tratamento complementar ou na substituicdo de farmacos
empregados usualmente, por se tratarem de alternativas de baixo custo e melhor eficacia
(DELMONDES, 2014; SANTOS-LIMA et al., 2016).

O uso de plantas para o desenvolvimento de novos medicamentos pode ser Util tanto
para combater doencas causadas por parasitos que sdo negligenciadas, quanto para maximizar
o controle de varias doencas (RONDON et al., 2012).

As vantagens de um tratamento utilizando um medicamento natural sdo a
possibilidade de se conseguir baixa toxicidade, menos efeitos colaterais no paciente e o custo
mais baixo para a populacdo, principalmente se 0 medicamento fosse oriundo de um vegetal
de fécil cultivo e acessivel a populacdo (BEZERRA; MENEGUETTI; CAMARGO, 2012).

Vem surgindo também atualmente, o interesse em associar 0 avanco tecnoldgico ao
saber popular propiciando o desenvolvimento sustentavel da saide (FRANCA et al., 2008).

No ano 2000, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) brasileira instituiu a
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Portaria n°22/1967 da Agéncia Nacional e a Resolu¢do-RDC n°17/2000 que classifica os
fitoterapicos como medicamentos e aprova o seu uso. Além disso, o Ministério da Salde
(MS), encoraja a realizagédo de estudos envolvendo plantas tradicionais brasileiras afim de se
conhecer os beneficios que estas podem trazer além de evitar efeitos colaterais e prejuizos na
utilizagdo incorreta desta terapia (BRASIL, 2010).

E importante ressaltar que o uso deste recurso requer a identificacdo e a classificacdo
botanica correta, devido ao principio ativo variar de planta a planta por causa da
biodiversidade, cddigo genético, condi¢cbes climaticas, mudangas sazonais, indice
pluviométrico, luminosidade, lencol freatico, condi¢es do solo, dentre outras condi¢cdes que
podem interferir nas propriedades farmacoldgicas da planta (FRANCA et al., 2008).

Um medicamento fitoterdpico tem sua acdo gracas a presenca de principios ativos
chamados fitofarmacos. Alguns medicamentos sdo preparados diretamente com esses
fitofarmacos extraidos e purificados das plantas, o que possui um custo alto em sua
preparacdo, ja os fitoterapicos sdo medicamentos preparados com plantas medicinais, nos
quais o principio ativo encontra-se agregado a outras substancias, da prépria planta usados em
chas medicinais e extratos (BRANDAO, 2013). O custo para a preparacdo desses produtos é
bem menor que os fitofarmacos e, por isto, a OMS incentiva 0 seu desenvolvimento desde a
década de 70 (BRASIL, 2006).

O processo para se transformar uma planta medicinal em um produto fitoterapico é
denominado validacdo, que consiste na confirmacédo da eficacia farmacoldgica e auséncia de
toxicidade da planta (BRANDAO, 2013). A validacdo de uma planta medicinal inicia-se com
um levantamento dos dados botanicos da espécie de planta a ser avaliada que inclui
identificacdo botéanica e informacgdes sobre o uso popular (parte da planta a ser utilizada,
forma de administracdo, dosagens, tempo de tratamento, etc.) (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005; KLEIN et al., 2009).

A planta deve ser secada, moida, transformada em p6 o qual serd submetido a
processos de extracdo de suas substancias quimicas, um dos métodos mais usados é a
percolacdo, que consiste na passagem continua de liquidos (solventes) através do p6 da planta
que serdo entdo evaporados até a obtencdo de um extrato-seco, constituido das substéncias
quimicas das plantas (BRANDAO, 2013). Estas etapas sdo fundamentais para a

transformacgéo de uma planta medicinal em medicamento fitoterapico pois a validacdo exige a
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conservacao da composigdo quimica e da atividade farmacoldgica a ser explorada (TOLEDO
et al., 2003).

Devem ser aplicados aos extratos obtidos, métodos cromatogréaficos, feitos em
colunas, placas ou por meio de cromatografos liquidos ou gasosos, com a finalidade de
separar, purificar e identificar os principios ativos da planta selecionada. A identificacdo da
estrutura quimica dos principios ativos é feita por meio de métodos espectroscopicos
(BRANDAO, 2013).

ApOs estes processos, 0 extrato obtido da planta de escolha pode ser submetido ao
processo experimental para verificacdo de sua atividade e de sua toxicidade.

Muitos trabalhos corroboram a importancia terapéutica atribuida a produtos de origem
vegetal. As plantas tém se mostrado uma boa alternativa na busca por novos medicamentos
contra muitas patologias. Estudo realizado por pesquisadores da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) em 1996 testou quarenta e sete espécies de plantas da familia
Asteruceae contra formas de tripomastigotas de Tripanossoma cruzi. Onze destas espécies
foram 100% eficazes contra o parasito: Eremanthus glomerulatus, Lychnophora passerina, L.
pinaster, L. trichocarpha, Mikania cordifolia, Piptocarpha rotundifolia, Siegesbeckia
orientalis, Vanillosmopsis Erythropappa, Vernonia crotonoides, V pedunculata e Wedelia
paludosa. Vernonia pedunculatu foi a espécie mais ativa dentre as espécies avaliadas
demonstrando-se uma alternativa promissora para o tratamento desta doenca (CHIARI et al.,
1996).

As substancias cariofileno e eugenol foram testadas quanto a atividade
antiepimastigota, antipromastigota e quanto a citotoxicidade e obtiveram um efeito
clinicamente relevante do cariofileno contra os parasitas T. cruzi e L. brasiliensis uma vez que
este obteve um melhor resultado quando comparado ao eugenol, sendo capaz de inibir o
crescimento dos parasitas testados (LEITE et al., 2013), este estudo ainda aponta a

necessidade de realizacdo de mais testes de toxicidade para estas substancias.

Neste cenario, os medicamentos fitoterapicos inserem-se como uma alternativa
promissora para melhoria do tratamento das LTAs. Muitos trabalhos corroboram a
importancia terapéutica atribuida a produtos de origem vegetal, bem como descrevem a
atividade leishmanicida de varios principios ativos naturais. As plantas tém se mostrado uma
boa alternativa na busca por novos medicamentos contra a leishmaniose, uma vez que

algumas espécies podem ser rica fonte de substancias com atividade contra as formas de
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Leishmanias e se apresentam como uma direcdo promissora na busca de drogas eficazes
(CORPAS-LOPEZ et al., 2015).

1.9 Siparuna guianensis

A Siparuna Guianensis, anteriormente pertencia a familia Monimiaceae, agora
pertence a familia Siparunaceae desde 2003, no sistema de Grupo para a Filogenia das
Angiospermas Il. A familia Siparunaceae consiste em dois géneros, Glossocalyx, uma espécie
da Africa Ocidental, e Siparuna, com aproximadamente 65 espécies nos neotropicos, a maior
parte nos Andes (PEIXOTO; SANTOS; MOURA, 2011; VALENTINI; RODRIGUEZ-
ORTIZ; COELHO, 2010).

Ocorre desde a Nicardgua, por todo o norte da América do Sul até o Paraguai € no
Brasil, onde ha 19 espécies de Siparuna com ocorréncia maior na Floresta Amazdnica. Nos
estados de Goias e Tocantins ha a presenca de 3 espécies: Siparuna bifida, Siparuna
brasiliensis e Siparuna guianensis. Pode ser encontrada também nos estados do Amazonas,
Pard, Acre, Mato Grosso, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana
(PEIXOTO; SANTOS; MOURA, 2011).

Nos estados de Tocantins e Goias a S. guinensis é tolerante a sombra e a exposicao ao
sol sendo encontrada em florestas adjacentes ao cerrado e em capdes de mata no cerrado,
cresce em solo arenoso, latossolo vermelho e solo argilo-pedregoso com frequéncia baixa ou
mediana nestes estados onde floresce e frutifica o ano todo, com maior floracdo em janeiro e
marc¢o e maior frutificacdo em setembro e novembro (PEIXOTO; SANTOS; MOURA, 2011).

Sdo caracterizadas como espécies de arbustos e arvoretas de 5 a 9 metros de altura
com casca cinza e lisa com folhas simples, membranaceas, de margens lisas alongadas a
elipticas ou lanceoladas, florece em cachos e produz frutos multiplos e globosos, conforme a
Figura 9 (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIiZ; COELHO, 2010). S3o caracterizadas também
como arbustos aromaticos pela presenca de células de 6leo esféricas encontradas em todas as
partes das plantas (PEIXOTO; SANTOS; MOURA, 2011).
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FIGURA 9: Carateristicas da planta Siparuna guianensis. A — Arbusto; B - folhas; C - frutos de

Siparuna guianensis do Bosque Paulo Siqueira, Cuiaba-MT, Fotos de Valentini, C.M.A, adaptado de
Valentini; Rodriguez-Ortiz; Coelho, 2010.

O nome popular da S. guianensis no Brasil pode variar segundo a diversidade das
regibes em que ocorre onde recebe nomes como Negramina, Folha-santa, Limdo Bravo,
Capitit, Mata Cachorro, Catingoso dentre outros nomes populares. Nas regides de Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso e Tocantins a planta é mais conhecida como Negramina
(VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIiZ; COELHO, 2010).

O uso popular da S. guianensis é grande na medicina tradicional na producéo de
cataplasmas, chas, infusGes, garrafadas ou banhos para tratamento de diversas afec¢fes. Em
muitos paises da América, a decoccdo de folhas da S. guianensis € usada como bebida contra
problemas estomacais e as folhas sdo usadas para compressas ou cataplasmas contra dor de
cabeca e reumatismo. No Panaméa e Guiana, extratos sdo usados para matar insetos daninhos
ou como inseticidas (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

No Brasil, a planta é utilizada no estado de Goias para dores na coluna, tratamento de
artrite e reumatismo (SOUZA; FELFILI, 2006), no estado do Mato Grosso sua principal
forma de preparo é a decoccdo das folhas, utilizada na forma de banho para alivio da gripe,
febre e dores no corpo e na regido das Guianas no Amazonas utilizam as folhas para
preparacdo de um cha que é usado para alivio de febres, pressdo arterial alta, para doengas
reumaticas e também contra colicas (VALENTINI et al., 2009). Na regido do Alto do Rio
Grande, em Minas Gerais, a planta é utilizada como infusdo usando toda a planta como anti-

inflamatério, para flatuléncia, estimulante, para cefaleia, nas gripes, resfriados e como



30

cataplasma, compressa ou banho € usada para tratar o reumatismo (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001).

S. guianensis apresenta variacdo do rendimento do 6leo essencial (OE) em funcdo de
seu ciclo biolégico e de variagdes meteorolégicas locais, a composicdo do éleo obtido de
partes distintas da planta (folhas, caules, frutos e folhas) também pode apresentar compostos
quimicos diferentes (VALENTINI et al., 2010). A composicdo do OE pode apresentar-se
diferente entre espécies de paises distintos ou variar por regido geogréafica dentro de um pais,
estudos fitoquimicos demonstram que € possivel que essa variacdo ocorra até mesmo dentro
de uma determinada regido, devido as estacdes do ano (AGUIAR et al., 2015; SILVA,
VALENTINI; BARROS, 2015).

A quantidade de Oleo extraido da planta também pode variar de acordo com o periodo
de desenvolvimento em que a mesma se encontra. Estudos demonstraram que o periodo de
maior rendimento do Oleo tem coincidido com o periodo reprodutivo da planta quando esta
emite flores e frutos e o periodo de menor rendimento na fase vegetativa da planta (SILVA,
VALENTINI; BARROS, 2015; VALENTINI et al., 2010).

Os principais componentes quimicos identificados em OE de S. guianensis foram f-
mirceno, 2-undecanona, d-clemeno, germacreno d, a-limoneno, biciclo-germacreno, 2-
tridecanona, B-mirreno, o-terpinoleno, a-bisabolol, siparunona, espatulenol, acido decanoico,
ledol, emol, quercetin-3 e kaempferol-3 (AGUIAR et al., 2015; ANDRADE et al., 2016;
FACUNDO et al., 2012; MONTANARI, 2010; NEGRI; SANTI; TABACH, 2012; SILVA,
VALENTINI; BARROS, 2015; ZOGHBI et al., 1998).

Apesar de haver escassez de estudos sobre 0 uso da S. guianensis em pesquisas para
seu uso farmacologico, alguns estudos tém encontrado multiplos usos e indicacGes
promissoras da planta para desenvolvimento de novos farmacos. Estudo realizado por Aguiar
e colaboradores (2015), identificou principalmente a presenca de hidrocarbonetos
sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e de hidrocarbonetos de monoterpeno nos OEs das
folhas frescas, caules e frutos de S. guianensis e 0s autores sugerem que 0 OE desta planta
pode ser usado como um repelente promissor uma vez que as doses utilizadas para repelir
50% da populagdo de mosquitos adultos (RD50) foram 0,438 e 0,662 pg/cm? para a espécie
de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, respectivamente e a atividade repelente obtida
pela concentragdo de OE acima de 0.450 pg/cm? foi maior que a de um repelente comercial
(AGUIAR et al., 2015).
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O uso do OE de S. guianensis também foi sugerido para o uso medicinal na terapia de
transtornos de ansiedade, uma vez que a planta possui alto teor de flavonoides que podem ser
antioxidantes, ansioliticos e sedativos (NEGRI; SANTI; TABACH, 2012).

O OE da S. guianensis, possui uma variedade de compostos volateis, incluindo
monoterpenos e sesquiterpenos e tem demonstrado a possibilidade de obtengdo de compostos
promissores contra a infeccdo por leishmanias como o a-Bisabolol e terpenos, a partir do OE
desta planta (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

1.10 a-Bisabolol

O o-Bisabolol, também conhecido como levomenol, € um &lcool sesquiterpeno

presente em OEs de varias plantas, inclusive na S. guianensis (BALDISSERA et al., 2016).

Este composto é abundante em plantas do cerrado brasileiro, possui aspecto oleoso,
limpido porém levemente amarelado, odor amadeirado e floral, com peso molecular de 222,37
g/mol. A denominagdo quimica do a-Bisabolol € 1-metil-4(1,5-dimetil-1-hidroxi-4(5)-
hexenil)-1-cicloexano, representado pela formula estrutural apresentada na Figura 10
(MAPRIC, 2018).

(-}--bisabolol (1)

FIGURA 10: Formula quimica do a-Bisabolol. Fonte: Corpas-Lépez et al., 2018.

O a-Bisabolol é utilizado em grande escala na fabricacdo de cosméticos
dermatoldgicos por conter propriedades organolépticas, anti-inflamatérias e antimicrobianas
(CORPAS-LOPEZ et al., 2018).

De acordo com Colares et al, 2013, o a-Bisabolol isolado da planta Vanillosmopsis
arborea (candeeiro) demonstra atividade leishmanicida in vitro, alterando o parasito
morfologicamente com o acumulo de vesiculas, o que sugere o seu potencial leishmanicida
(COLARES et al., 2013).
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Estudo realizado em 2015 por Baldissera e colaboradores avaliou a susceptibilidade in
vitro e in vivo de Tripanosoma evansi a a-Bisabolol e nanoparticulas lipidicas so6lidas
contendo a-Bisabolol, observou-se que quando utilizados em concentragdes de 0,5, 1 e 2%,
obteve-se um efeito tripanocida mais rapido quando comparados & quimioterapia
convencional e sugere o uso deste composto como um forte candidato no tratamento contra
infeccOes da familia Trypanossomatidae (BALDISSERA et al., 2016).

O a-Bisabolol isolado de Matricaria chamomilla L. (Asteraceae), também demonstrou
atividade leishmanicida e viavel para uso em macrdéfagos de mamiferos (camundongos Balb)
em um estudo realizado por Corpas-Lépez (2015), ao ser testado in vitro e in vivo contra
amastigotas intracelulares de L. infantum e L. donovani (com ICso 55 e 39 um,
respectivamente). No teste in vivo o o-Bisabolol reduziu a carga parasitaria no bago e no
figado em 71,60% e 89,22%, respectivamente, a 200 mg / kg sem mostrar toxicidade por via
oral demonstrando neste estudo ser mais eficaz do que o antimoniato de meglumina
(CORPAS-LOPEZ et al., 2015).

O uso de plantas medicinais no desenvolvimento de novos farmacos coopera para a
valorizacdo do saber popular e para a preservacdo do bioma cerrado brasileiro que é uma area
muito rica em biodiversidade, protegida em apenas 2,2% de seu territorio, além disso, 0 uso
medicinal da S. guianensis e de outras plantas, pode garantir o seu cultivo e a valorizacao da
espécie que vem sendo apontada por estudiosos como espécie prioritaria de conservacdo para
a regido do cerrado (VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010).

Mediante estes estudos e possibilidades apresentadas, a S. guianensis e o a-Bisabolol
isolado de S. guianensis, podem ser compostos promissores contra a leishmaniose, pois sao
utilizadas como plantas medicinais na sabedoria popular ha muitos anos. A pesquisa da
atividade leishmanicida do 6leo de S. guianensis e 0 a-Bisabolol isolado de S. guianensis,
pode contribuir para novas perspectivas ao tratamento da leishmaniose cuténea,
principalmente por tratar-se de uma planta de facil obtencdo e abundante no cerrado

brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial citotoxico do OE de S. guianensis e do a-Bisabolol isolado de S.

guianensis in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a viabilidade de células basais Vero e de L. amazonensis tratadas com

diferentes concentracdes in vitro;

Determinar a concentracao inibitéria (ICso) do OE de S. guianensis e do a-Bisabolol

isolado de S. guianensis para tratamento in vitro;

Verificar o potencial de invasdo celular de L. amazonensis ap0s tratamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagéo dos experimentos

O OE de S. guianensis e o o-Bisabolol derivado da S. guianensis, utilizados nos
experimentos foram gentilmente cedidos pelos colaboradores do curso de Quimica, Professora
Dra. Liliane Nebo e Professor Dr. Claudinei Silva. O OE da planta S. guianensis foi
processado nos laboratérios de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal de
Goias (UFG) — Regional Jatai, GO.

O isolamento do o-Bisabolol foi realizado nos laboratérios de Quimica Analitica e
Fisico-quimica da UFG — Regional Jatai. Os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de
Tripanosomatideos pertencente ao Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade
Federal de Uberlandia - UFU, em Uberlandia, Minas Gerais e a leitura das laminas do ensaio
de invasdo foi realizada no laboratdrio de microscopia Optica do Centro Universitario
Unicerrado — Goiatuba/GO.

3.2 - Producéo e processamento do 6leo essencial de S.guianensis

Para a producdo do OE, folhas de S. guianensis foram coletadas em Sdo Miguel do
Anta, no Estado de Minas Gerais (MG), trituradas e submetidas a quatro horas de
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. O 0leo obtido foi recolhido juntamente com o
hidrolato e extraido com diclorometano (3x10 mL) em funil de separacdo. As fases organicas
foram secas com sulfato de magnésio anidro e o solvente removido sob baixa pressdo a 40°C
em evaporador rotativo.

A massa do OE foi medida em balanca analitica e 0s rendimentos expressos em
relacdo a massa seca e em natura do material vegetal. A matéria seca foi determinada pela
secagem de trés aliquotas de aproximadamente 10g de cada amostra, em estufa a 103 + 2°C
até massa constante. Ao final, o 6leo essencial foi acondicionado em frascos de vidro e

armazenados até 0 momento da realizacdo dos ensaios.

3.3 Isolamento do a-Bisabolol

O a-Bisabolol foi isolado utilizando o OE das folhas de S. guianensis coletadas em

Sdo Miguel do Anta, MG. O isolamento se deu a partir de uma coluna cromatogréfica (36cm
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x 18mm) empacotada com silica gel. Foram pesados 0,2 g de OE de S. guianensis e aplicados
no topo da coluna. A eluicdo ocorreu em gradiente de hexano/éter etilico, com as seguintes
proporgoes: 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5.

As fracOes obtidas foram avaliadas por cromatografia de camada delgada tendo como
eluente hexano/éter etilico na proporcdo de 7:3 e o acido fosfomolibdico como revelador. A
identificacdo do a-Bisabolol foi realizada por meio da cromatografia a gas acoplada ao
espectrometro de massas em comparagdo com um padrdo de a-Bisabolol, previamente
caracterizado pelo Laboratdrio de Analises e Sintese de Agroquimicos (LASA) da
Universidade Federal de Vigosa - UFV (DINIZ, 2014). O a-Bisabolol isolado por fim foi

armazenado até o momento dos ensaios.

3.4 Parasitos

Foram utilizados promastigotas de L. amazonensis, na fase estaciondria, cultivadas em
meio BHI - Brain Heart Infusion, com a suplementacdo de soro fetal bovino (SFB) a 10%,
mantidos a 26°C pelo Laboratorio de Tripanosomatideos da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU).

3.5 Células hospedeiras

Para avaliar o efeito do OE de S. guianensis e do a-Bisabolol isolado de S. guianensis,
foram utilizadas células basais Vero obtidas de fibroblastos de rim de macaco verde africano
obtidas pelo Laboratorio de Tripasonomatideos da Universidade Federal de Uberlandia,
mantidas em garrafas com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), para

crescimento e replicacdo em estufa a 37°C em 5% de CO..

3.6 Avaliacdo da citotoxicidade celular in vitro

Para verificar a atividade bioldgica dos compostos de S. guianenses e do a-Bisabolol

isolado de S. guianensis, foi realizado um ensaio de viabilidade celular usando o método
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colorimétrico sal de resazurina (Alamar Blue®) como indicador de metabolismo celular. Este
método € capaz de indicar o metabolismo e o crescimento celular quando o indicador de
reducdo-oxidacdo resazurina (Alamar Blue®) é adicionado a amostra e apds um periodo de
incubacdo a cor azul tipica da resazurina se transforma em rosa, indicando que a resazurina

foi metabolizada pelas células em resorufina (YAJKO et al., 1995).

As células Vero foram plaqueadas em placas de 96 pocos na ordem de 2x10*
células/pocgo em triplicata e incubadas em estufa de CO; a 37°C em 5% de CO. para adesao
das células, overnight. Em seguida, foram adicionados o OE de S. guianenses e o a-Bisabolol
isolado, identificados como SG e AB, respectivamente. Para cada 6leo foi preparado uma
solu¢do de 640 pug/mL em meio de cultura (DMEM). Apoés, os compostos foram adicionados
a placa em concentracdes crescentes de 4 pug/mL, 8 ug/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL, 64 ug/mL,
128 pg/mL, 256 pg/mL e 512 ug/mL.

Os controles foram organizados da seguinte forma: 1) Nos controles de viabilidade
celular foram adicionados 100uL. de DMEM; 2) Nos controles de diluicdo dos 6leos com
dimetilsulfoxido (DMSO) (1%) foram adicionados 99 uL. de DMEM e 1 puL. de DMSO; 3)
Nos controles de morte celular foram adicionados DMSO a 30% (concentracdo padronizada
previamente), sendo 30 L. de DMSO e 70 uL. de DMEM; 4) Nos controles de reagdo da
resazurina com meio de cultivo sem células foram adicionados 100 pul de DMEM; 5) Nos
controles de reacdo das amostras com a resazurina foram adicionados 80 ul da solugdo mae de
cada 6leo e 20 ul de meio (512 pg/mL).

Apols 24 horas, foi acrescentado 8 pL/pogo de sal de resazurina (Alamar Blue®)
(3uM) em volume previamente padronizado para este tipo celular. A placa foi incubada em

estufa a 37°C e 5% CO. coberta com papel aluminio, evitando contato com a luz, overnight.

Em seguida, a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro de placa com
comprimento de onda de 594nm. A citotoxicidade foi expressa em porcentagem de
viabilidade celular em relacdo aos pocos controle (100%), determinando assim, a

concentracdo capaz de inibir 50% da viabilidade celular, concentracéo inibitéria - 1Cso.

3.7 Atividade leishmanicida, in vitro, dos compostos

Para verificar a atividade leishmanicida in vitro, contra L. amazonensis, foi realizado

teste de viabilidade no qual promastigotas de L. amazonensis foram plagueadas em placa
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de 96 pocos na quantidade de 2x10%/pogo em conjunto com concentragdes crescentes de 4
pug/mL, 8 pg/mL, 16 ug/mL, 32 pg/mL, 64 pg/mL, 128 pg/mL, 256 pg/mL e 512 pg/mL dos

compostos.

De forma semelhante ao ensaio com células Vero, os controles foram organizados da
seguinte forma:1) Nos controles de viabilidade celular foram adicionados 80 puL. de BHI e 20
ul de parasitas; 2) Nos controles de diluicdo dos 6leos com DMSO (1%) foram adicionados
79 uL de BHI, 20 pL solu¢do de parasitos e 1 pL de DMSO; 3) Nos controles de morte
celular foram adicionados 79 pul de meio, 1 ul de solu¢do de Anfotericina B lipossomal a 5
mg/mL e 20 pl de parasitas; 4) Nos controles de reacdo da resazurina com meio de cultivo
sem parasitas foram adicionados 100 ul de BHI; 5) Nos controles de reacdo das amostras com

a resazurina foram adicionados 80 pl da solu¢do mae de cada 6leo e 20 ul de meio.

O teste foi realizado em triplicata e as placas foram mantidas em temperatura ambiente
por 72 horas envoltas em papel aluminio e apo6s este periodo foi adicionado o sal de
resazurina por overnight. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro com

comprimento de onda a 594 nm. Os resultados foram expressos em % de viabilidade.

3.8 Ensaio de invasdo com os parasitos apos tratamento

Apos a realizacdo do ensaio de citotoxidade dos compostos, foi obtido valores de ICso
para SG e AB de acordo com o item 3.6, os quais foram utilizados para verificar a capacidade
de invasdo ativa de promastigotas de L. amazonensis em células Vero. As células foram
plaqueadas em placas de 24 pocos contendo laminulas circulares de 13mm em solucéo
DMEM suplementadas com SFB 10% e solucdo de antibioticos, na quantidade de 2x10°
celulas/pogo, incubadas a 37°C e 5% de CO> overnight para adesdo celular nas laminulas. No
dia seguinte, as células foram lavadas com PBS e incubadas com promastigotas de L.
amazonensis na fase estacionaria proporcdo de 10:1 parasitos/célula por 3 horas. Estes
parasitos foram previamente tratados com SG na concentracao de 131,5 uL em BHI ou AB na
concentracdo de 94,61 pL em BHI, por 24 horas. Apés esse periodo, foi realizada a lavagem
das células com PBS por 3 vezes para retirada dos parasitos sobrenadantes que ndo se
aderiram as células. Em seguida as células foram fixadas em solu¢do Bouin por 15 minutos e

coradas com Giemsa (SIGMA-ALDRICH 1:20) por 35 minutos. Em seguida as laminulas
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foram retiradas da placa e banhadas de forma sucessiva nos reagentes para desidratacdo
(Acetona 100% - 2 vezes, 90% acetona + 10% xilol, 70% acetona + 30% xilol, 30% acetona +
70% xilol e xilol 100%) e ap6s 12 horas de secagem foi realizada a analise em microscopia
Optica considerando 300 células totais por laminula.

3.9 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica foi utilizando o programa GraphPad Prism versao
6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Foi realizado teste de distribuicéo
Gaussiano e no teste de comparacgdo entre as amostras e o controle foram utilizados os testes
de Kruskal-Wallis ¢ Dunn’s para multiplas comparagdes. Para dados paramétricos foi
realizado o teste de one-way ANOVA e Holm-Sidak’s para testes de multiplas comparagdes.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata com pelo menos dois experimentos

independentes.

Para analise do 1Cso foram utilizados os testes de regressdo ndo linear e a curva de
dose resposta foi obtida utilizando o software GraphPad Prism (log [6leo essencial] vs. resposta

— slope variavel).

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
independentes, em triplicata. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Anélise da Citotoxicidade celular

4.1.1 Atividade citotoxica do Oleo de S. guianensis

Para verificar o efeito de diferentes concentracbes (4 — 512 pg/mL) do OE de S.
guianensis foi realizado o teste de viabilidade celular utilizando células Vero.

Verificou-se que as células Vero demonstraram viabilidade de 100% nas
concentracdes de 4 — 32 pg/mL de SG. Porém, observou-se efeito citotdxico significativo em
relacdo ao controle (p< 0,05) sobre as células nas concentrages de 256 e 512 pg/mL com

taxa de viabilidade de 23% e 25% respectivamente (Figura 11).
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FIGURA 11: Viabilidade das células Vero frente ao 6leo de S. guianensis. Células Vero foram
cultivadas em placas de 96 pocos em meio DMEM, tratadas com diferentes concentragfes de SG (4 a
512 pg/mL). Ap6s 72 horas, a viabilidade celular foi verificada pelo método de ensaio de resazurina

(Alamar Blue®). Os ensaios foram realizados em pelo menos trés ensaios independentes. * p < 0,05.
4.1.2 Atividade citotoxica do a-Bisabolol isolado
O o-Bisabolol isolado de S. guianensis (AB) foi testado em células Vero nas

concentragdes de 4 - 512 pg/mL. Observou-se que AB demonstrou citotoxicidade celular

sobre células Vero frente as concentragdes de 128 pg/mL (48% - p < 0,05), 256 pg/mL (16%
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- p <0,002) e 512 pg/mL (14% - p < 0,002). Somente na concentracéo inicial de 4 pg/mL que
a viabilidade celular foi de 100% (Figura 12).
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FIGURA 12: Viabilidade de células Vero frente a diferentes concentracdes do 6leo de a-Bisabolol.
Células Vero foram cultivadas em placas de 96 pocos em meio DMEM, tratadas com diferentes
concentracdes de AB (4 a 512 pg/mL). Apos 72 horas, a viabilidade celular foi verificada pelo ensaio

de resazurina (Alamar Blue®). Os ensaios foram realizados em pelo menos trés ensaios independentes.

4.2 Atividade inibitoria em 50% da viabilidade celular

Para a obtencdo do indice de citotoxicidade de 50% - ICso, foi construido um gréafico
de concentragdo-resposta para cada 6leo essencial e 0 composto isolado.

No ensaio de viabilidade celular, o 1Cso foi calculado para SG e AB, indicando que o
OE de SG inibe 50% do crescimento celular em 131,5 pug/mL, o AB apresenta atividade
inibitéria em 50% do crescimento celular na concentracdo de 94,61 pg/mL, conforme a

Tabela 1 e a Figura 13.

Tabela 1. Citotoxicidade de SG e AB sobre células Vero.

Compostos testados ICs0+ DP (pug/mL)
SG 131,5 £ 3,02
AB 94,61 + 3,48

SG — OE S. guianensis. AB — a-Bisabolol. ICso — Concentragdo inibitoria em 50%. DP — desvio

padréo.
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FIGURA 13: Curva de concentracdo-resposta para SG e AB. Para o célculo do ICs, foi realizado um
grafico de concentracdo-resposta para SG e AB no qual R? foi considerado aceitavel em cada curva

(R? > 0,800).

4. 3 Atividade leishmanicida dos compostos

4.3.1 Atividade leishmanicida do SG

A atividade leishmanicida de SG foi testada contra promastigotas de Leishmania
amazonensis com concentracfes variando de 4 a 512 pg/mL e em seguida foi realizada a
andlise da atividade do parasito. Verificou-se que houve dano ao parasito em todas as
concentracdes testadas (Figura 14). No entanto, destaca-se que nas concentracdes de 4 a 16

Hg/mL a atividade leishmanicida foi parcial: 37% em 4 pug/mL, 9% em 8 pg/mL e 10% em 16
pg/mL.
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FIGURA 14: Atividade leishmanicida do SG. Promastigotas de L. amazonensis foram plagueadas em

placas de 96 pocos e tratadas com diferentes concentragdes de SG (4 a 512 pg/mL). Apos 72 horas, a
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viabilidade dos parasitos foi verificada pelo método de ensaio de resazurina (Alamar Blue®). Os

ensaios foram realizados em pelo menos trés ensaios independentes.
4.3.2 Atividade leishmanicida do AB

Ao analisar a viabilidade para promastigotas de L. amazonensis, utilizando o AB,
observou-se que houve dano ao parasito em todas as concentracdes testadas, com taxa de
100% da viabilidade nas concentragGes de 32 — 512 pg/mL (Figura 15). As concentracfes
iniciais demonstraram ndo inibir totalmente o crescimento dos parasitos, nas concentracdes de
4 pg/mL, 8 pg/mL e 16 pg/mL houve o crescimento de 84%, 37% e 43% respectivamente.
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FIGURA 15: Atividade leishmanicida do AB. Promastigotas de L. amazonensis foram plagueadas em
placas de 96 pogos e tratadas com diferentes concentracdes de AB (4 a 512 pg/mL). Apo6s 72 horas, a
viabilidade dos parasitos foi verificada pelo método de ensaio de resazurina (Alamar Blue®). Os

ensaios foram realizados em pelo menos trés ensaios independentes.
4.4 Atividade inibitéria em 50% da viabilidade dos parasitos apds tratamento.

No ensaio de viabilidade dos parasitos, foi construido um gréafico de concentracéo-
resposta para SG e AB, para a obtenc¢éo do ICso. O 6leo de SG inibe 50% do crescimento de
promastigotas de L. amazonensis em 2,59 ug/MI eo AB apresentou atividade inibitoria em

50% do crescimento dos parasitos em 7,84 pg/mL, conforme a Tabela 2 e a Figura 16.
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FIGURA 16: Curva de concentracdo-resposta para SG e AB. Para o célculo do ICs, foi realizado um
grafico de concentragio-resposta para SG e AB no qual R? foi considerado aceitavel em cada curva

(R? > 0,800).

Tabela 2. Atividade leishmanicida de SG e AB sobre as formas promastigotas de L. amazonensis

Compostos testados ICso £ DP (ug/mL)
SG 2,59 + 1,42
AB 7,84 +1,09

SG - bleo de S. guianensis. AB — a-Bisabolol. ICsy — Concentracdo inibitéria em 50%. DP — desvio

padrdo.
4.5 Ensaio de invasdo dos parasitos apds tratamento

Para andlise da capacidade de invasdo dos parasitos apos tratamento com SG e OS,
células Vero foram plaqueadas em placa de 24 pogos com laminulas circulares, os parasitos
foram tratados com o ICso de cada composto e deixados overnight e ap0s o tratamento foram
plaqueados junto as células para invasdo, em seguida foram confeccionadas trés laminas para
leitura em microscopia optica.

A leitura foi realizada observando o numero de células infectadas por L. amazonensis
(300 células/laminula) em comparacédo ao controle (células e parasitos sem tratamento).

Os parasitos da amostra controle demonstraram capacidade de invasao celular (Figura
17A) e se aderiram a 97 células (Figura 18).

No controle, sem tratamento, 145 promastigotas de L. amazonensis se aderiram as

células infectando-as (Figura 19), o que corresponde a um indice de 1,5 parasito/célula.
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Os parasitos tratados previamente com SG demonstraram-se visivelmente reduzidos
em namero no interior das células, conforme evidenciado por microscopia Optica (Figura
17B) e infectaram apenas 5 células o que corresponde a 1,6% do total de células consideradas
(Figura 18). A reducdo do numero de parasitos aderidos as células também foi significativa
demonstrando que apenas 6 parasitos preservaram sua infectividade ap6s tratamento com SG
(1,2 parasito/célula) conforme demonstrado na Figura 19.

Os parasitos tratados com AB também demonstraram redu¢do no nimero e aspecto ao
microscopio (Figura 17C). Estes parasitos foram capazes de infectar 14 células
correspondendo a 4,6% do total de células consideradas (Figura 18). Apos o tratamento com

AB apenas 14 parasitos se aderiram as células (1 parasito/célula) conforme a Figura 19.
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FIGURA 17: Leitura das laminas em microscopia 6btica. A — Leishmanias sem tratamento em

evidéncia na lamina controle. B — Leishmanias em evidéncia apé6s tratamento com SG. C —

Leishmanias em evidéncia ap6s tratamento com AB. Fonte: Arquivo pessoal.
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FIGURA 18: Infectividade de formas promastigotas de L. amazonensis ap0s tratamento. Os parasitos

foram previamente tratados com as concentragdes de 1Cso obtidas para células Vero (SG 131,5 pg/mL
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e AB 94,61 pg/mL) e realizada leitura em microscopia éptica em compara¢do com o grupo controle.
Foram realizados trés ensaios independentes em triplicata. * p<0,01 e **p< 0,001.
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FIGURA 19: Numero de parasitos presentes em 300 células apds tratamento. Os parasitos foram
previamente tratados com as concentracGes de ICso obtidas para células Vero (SG 131,5 ug/mL e AB
94,61 pg/mL) e realizada leitura em microscopia Optica em compara¢do com o grupo controle. Foram

realizados trés ensaios independentes em triplicata. * p<0,01 e **p< 0,001.
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5. DISCUSSAO

A LTA é considerada pela OMS como uma das seis mais importantes doencas
infecciosas no mundo, devido ao alto coeficiente de deteccdo e por sua capacidade de
produzir deformidades (BRASIL, 2017; OPAS/OMS, 2016). E uma doenca endémica em
mais de 88 paises e que atinge cerca de 2 milhdes de novos casos por ano (MANCHENO-
VALENCIA et al., 2017).

O tratamento da LTA é feito utilizando o antimonial pentavalente que é administrado
por via EV, 0 que muitas vezes sugere a necessidade de internagcdo do paciente para o
tratamento, podendo causar efeitos adversos como arritmias cardiacas, insuficiéncia renal
aguda, insuficiéncia hepética aguda, ictericia e/ou elevacdo de transaminases cinco vezes
acima do limite superior, pancreatite aguda e/ou elevacdo de amilase e lipase cinco vezes
acima do limite superior e obitos. Por outro lado, ha outras medicacdes que também podem
ser usadas no tratamento da LTA como o Antimoniato de Meglumina e a Anfotericina B que
também sdo de uso por via EV e como efeito adverso podem causar anorexia,
comprometimento da funcdo renal, anemia, leucopenia e alteragfes cardiacas (BRASIL,
2017).

Neste contexto, ha um interesse crescente pelo uso de produtos naturais contra
doencas infecciosas, incluindo a leishmaniose, devido ao baixo custo de producdo destes
produtos e a possibilidade de reducdo dos efeitos adversos, além de vias de administracao
menos invasivas (CORPAS-LOPEZ et al., 2015).

Mediante o exposto, esta pesquisa teve como finalidade avaliar a viabilidade celular e
a atividade leishmanicida do OE de S. guianensis e do a-Bisabolol isolado de S. guianensis,
bem como a acdo destes compostos sobre a capacidade infectiva dos parasitos.

Para a conducdo dos experimentos foi avaliado primeiramente o efeito citotdxico de
SG e AB, sobre células Vero, pelo ensaio de resazurina, considerado um processo de
fundamental importancia e alta sensibilidade, uma vez que os componentes presentes em SG e
AB, podem interferir na viabilidade das células basais, efeito este indesejavel em um
tratamento. Estas células foram tratadas com diferentes concentracdes de SG ou AB (4
pug/mL, 8 ug/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL, 64 pg/mL, 128 ug/mL, 256 ug/mL e 512 pug/mL).

Ao analisar os resultados, verificou-se que o OE de SG provocou reducdo da
viabilidade celular nas concentracdes de 128 pg/mL, 156 pg/mL e 512 pug/mL, sendo que a

viabilidade reduziu significativamente nas concentracdes de 512 pg/mL e 256 pg/mL. Por
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outro lado, ao avaliar o efeito do AB sobre a viabilidade de células Vero observou que entre
as concentragdes de 128 pug/mL e 512 pg/mL, AB provocou efeito citotdxico significativo.

De acordo com a “Classificacdo da citotoxidade e atividade leishmanicida para extratos
e fracdes derivados de plantas e produtos naturais”, elaborada pelo Programa de Estudos e
Controle de Enfermidades Tropicais, pode-se definir um composto natural como muito téxico
se este demonstrar um ICsp menor do que 10 pg/mL, para as concentracdes com ICsg com
valores maiores do que 10 pg/mL e menores que 100 pug/mL o composto é considerado como
toxico, para valores de 1Csp menores do que 100 pg/mL ou até 1000 pg/mL a sua citotoxidade é
considerada moderada e para valores de 1Cso maiores do que 1000 pg/mL os compostos
naturais séo considerados como potencialmente ndo toxicos (RIOS et al., 2008).

Desta forma pode se inferir que SG (ICso 131,5 pg/mL) pode ser considerado como OE
com citotoxicidade celular moderada e AB (ICso 94,61 pg/mL) pode ser considerado como
potencialmente toxico.

Andrade e colaboradores em 2016, avaliaram 16 0leos essenciais incluindo o 6leo de S.
guianensis e demonstraram que a concentracgao citotoxica para este tipo de célula foi de 78,02
pg/mL para este 6leo. Menezes (2017) avaliou a atividade citotoxica de a-Bisabolol isolado de
camomila em concentragdes variando de 1000 a 31,25 uM sobre células LLC-MK2 pelo
método do MTT, e verificou efeito citotoxico (1000 uM e 500 uM respectivamente). Estudo
realizado por Rottini e colaboradores (2015) também demonstrou atividade citotoxica do a-
Bisabolol contra macréfagos J774.G8 com 1Cso de 14,82 ug/mL.

Mediante o exposto, infere-se que SG possui 0 melhor potencial de viabilidade sob a
proliferacdo celular, sendo este 0 composto menos nocivo sob o teste desta pesquisa. A
concentracdo de uso do OS para ensaios in vitro obtida foi de 131,5 pg/mL com crescimento
celular de aproximadamente 73,93%.

Além do ensaio de viabilidade celular, foi realizado também ensaio da atividade
leishmanicida de S. guianensis e do o-Bisabolol contra promastigotas de L. amazonensis,
utilizando o ensaio de resazurina. Neste ensaio constatou-se que SG e AB apresentaram
alguma atividade leishmanicida em todas as concentracdes. O dleo de S. guianensis e 0 a-
Bisabolol apresentaram inibicdo de 100% do crescimento de promastigotas de L. amazonensis
a partir da concentragéo de 16 pg/mL.

O 6leo essencial de S. guianensis foi testado por Andrade e colaboradores (2016)
quanto a atividade inibitoria do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis em

concentracOes variando de 30 a 500 pg/mL. Observou-se que o dleo de S. guianensis foi o
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mais efetivo contra L. amazonensis inibindo o crescimento do parasito a partir da
concentragdo de 48,55 pug/mL.

O a-Bisabolol (comercial) testado contra promastigotas de L. amazonensis no estudo
de Rottini (2015), inibiu o crescimento do parasito de forma eficiente na concentracgdo de 4,15
pug/mL. De forma semelhante, em um estudo realizado em 2010, o a-Bisabolol isolado de
Chamomilla recutita foi testado contra L. infantum e demonstrou que a partir de 50 mg/mL
foi capaz de inibir o crescimento do parasito (MORALES-YUSTE et al., 2010).

Com relagdo a atividade leishmanicida de SG, este apresentou ICso de 2,59 pg/mL e
AB ICso de 7,84 pug/mL. De acordo com a classificacdo proposta por Rios e colaboradores
(2008), os compostos SG e AB podem ser classificados como muito toxicos para 0s parasitos
(IC50 < 10 pg/mL). Destaca-se que os resultados obtidos nesta pesquisa para o a-Bisabolol
sdo semelhantes aos resultados apresentados por outros autores (ROTTINI et al., 2015;
MORALES-YUSTE et al., 2010).

Dentre os compostos testados, 0 SG apresentou melhor valor de 1Cso (2,59 pg/mL) em
comparagdo com a literatura, sugerindo a possibilidade de uso deste 6leo em baixas
concentracdes e com efetividade, porém, AB demonstrou ser menos eficaz em pequenas
concentracdes contra L. amazonensis (ICso de 7,84 pg/mL).

Alguns autores sugerem que componentes de OE naturais, como derivados de
terpenoides e 0 a-Bisabolol sdo ativos contra uma variedade de agentes patogénicos e que
estes compostos podem agir na interacdo com as membranas celulares e levar os agentes
patogénicos a morte (CORPAS-LOPEZ et al., 2015).

A atividade de 0leos essenciais em parasitas se deve principalmente ao terpeno em sua
composicao pois estes sdo responsaveis pela caracteristica hidrofobica dos 6leos essenciais e
permitem a sua difusdo através da membrana celular do parasita, o que afeta a via metabdlica
intracelular e as organelas do parasita, levando-os a perda de sua vitalidade (BORGES et al.,
2012). Varias andlises do Oleo essencial de S. guianensis tém identificado uma variedade de
compostos volateis, incluindo monoterpenos e sesquiterpenos (DINIZ, 2014; VALENTINI et
al., 2010; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010; ZOGHBI et al., 1998).

Com relacgdo ao efeito em conjunto sobre os parasitos e as células Vero, SG foi tdxico
para os parasitos e moderadamente citotoxico para as células. Destaca-se que a concentracao
de 32 pg/mL de SG inibiu 100% do crescimento dos parasitos sem causar nenhum dano as
celulas.

No ensaio de Andrade e colaboradores (2016), o éleo de S. guianensis foi 0 mais

citotoxico para as células testadas e no ensaio de Rottini e colaboradores (2015), o (-)a-
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bisabolol apresentou toxicidade celular (1Cso 14,82 pg/mL) e atividade leishmanicida
semelhante ao resultado desta pesquisa (1Cso 4,15 pg/mL).

Corpas-Lopez e colaboradores (2014), testaram a-Bisabolol isolado de Matricaria
chamomilla L. (Asteraceae) infectando camundongos Balbc por via intraperitoneal com
promastigotas estaciondrias de L. infantum e L. donovani e realizou tratamento dos
camundongos por via oral com diferentes doses de a-Bisabolol. O composto demonstrou
atividade leishmanicida com ICso de 39 pg/mL, reduzindo a carga parasitaria no baco e figado
dos camundongos em 71,6% e 89,22% a 200 mg/Kg sem mostrar toxicidade, sendo mais
eficaz do que o controle positivo tratado com antimoniato de meglumina.

Corpas-Lopéz e colaboradores (2016) também testaram uma formulagéo tépica para o
tratamento de leishmaniose cutinea a base de a-Bisabolol isolado da camomila em hamsters
sirios e observaram a reducdo da lesdo a 56% em 2,5% e sua administragdo por via oral
também néo causou efeitos toxicos ou colaterais. Os autores sugeriram que a atividade do a-
Bisabolol se deve principalmente a presenca de sesquiterpenos em sua composicao.

Menezes (2017) sugere que 0 o-Bisabolol apresenta efeito antiparasitario com possivel
inducdo de apoptose e estresse oxidativo com associacdo da inibicdo da enzima tcGAPDH ao
efeito bioldgico encontrado.

A partir das concentragdes de 1Cso obtidas nesta pesquisa, foi realizado entdo um
ensaio de invasdo com os parasitos previamente tratados com SG ou AB, considerando o ciclo
evolutivo da leishmania no hospedeiro vertebrado, no qual a forma promastigota inicia o
processo infeccioso ao ser inoculada na corrente sanguinea do hospedeiro, com o intuito de
demonstrar o efeito dos compostos sobre a capacidade infectiva destes parasitos.

No ensaio de invasdo, considerando 300 células por microscopia éptica, 0s parasitos
tratados com SG infectaram 1,6% das células com uma proporc¢do de 1,2 parasito/célula. Os
parasitos tratados com AB infectaram 4,6% das células consideradas com uma média de 1
parasito/célula. Mediante estes dados pode-se inferir que 0s compostos utilizados
demonstraram acdo na infectividade do parasito impedindo que estes se internalizassem na
maioria das celulas.

Estudo realizado por Rottini (2011) demonstrou que OE de E. bracteolata (louro
cedrinha) testado contra amastigotas intracelulares de L. amazonensis evitou a infeccdo de
38% das células (macrofagos) com uma média de 1,04 amastigota/célula, ao mesmo tempo, o
a-Bisabolol isolado desta planta tornou possivel a infeccdo de 86% das células com uma
média de 1,78 amastigota/célula (ROTTINI, 2011). Outro estudo utilizando OE de acai (fruto

da palmeira Euterpe oleracea) contra L. amazonensis e L. infantum demonstrou que o 6leo
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reduziu o nimero de amastigotas internalizadas nas células em 68% para L. amazonensis e em
82% para L. infantum nas dilui¢6es de 0,08 pg/mL e 0,04 pg/mL respectivamente (SILVA et
al., 2017).

Garcia e colaboradores (2017) testaram de forma semelhante o OE de Aloysia
gratissima contra amastigotas de L. amazonensis internalizadas e contra as formas
promastigotas de L. amazonensis ndo internalizadas. Este estudo demonstrou que a carga
parasitaria foi reduzida em 61% para amastigotas intracelulares tratadas com 1 pg/mL e em
85% para promastigotas ndo internalizadas tratadas com 2 pg/mL.

E importante ressaltar que o presente ensaio de invasdo é o primeiro relato deste tipo
de ensaio feito com S. guianensis e a-Bisabolol isolado de S. guianensis. Neste estudo pode
ser observado a inibicdo de 98,4% de capacidade infectiva de promastigotas de L.
amazonensis tratadas com SG (131,5 pg/mL) e inibicdo de 95,4 % da capacidade infectiva do
mesmo parasito tratado com AB (95,4 pg/mL).

No estudo de Garcia e colaboradores (2017), a Anfotericina B promoveu a reducéo de
90% da taxa de infectividade para amastigotas de L. amazonensis e Rocha (2009) demonstrou
o0 efeito da Anfotericina B na infeccdo de macrofagos por promastigotas de L. amazonensis, a
qual foi capaz de inibir 100% da capacidade de invasdo do parasito na concentracdo de 1
pg/mL. Os resultados de SG e AB demonstram que estes compostos sao capazes de reduzir a
capacidade de infeccdo dos parasitos de forma semelhante ao medicamento convencional em
um ensaio in vitro, o que sugere um refinamento da técnica e ensaios in vivo para determinar a
acdo da S. guianensis e do o-Bisabolol a partir das concentracGes obtidas nesta pesquisa.

Os compostos testados demonstraram de maneira geral viabilidade celular e atividade
leishmanicida em baixas concentracdes, evidenciando o seu potencial como novas fontes
alternativas para o desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos para o tratamento da

leishmaniose.
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6. CONCLUSOES

o Na analise da viabilidade de células Vero tratadas com diferentes concentracdes de SG
e AB, todos 0s compostos testados demonstraram potencial viabilidade celular. O éleo mais
efetivo foi SG sendo o menos citotdxico para células Vero, seguido de AB que apresentou
valor indicativo de toxidade.

o No ensaio da atividade leishmanicida dos compostos contra promastigotas de L.
amazonensis, tratadas com diferentes concentracbes de SG e AB, 0s compostos testados
demonstraram boa atividade leishmanicida sendo o SG também o mais ativo contra L.
amazonensis inibindo o crescimento do parasito em 100% na maioria das concentracGes
testadas.

o Na anéalise da concentracao inibitéria em 50% (I1Cso) para o teste de viabilidade celular
e da atividade leishmanicida, as concentragdes ideais de SG é de 131,5 pg/mL e 2,591 pg/mL
respectivamente. Para AB 0 1Cso foi 94,61 pg/mL e 7,84 pg/mL.

o No ensaio de invasdo celular, SG reduziu a infeccdo dos macrofagos em 98,4% e o AB
em 95,4%, resultados estes proximos ao medicamento convencional, indicando seu potencial
leishmanicida.

o Destaca-se que o OE de SG demonstrou maior potencial em relacdo ao AB,
demonstrando melhor acao leishmanicida e menor citotoxidade.

o Conclui-se que os compostos utilizados apresentaram um bom desempenho quanto a
viabilidade celular e potencial leishmanicida in vitro inibindo o crescimento do parasito na
maioria das concentracdes testadas com equivaléncia ao controle com Anfotericina B, o que

sugere principalmente a S. guianensis e o a-Bisabolol como novas alternativas terapéuticas.
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