UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
MESTRADO EM CIENGIA ANIMAL

AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DO OLEO ESSENCIAL
DE Vanillosmopsis arborea (ASTERACEAE) BAKER NO TRATAMENTO DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR MURINA.

Wilany Chagas Cardoso Esposito

Sao Luis - MA
2015



WILANY CHAGAS CARDOSO ESPOSITO

AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DO OLEO ESSENCIAL
DE Vanillosmopsis arborea (ASTERACEAE) BAKER NO TRATAMENTO DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR MURINA.

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Animal.

Area: Medicina Veterinaria Preventiva

Orientador: Profa Dra.Ana Lucia Abreu Silva

Sao Luis - MA
2015



Dissertacao de Mestrado defendida e aprovada em 30 de junho de 2015 pela
banca examinadora composta pelos seguintes membros:

12 Membro
Profa. Débora Martins Silva Santos - UEMA

2° Membro
Profa. Maria do Socorro Oliveira Braga - UEMA

Profa. Dra. Ana Lucia Abreu Silva - UEMA

Orientador



A DEUS, o SENHOR da minha vida que se
mostra presente em todos 0s momentos da
minha existéncia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter estado ao meu lado em todos os momentos desta
jornada e por ter colocado nesta trajetéria pessoas com um coragao puro e reto
que me auxiliaram na realizagao deste sonho;

Aos meus pais, Jerdbnimo e Iraneide (in memorian), a meu filho Matheus, meus
irmaos Jean e Jiamme fonte de inspiracao e incentivo;

A minha orientadora, Profa Ana Lucia Abreu Silva, pela orientagcdo, amizade,
apoio, incentivo e principalmente por ter acreditado em mim e sempre
compreender as minhas dificuldades o que a faz um ser humano unico e
inesquecivel em minha vida;

As amigas Alessandra, Isadora e Larissa pela for¢a, incentivo e companheirismo
de fundamental importancia na realizacao deste trabalho;

Ao Prof Fabio pela orientagdo, apoio e conselhos no desenvolvimento do
experimento;

A Fernando um amigo que ganhei, principalmente pelas sugestdes neste
experimento;

A Aracélio, pela confianca e oportunidade em desenvolver este experimento;

Aos amigos do laboratéro de Anatomopatologia Aardo, Carol, Anderson, Higor,
Breno, Alana, Douglas, Sara, Vanessa, Joana e Izabel pelo apoio e companhia;

As amigas Mylena, Joyce, Renata, Yara e Natalia pela amizade e conselhos
descorridos no desenvolvimento do trabalho.

Aos meus amigos de trabalho do Laboratério de Farmacognosia da Universidade
Federal do Maranhdao - UFMA Profa.Nilce, Richard, Marisa, Bruno, Mayara,
James, Ludmila, Will, Andrea e Vanessa que sempre me deram forga e incentivo;

Todas as palavras e frases nunca serao suficientes para demonstrar e agradecer
0 que todos fizeram por mim. O que posso lhe oferecer € minha eterna gratidao
e sincera amizade a todo o sempre. Muito obrigado por tudo!



ESPOSITO. W.C.C. Avaliacado da atividade leishmanicida in vivo do 6leo

essencial de Vanillosmopsis arborea (asteraceae) Baker no tratamento da
leishmaniose tegumentar murina. [Veterinary Medicine Post graduation
Teaching in Brazil] . 2015. xx f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Animal) -
Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2015

RESUMO

As leishmanioses sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas, por
acometerem principalmente populagdes de paises com baixos indicadores
socioeconémicos. No Brasil, tanto a forma cutanea quanto a visceral estao
presentes em todos os estados da federagdo, com a espécie Leishmania
amazonensis apresentando elevado potencial patogénico para o homem e
demais hospedeiros. As drogas de eleicao para o tratamento da doenca séao os
antimoniais pentavalentes, no entanto, o aparecimento de varios efeitos
colaterais faz com que se busque por alternativas terapéuticas. Vanillosmopsis
arborea Baker, ou candeeiro, é uma planta da familia Asteraceae, encontrada na
Floresta Nacional do Araripe, estado do Ceard. Apresenta grande potencial
econbmico, vinculado a presenca do composto bioativo a-bisabolol, muito
utilizado na industria farmacéutica. Estudos tém demonstrado que o éleo
essencial desta planta possui atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria,
gastroprotetora e leishmanicida in vitro contra L. amazonensis. Nosso estudo
avaliou a atividade leishmanicida in vivo do éleo essencial de V. arborea Baker
no tratamento de leishmaniose tegumentar murina. Para tal, foi feita a infec¢ao
de camundongos BALB/c com e posterior tratamento com diferentes
concentracbes do 6leo essencial e com a droga padrdao. Os resultados
mostraram que o0 6leo essencial apresentou atividade leishmanicida na
concentracdo de 5% e baixa toxicidade, demonstrando o potencial terapéutico
do a-bisabolol.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, 6leo essencial, Vanillosmopsis

arborea, a-bisabolol.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are considered neglected tropical diseases, mainly because it
affects people from countries with low socioeconomic indicators. In Brazil, both
cutaneous and visceral forms are found in all federation states, and the specie
Leishmania amazonensis presents a high pathogenic potential for humans and
other hosts. The standard treatment for leishmaniasis uses pentavalent
antimonials, however, the occurrence of many side effects has led to the search
for alternative therapies. Vanillosmopsis arborea Baker, or candeeiro, is an
Asteraceae plant, found in the Araripe National Forest, Ceara State. It has great
economic potential, due to the presence of the bioactive compound a-bisabolol,
widely used in pharmaceutical industry. Studies have demonstrated that V.
arborea essential oil have antimicrobial, anti-inflammatory, gastroprotective and
in vitro leishmanicidal activity against L. amazonensis. Our study evaluated the
in vivo leishmanicidal activity of V. arborea Baker essential oil in the treatment of
murine cutaneous leishmaniasis. For this, BALB/c mice were infected with L.
amazonensis amastigotes and treated with different concentrations of the
essential oil and the reference drug. The results showed that the essential oil
showed antileishmanial activity in a concentration of 5% and low toxicity,

demonstrating the therapeutic potential of a-bisabolol.

Keywords: a-bisabolol, essential oil, Leishmania amazonensis, Vanillosmopsis
arborea.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grupo de doencgas tropicais
negligenciadas causadas por protozoarios do género Leishmania (SOONG et al.,
2012). Estes parasitos estdo amplamente distribuidos em 98 paises e trés
territérios de acordo com Organizagdo Mundial de Saude (Alvar et, 2012) e
representam um grande problema de salude publica e um risco para as pessoas
que vivem ou viajam para areas endémicas. A doenga possui incidéncia anual
estimada de 600.000 casos em todo o mundo e prevaléncia de 12 milhdes de

casos.

Essas doencas tropicais sao transmitidas por vetores, e pelo menos 20
espécies de Leishmania sao conhecidas por serem patogénicas para os seres
humanos (BANULS et al., 2007). Hide et al. (2013) apontaram evidéncias de que
ha diferentes gendtipos de leishméania entre pacientes sintomaticos e
assintomaticos, contudo, torna-se necessario, a amostra seja maior e tenha e

representatividade para que a hipétese seja concluida.

Na Ameérica do Sul, o complexo Leishmania mexicana (L. mexicana, L.
amazonensis e L. pifanoi) esta relacionado com um amplo espectro de formas
clinicas das leishmanioses, como por exemplo, a leishmaniose tegumentar e
localizada, leishmaniose cutanea difusa e cutédnea disseminada (SILVEIRA et
al.,2004) e mais raramente podem ser associados com leishmaniose visceral
(FERNANDES et al., 2014). A replicacéo de forma descontrolada de Leishmania
spp. pode levar a nao cicatrizacdo da forma cutanea, leishmaniose cutanea
difusa, leishmaniose mucosa ou leishmaniose visceral (SOONG et al., 2012).
Todas as espécies de Leishmania que sao patogénicas para os seres humanos
podem causar a doenca cutdnea (VAN DER AUWERA & DUJARDIN et al.,
2015).

Leishmaniose € uma doenga de carater zoonoético, que acomete o
homem e os animais domesticados de maneira secundaria (BASANO e
CAMARGO, 2004). A doenga é transmitida ao hospedeiro mamifero por insetos
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vetores, dipteros da subfamilia Phlebotominae e do géneros Lutzomyia, no Novo
Mundo, e Phlebotomus, no Velho Mundo. O género Lutzomyia € o responsavel
pela transmissdo do parasito nas Américas. Todas as espécies do género
Leishmania sao transmitidas pela picada de fémeas infectadas. Estes insetos
sao conhecidos no Brasil como flebotomineos, tatuquira, mosquito palha, asa
dura, asa branca, cangalhinha, birigui, anjinho, entre outros (SILVEIRA et al.,
2008). Nas Américas, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é
considerada uma zoonose primaria de mamiferos silvestres (roedores,
marsupiais, edentados e primatas). Dessa forma, o homem adquire a infecgao
ao entrar em contato com as areas florestais onde existem as enzootias pelas
diferentes espécies de Leishmania spp. No Brasil, a LTA tem distribuicao em
todo o territorio nacional, onde atualmente todos os Estados federativos tém
registros da enfermidade (SILVEIRA, 2001).

Leishmania amazonensis € uma das espécies de Leishmania que
apresenta maior potencial patogénico para o homem, responsavel pela forma
mais benigna da doencga: a leishmaniose cutanea localizada, mas, também pode
levar a formas clinicas mais graves, de longa evolugdo, com lesdes cutaneas
e/ou mucosas bastante destrutivas e de dificil tratamento. Além disso, esta
espécie também estd associada a leishmaniose cutanea anérgia difusa, uma das
formas clinicas de maior gravidade no espectro clinico-imunoldgico da LTA
relacionada a sistema imunolégico hiporreativo. Pode ainda ser agente causal
da leishmaniose cutanea disseminada borderline, uma forma intermediaria entre
leishmaniose cutdneo-mucosa e a leishmaniose cutdnea anérgia difusa
(SILVEIRA et al., 2008). Um fator agravante, é o registro de infeccbes causadas
por essa espécie de Leishmania em varias localidades do Brasil, e atualmente
responde por apresentacdes clinicas incomuns em novas areas de transmissao
(AZEREDO-COUTINHO et al., 2007).

A leishmaniose esta entre as doencgas infecciosas mais importantes em
termos de mortalidade e morbidade (ALVAR et al. 2012). A taxa de incidéncia de
leishmaniose cutdnea estd aumentando e a distribuicdo geografica da doenca
esta se expandindo para novos focos devido a presenca de varios fatores de
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risco, incluindo o crescimento da populagdo e o0 seu deslocamento, a
urbanizacdo, as modificagbes antrépicas ambientais, comportamentos
humanos, a resisténcia aos medicamentos e devido as novas praticas agricolas
(DASZAK et al. 2001).

Leishmania spp. possui ciclo de vida digenético, multiplicando-se como
flagelado promastigota no intestino médio de flebotomineos e como amastigotas
nao flageladas no interior de fagécitos dos mamiferos (SOONG et al., 2012). As
formas promastigotas metaciclicas infectantes serdo fagocitadas pelas células
do sistema fagocitico mononuclear (SFM), principalmente o macréfago, e no

interior dos macro6fagos se transformardao em formas amastigotas.

L. amazonensis possui caracteristicas que facilitam a sua sobrevivéncia
e multiplicagdo no organismo, como a formagdo de grandes vacuolos
parasitoforos no interior dos macrofagos que contém grande quantidade de
amastigotas, resisténcia a moléculas leishmanicidas produzidas pelos
macrofagos e resisténcia a drogas leishmanicidas utilizadas no tratamento
(WANG et al.,, 2011). A forma amastigota de L. amazonensis desenvolve
mecanismos de invasdo silenciosa, impedindo a ativagdo de células natural
killer, células dendriticas e macréfagos (BHARDWAJ et al., 2010).

Os principais medicamentos usados no Brasil para o tratamento de LTA
sdo antimoniato de meglumina, desoxicolato de anfotericina e anfotericina B
lipossomal (PELISSARI, 2011). Existem diversos problemas associados a
terapéutica atual em leishmanioses, como os efeitos colaterais relatados durante
o tratamento e desenvolvimento de resisténcia nos pacientes. Além disso, a
administragdo injetavel destes medicamentos dificulta um tratamento mais
adaptado a realidade da populacao que vive em condi¢des de sistema de salde
precario e € alvo da doenca (RATH et al.,2003). O elevado valor de custo e o
tratamento em longo prazo justificam também a necessidade de farmacos novos
e mais seguros no tratamento (LIMA JUNIOR et al., 2014).

A fitoterapia esta presente na Medicina desde os primoérdios da
humanidade e se prolonga até os dias de hoje pelas constantes descobertas de
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agentes com potencial acao terapéutica (PAGE et al., 2004). A partir do
conhecimento da prépria populagédo, que utiliza de forma caseira as plantas,
podem ser conduzidas pesquisas que busquem confirmar seu efeito terapéutico,
investigando seus possiveis efeitos adversos e tornando mais segura a utilizagéo
destas plantas pela populacdo ou até mesmo desmitificando seu efeito. Em
areas do Nordeste brasileiro ja sao utilizadas plantas no tratamento de lesdes na
pele causadas por Leishmania spp. (LIMA JUNIOR et al.,, 2014), sendo
necessarias pesquisam que consolidem esse uso para melhor qualidade de vida

dessas pessoas.

Muitos vegetais apresentam em sua composicao substancias descritas
na literatura como agentes com atividade leishmanicida (ROCHA et al., 2005).
Neste contexto, varios estudos tém focado em plantas medicinais como produtos
naturais para procurar novas moléculas com atividade leishmanicida (SERAKTA,
et al. 2013).

Vanillosmopsis arborea Baker é nativa da Floresta Nacional do Araripe,
no Nordeste do Brasil, no estado do Ceara. Existem poucos estudos sobre 0 uso
tradicional da planta. No entanto, estudos biologicos e farmacoldgicos tém
demonstrado que seu Oleo essencial possui atividades antimicrobianas, anti-
inflamat6rios e gastroprotectores ja possuindo comprovado potencial
leishmanicida in vitro contra L. amazonensis e nenhum efeito citotdéxico sobre os
macrofagos. Considerando, a agdo leishmanicida no modelo in vitro observada
em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa Colares et al.,2013), justifica-
se, a realizacdo de estudos complementares no modelo murino com vista a
atender aos protocolos previamente estabelecidos para o desenvolvimento de

novos farmacos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodrios do género
Leishmania, pertencentes ao Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora,
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Leishmania spp. um parasito
intracelular obrigatorio de células do sistema fagocitico mononuclear, com duas
formas morfolégicas distintas: a promastigota, forma flagelada encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor, e a amastigota, sem flagelo e encontrada no
hospedeiro mamifero (FUMAGALLI et al.,2008).

A transmissé@o da leishmaniose ocorre através de vetores conhecidos
como flebotomineos, os quais realizam seu repasto sanguineo em geral no
entardecer e comeco da noite, tendo assim habitos noturnos. Durante a picada
em hospedeiro infectado, sugam junto com o sangue as formas amastigotas de
um animal infectado. A forma amastigota sera transformada em uma forma
alongada e com longo flagelo livre no intestino do flebotomineo, forma conhecida
como promastigota No sistema digestivo desse vetor ocorre um processo de
metaciclogénese, em que a forma promastigota prociclica, ndo infectante, se
transforma na forma metaciclica, infectante (CORTES, 2008).

Os reservatorios primarios de Leishmania spp. sdo principalmente
roedores e canideos. Nas Américas, mais de 40 espécies de mamiferos podem
abrigar o parasito, mas poucas espécies tém mostrado desempenhar um papel
importante no ciclo de transmissdo natural do parasita (DANTAS-TORRES,
2007). Os reservatdrios mais importantes no Brasil sdo os canideos domésticos
e selvagens, que mantém o ciclo da doenca. Os canideos, por apresentarem
intenso parasitismo cutaneo, facilitam a infeccao do inseto e, por isso, sao os
mais importantes na manutencao da cadeia de transmissao e ciclo ecoldgico do
parasito. Além disso, a alta densidade populacional dos caes (10% - 20% da
populagdo humana), aliada ao seu estreito convivio com o homem, atrai os
flebotomineos para perto do ser humano (LECA JUNIOR et al., 2015).

A doenga no homem pode ter quatro formas clinicas principais: cutanea,

mucocutanea, difusa e visceral. A forma visceral € a mais grave da doenca e
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pode causar  febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia, chegando a ser fatal, se nao for tratada (MODABBER,
1993). A forma clinica mais comum da doenca, a cutanea localizada, causa uma
lesdo na pele que pode curar espontaneamente, apds algumas semanas ou
meses, mas pode deixar marcas permanentes. A forma mucocutanea inicia-se
com Ulceras simples de pele, as quais podem produzir metastases na regido
oronasal, causando destruicdo tecidual, em alguns casos extremamente
mutilantes. A forma cuténea-difusa produz lesées cronicas e disseminadas, as
quais se assemelham as da lepra e sdo mais dificeis de curar. Estas les6es
multiplas contém alto numero de parasitos e sdao causadas pela L. amazonensis,
no Brasil (LAINSON, 1983). A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) &
causada principalmente pelas espécies L. amazonensis e L. braziliensis,
enquanto a leishmaniose visceral americana (LVA) é causada principalmente por
L. infantum chagasi (LECA JUNIOR et al., 2015).

A classificacdo atual das espécies de Leishmania € baseada em
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas apoiada por aspectos bioquimicos e
moleculares em 3 complexos: complexo Leishmania braziliensis, Leishmania

mexicana e Leishmania donovani. (WHO,1990;Lainson e Shaw,1972)

L. amazonensis é uma espécie que faz parte do complexo L. mexicana
e 0 agente etiolégico para um largo espectro de leishmanioses em paises sul-
americanos. Pode causar leishmaniose cutinea leve, leishmaniose cutanea
difusa e leishmaniose visceral e manifestar alteracdes patoldgicas similares as
encontradas na leishmaniose visceral causada por L. infantum em camundongos
BALB/c (ABREU-SILVA et al. 2004;SILVEIRA et al., 2004)

L. amazonensis é eficiente em utilizar respostas do sistema imune do
hospedeiro para o seu préprio crescimento (SOONG et al., 2012) realizando um
processo de escape frente as defesas do organismo, o qual quando vencido pelo
parasito, resultara na sua fagocitose pelas células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), principalmente o macréfago.

Durante a hematofagia pelas espécies de flebotomineos, as formas
promastigotas metaciclicas infectantes do parasito sdo inoculadas na pele e
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fagocitadas por macroéfagos, células-alvo na infeccdo. Com isso, escapam da
acdo do sistema complemento, eosindfilos e neutréfilos. E no interior dos
vacuolos parasitéforos dos macréfagos que ocorrera a transformacao das
formas promastigotas em amastigotas e a posterior multiplicacdo por divisédo
binaria (SILVEIRA et al., 2004).

Os caminhos que a evolucao da infec¢do tomara dependerao do perfil
imunogenético do hospedeiro, fortemente associado a resposta imune celular, e
da viruléncia da espécie infectante. Nesse sentido, a patogenia da doenca sera
definida em consequéncia do tipo de interacdo entre a espécie de Leishmania e
o perfil imunogenético do hospedeiro, da qual resultardao as diferentes formas
clinicas da LTA (SILVEIRA et al., 2004).

Como eventos determinantes da infeccao destacam-se a interacao
Leishmania-macréfago, a acéo do sistema complemento, a adesao do parasito
a membrana do macré6fago, fagocitose e sobrevivéncia do parasito no macréfago
(SILVEIRA et al., 2008).

Em comparagdo com outras espécies de Leishmania, L. amazonensis
se destaca pela sua capacidade de reprimir as funcdes efetoras de ativacédo de
macrofagos, células dendriticas e células T CD4 +, suprimindo a imunidade inata
e adaptativa do hospedeiro (SOONG et al.,, 2012). A populacdo de células
TCD4+ (T helper) é heterogénea, sendo constituida de duas subpopulacdes: as
células Th1 e Th2 (MOSMANN & COFFMAN, 1989). Essas consistem em duas
vias de degradacéo direta de L-arginina, caracterizadas por um perfil de citocinas
Th1 ou Th2 que é desencadeado por duas enzimas diferentes que se
autorregulam (MARTINS, 2011).

Nos estudos referentes a patogenia das leishmanioses, as sub-
populacdes celulares Th1 e Th2 sdo essenciais para os diferentes caminhos que
a doenca tomara, culminando em maior proliferacao do parasito ou em resolucao
mais rapida das lesdes (PINHEIRO, 2004). A realidade funcional das sub-
populacées Th1 e Th2 foram particularmente bem estabelecidas no modelo
experimental de infeccdo de camundongos por Leishmania em funcdo da
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existéncia de camundongos geneticamente sensiveis (BALB/c) ou resistentes a
esses parasitos (PINHEIRO, 2004). A resposta Th1 esta relacionada com a
defesa contra protozoarios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta
Th2 é mais efetiva contra os helmintos e bactérias extracelulares (MACHADO et
al.,2004).

A resposta Th1 ocorre através da agdo da enzima oxido nitrico sintase
(INOS) sobre L- arginina, produzindo 6éxido nitrico (NO), importante fator
microbicida (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN,2000). E também resulta na
producdo de niveis significativos de IFN-y nas lesdes, com ativacdo do
macréfago e eliminacdo do parasito (PIRMEZ ,1993). As células Th1 estao
envolvidas principalmente na eliminagdo de patégenos intracelulares e nas
respostas imunoldgicas do tipo celular, sendo caracterizadas pela secreg¢éao de
IL-12, IFN-y e TNF-a (PINHEIRO, 2004).

A resposta Th2 envolve a agdo da enzima arginase sobre L-arginina,
regulando o crescimento do parasita através da sintese de poliaminas em
macréfagos (KROPF et al., 2005). Os linfécitos ditos do tipo Th2 estdo envolvidos
na inducao da resposta humoral e nos fendmenos de eosinofilia, com producao
de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Essa resposta esta associada a
proliferacao de Leishmania (PINHEIRO, 2004).

Esta protozoose € considerada pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) como uma das seis doencas infecto-parasitarias de maior notabilidade,
distribuida amplamente no continente americano. A leishmaniose é doenca
endémica em 98 paises, 72 dos quais sao paises em desenvolvimento (SABINA
et al, 2005).

No Brasil, a regido Nordeste registra o maior numero de casos,
representando o Maranh&o o segundo estado em numero de registros com total
de 9.734 casos entre 2009 e 2012, ficando atras apenas da Bahia (Ministério da
Saude do Brasil, 2006). Estima-se que ocorram 2 milhdes de novos casos da
doenca no mundo, anualmente, sendo de 1-1,5 milhdes de casos de
leishmaniose cutadnea e 500 mil de leishmaniose visceral (PINHEIRO, 2004). A
leishmaniose tegumentar americana (LTA) encontra-se amplamente distribuida,

19



sendo registrados casos autéctones em todos os estados brasileiros (DORVAL
et al.,2006). A ocorréncia de casos em areas urbanas e periurbanas é cada vez
mais frequente, tornando mais complexa a epidemiologia desta doencga, ja que
antigamente as leishmanioses eram caracterizadas por sua ocorréncia
predominantemente rural (SOUZA et al.,2004).

A leishmaniose cutanea constitui um problema de Saude Publica. Sua
importancia reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla distribuicao
geografica, mas também na possibilidade de assumir formas que podem
determinar lesdes destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes, com
grande repercussao no campo psicossocial do individuo (CORTES, 2008).

Os principais medicamentos usados no Brasil para o tratamento de LTA
sdo antimoniato de meglumina, desoxicolato de anfotericina e anfotericina B
lipossomal (PELISSARI, 2011). O medicamento de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses no Brasil e em outros paises de lingua nao
inglesa, é o antimonial pentavalente N-metil-glucamina (NMG), composto obtido
sinteticamente a partir do acido antiménico e da N-metil-glucamina.( RATH et
al.,2003). E uma droga de elevada toxicidade, que requer administragdo
parenteral e pode néo ser efetiva no tratamento. Nesse caso, outras drogas,
como anfotericina B classica e pentamidina, que sao também nefro-cardio-
hepato-pancreatotdxicas e injetaveis, sao utilizadas (SAMPAIQO et al.,2009).

Existem fortes evidéncias que o antiménio pentavalente seja reduzido in
vivo a sua forma trivalente, o que vem a explicar a toxicidade da droga, bem
como seu efeito terapéutico. Ainda, o medicamento disponivel no Brasil tem
apresentado problemas quanto a sua qualidade (RATH et al.,2003).

Os efeitos colaterais mais frequentes com o0 uso dos antimoniais séo
artralgia, mialgia, inapeténcia, cefaléia, febre, vémitos, tontura e inchaco no local
da aplicacao. A cardio, nefro e hepatoxicidade dos antimoniais constituem uma
importante limitacdo a sua seguranca. A anfotericina B, antibi6tico poliénico de
reconhecida agado leishmanicida é a droga de segunda escolha, empregada
quando nao se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na
impossibilidade de seu uso. A anfotericina B classica é efetiva na forma mucosa
de leishmaniose, mas muito nefrotoxica e também passivel de recidiva. Os
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efeitos colaterais mais comuns incluem nuseas, vémitos, febre, hipocaliemia,
insuficiéncia renal, anemia e arritmias cardiacas. A cardio e nefrotoxicidade,
aléem do uso intravenoso, impedem seu uso fora do ambiente hospitalar
(GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A necessidade de novos medicamentos para o tratamento de
leishmaniose é iminente justicada pela toxicidade e consequente efeitos
colaterais destes medicamentos, além do desenvolvimento de resisténcia dos
pacientes que muitas vezes sé evoluem para cura apds a tentativa de varios
esquemas terapéuticos. Além disso, os medicamentos disponiveis para o
tratamento da leishmaniose sao injetaveis (RATH et al.,2003) o que torna dificil
o tratamento de grande parte da populacéo infectada que reside em locais com
sistema de saude precario, considerando a atencao especial que deve ser dada
a qualificacdo do profissional médico envolvido no manejo desses pacientes, ja
que sem isso uma parcela consideravel dos pacientes com leishmaniose
continuara com a prescricdo sendo realizada de forma inadequada e com
consequente falha no tratamento (PELISSARI,2011).

A maioria das drogas possui elevado valor de custo e requerem um
tratamento a longo prazo. Atualmente, na auséncia de uma vacina, o
desenvolvimento de medicamentos novos e mais seguros no tratamento da
leishmaniose € uma necessidade (LIMA JUNIOR et al., 2014).

Neste contexto, varios estudos tém-se centrado plantas medicinais como
produtos naturais para procurar novas moléculas com atividade leishmanicida
(SERAKTA, et al., 2013). Em areas do Nordeste brasileiro ja € comum o uso de
plantas no tratamento alternativo de Ulceras causadas por Leishmania spp.
(LIMA JUNIOR et al., 2014).
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2.2 Fitoterapia

Plantas medicinais representam a mais antiga fonte de farmacoterapia
usada pela humanidade (FURST & ZUNDORF, 2015) e podem ser definidas
como espécies vegetais, cultivadas ou ndo, que sao utilizadas com propésitos
terapéuticos (ANVISA, RDC n® 10, de 09 de marco de 2010). Essas plantas
podem ser vistas como um medicamento em potencial, e a partir delas podemos
obter um farmaco fitoterapico, de forma técnica e elaborada com a finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagndstico, visando beneficio para o usuario.
O fitoterapico € um farmaco obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas extraidas de vegetais e possui eficacia, riscos, reprodutibilidade e

constancia de sua qualidade devidamente conhecidas (BRASIL, 2004).

Esta forma de medicina tem suas origens em culturas antigas, incluindo
a dos egipcios, indios americanos e chineses. O isolamento e purificacdo dos
ingredientes ativos de plantas medicinais foram algumas das principais forcas
que levaram ao nascimento da industria farmacéutica, no século 19. Depois de
um longo periodo de negligéncia, existe um interesse renovado na analise de
produtos naturais. Muitos estudos internacionais tém mostrado que as plantas
sao capazes de tratar a doenga e a melhoria da saude, muitas vezes, sem efeitos

colaterais significativos (SEN et al., 2011).

A Declaracédo de Alma-Ata, em 1978, apurou que 80% da populagéao
mundial utilizavam as plantas medicinais ou preparacées destas, o que
determinou o primeiro grande estimulo ao uso de plantas medicinais dado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). O Ministério da Saude em 2006
fomentou o uso de plantas medicinais através de varias formas de terapias,
dentre elas a fitoterapia, através da criacdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) dentro do Sistema Unico de Satde
(SUS) (BRASIL, 2006).

O Ministério da Saude brasileiro instituiu a fitoterapia como prética oficial
da medicina e definiu como prioridade a sua investigagéo (SILVA et. al., 2006).
A farmacologia das plantas e o desenvolvimento de suas caracteristicas
guimicas vém sendo alvo crescente de pesquisas no Brasil (YUNES, 2001). Com

22



a criacao da Politica Nacional de Medicamentos Fitoterapicos, o Brasil esta
iniciando a padronizagdo da matéria prima e emergindo no mercado mundial,
mas ainda é preciso incentivar as industrias farmacéuticas brasileiras para

producéo destes produtos em larga escala (CRUZ, 2009).

A partir das plantas ja foram obtidas ampla variedade de substancias
(ROBBERS, 1997) contendo agentes quimicos com potencial atividade
farmacolégica (PAGE et al., 2004) o que culminou com o desenvolvimento de
farmacos de grande importancia na terapéutica atual (ALVES, 2001) como por
exemplo a vincristina e morfina, utilizados de forma corriqueira na clinica médica
(CECHINEL FILHO, 1998). Assim, 52% dos novos farmacos possuem alguma

relacao direta ou indireta com os produtos naturais (CRUZ, 2009).

A maioria das pessoas nos paises menos desenvolvidos confia em
remédios de ervas como cuidado de saude primario. Com base no progresso
cientifico e técnico, as opg¢des para uma producdo de alta qualidade de
medicamentos a base de plantas tém sido amplamente melhoradas nas ultimas
décadas (FURST e ZUNDOR, 2015).

O grande conhecimento popular no uso das plantas remete ao seu
emprego primitivo, através de método envolvendo apenas a experimentacao,
tentativa e observacdo (ALBANO, 2004). A aceitacédo da fitoterapia como uma
"alternativa natural e suave" para drogas sintéticas € muito alta dentro do publico
em geral em paises desenvolvidos e, a partir de uma perspectiva global, os
nameros de vendas de medicamentos a base de plantas estdo constantemente
aumentando. Em contraste com a popularidade de ervas medicinais, médicos
tém frequentemente uma vista muito critica deles. Esta perspectiva discute as
razdes e implica¢des da falta de evidéncia cientifica e também do entendimento
errado dos principios da fitoterapia racional (FURST & ZUNDORF, 2015).

Atualmente o comércio de plantas medicinais ainda estd em vigor,
fomentado pela cultura popular e cada vez mais embasado por pesquisas que
buscam uma forma de tratamento alternativo para patologias, e por intermédio
da identificacao bioquimica das espécies e da pesquisa da dosagem terapéutica,
legitimam e d&o base a fitoterapia. O menor custo e menor incidéncia de efeitos
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colaterais (ANIBAL, 2007), boa relagdo custo-beneficio, boa acdo bioldgica,
baixa toxicidade e efeitos colaterais sdo alguns dos beneficios do uso de plantas
medicinais (OZAKI & DUARTE, 2006). Considerando que a forma sintética
depende da producdo, comercializacdo e desenvolvimento de tecnologia
adequada, os compostos de origem natural levam menos tempo para serem
obtidos (ROBBERS, 1997).

As plantas desencadeiam a producéo de fitoterapicos que mobilizam um
mercado mundial bilionario (YUNES, 2001). A industria cosmética tem investido
em pesquisas para o desenvolvimento de fitocosméticos com plantas medicinais
visando um mercado promissor (LOPES et. al., 2006). Grande parte da
comercializacao de plantas medicinais € feita em farmacias e lojas de produtos
naturais, onde preparacées vegetais sdo comercializadas com rotulagcao
industrializada (VEIGA JR. et al., 2005).

O Brasil possui caracteristicas naturais que favorecem o uso de plantas
na medicina, dentre elas a grande diversidade e extensdo da flora brasileira
(YUNES, 2001), além disso, a facil obtencdo, a tradicdo do uso de plantas
medicinais e a dificuldade de obtencdo de medicamentos nos paises em
desenvolvimento, explica a alta prevaléncia no uso de plantas medicinais no
Brasil (VEIGA JR. et. al., 2005). O uso de espécies medicinais pela populacao
brasileira € grande e este conhecimento vem sendo transmitido de uma geracéo
para outra (DOURADOQO, 2006). Em alguns estados brasileiros ha alta prevaléncia
no uso de plantas medicinais (SILVA et al., 2006).

Veiga Jr. et al (2005) destaca o alto consumo de plantas medicinais da
flora nativa no Brasil sem a devida comprovacdo de suas atividades
farmacolégicas. Pesquisas cientificas com plantas sdo fundamentais para o
conhecimento das acdes terapéuticas da planta e de seus possiveis efeitos
adversos, muitas vezes subestimados. Reacdes alérgicas, efeitos toxicos em
orgaos e até o desenvolvimento de certos tipos de céncer estdo entre os
principais problemas causados pelo uso indiscriminado e prolongado de plantas
medicinais (CARLINI, 2007).
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Apesar do amplo uso de plantas medicinais, o Brasil ainda ndo tem uma
atuacdo destacada no mercado mundial de fitoterapicos (YUNES, 2001). As
pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterdpicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o controle da
comercializagdo pelos 6rgaos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas
de produtos naturais (VEIGA JR. et al., 2005).

O conhecimento das atividades farmacoldgicas e a toxicidade das
plantas medicinais de cada bioma brasileiro devem ser estudadas pelos
profissionais da area da saude em conformidade com os costumes, tradi¢coes e
condicao socioeconémica da populacdo, somente assim podera haver a inclusao
eficaz desta forma de medicina no Sistema Unico de Saude (SUS) (SILVA et al,
2006).

O emprego de plantas medicinais tem evoluido ao longo dos tempos
desde as formas mais simples de tratamento, até as formas tecnologicamente
sofisticadas da fabricag&o industrial utilizadas pelo homem moderno (LORENZI,
2002). Varios procedimentos clinicos tradicionais utilizam plantas medicinais
(VEIGA JR. et al., 2005), e estas funcionam como uma forma de tratamento
alternativo para diversas doencas muito usada pela populacdo como uma opc¢ao
além dos medicamentos alopaticos para proporcionar uma melhor qualidade de
vida (TAUFNER et al., 2006).

As plantas medicinais vém sendo usadas durante séculos como uma
alternativa ao tratamento de diversas doencgas dermatologicas (RASKIN et al.,
2002). As pesquisas por novas formas farmacéuticas fitoterapicas para uso na
pele vém crescendo, a fim de viabilizar fitofarmacos eficazes, seguros e de boa
biodisponibilidade (LOPES et al., 2006).

Em 1984 na Guiana Francesa é registrado uma das primeiras buscas de
plantas para o tratamento da leishmaniose partindo do conhecimento da
populagéo local que ja utilizava estas plantas. Em andlises in vitro e in vivo varias
plantas apresentaram atividade leishmanicida contra as formas de amastigotas
de L. amazonensis (SAUVAIN et al., 1994). Desta forma, o uso de plantas no
tratamento da LTA é uma prética antiga entre as populacbes de areas
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endémicas. Porém, esses tratamentos sdo empiricos e pouco se sabe sobre sua
real eficacia sendo necessarias pesquisas que fundamentem esse uso
(MOREIRA et al., 2002).

Foram relatadas na literatura 239 moléculas quimicas naturais isoladas
de plantas que ja foram avaliadas quanto a sua atividade leishmanicida. Os
compostos ativos, que foram isolados e identificados, pertencem as classes de
alcal6ides, triterpenos, sesquiterpenos, lactonas, quinoides, flavonoides,
diterpenos, os esterdides, lipidos, iridoides, heterociclos de oxigénio,
benzenodides, hidratos de carbono, linhanos, cumarinas, fenilpropanoidicos,
depsideos, composto de enxofre e monoterpeno (ROCHA et al., 2005).

Varias plantas vém sendo pesquisadas e ja foi constatada em diversas
delas atividade leishmanicida indicando que as plantas podem representar uma
futura alternativa no tratamento das leishmanioses. Esta atividade depende em
grande parte do solvente utilizado para a extracao e da parte da planta utilizada,
que podera conter compostos fitoquimicos com efeito leishmanicida (ADEBAYO
et al.,2013).

Os resultados obtidos a partir da pesquisa de produtos naturais com
atividade leshmanicida dao novo impeto para a obtencdo de compostos
sintéticos valiosos (CARVALHO et al., 2000).

2.3 Espécie em estudo
2.3.1 Vanillosmopsis arborea Baker (Asteraceae)

Vanillosmopsis arborea € uma espécie vegetal nativa da regido da
Chapada do Araripe, localizada no sul do estado do Ceara, se apresenta como
um pequeno arbusto e pode alcangar até quatro metros de altura. Também é
conhecida por seu alto valor econémico, sendo considerada uma madeira de boa
qualidade, bastante resistente e com alto teor de éleo essencial, caracteristica
que lhe conferiu o nome popular de “candeeiro” (MATOS et al., 1988;
CAVALCANTI & NUNES, 2002).
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A espécie em estudo esta inserida na familia Asteraceae, a qual é
composta por aproximadamente 25.000 espécies, distribuidas em cerca de
1.100 géneros. No Brasil existem por volta de 180 géneros, entre os quais
podemos citar a Vanillosmopsis erythropappa, Vanillosmopsis brasiliensis;
Vanillosmopsis capitata, Vanillosmopsis pohlii e Vanillosmopsis polycephala. As
plantas desta familia possuem um enorme potencial quimico e biolégico, sendo
algumas delas muito utilizadas como medicamentos fitoterapicos (BARROSO,
1986; MENDONCGA et al, 1998; SOUZA et al., 2003; ANDRADE et al, 2004).

Nos ultimos anos, diversas propriedades medicinais tém sido atribuidas
ao Oleo essencial da Vanillosmopsis arborea (OEVA). Entre as principais
aplicacbes farmacolégicas da planta estdo o efeito gastroprotetor,
antinociceptivo, antiinflamatoério, larvicida, antimicrobiano e antiparasitario.
Assim varios estudos foram feitos buscando analisar a composicédo deste 6leo
para poder compreender melhor os efeitos medicinais desta planta (FURTADO
et al, 2005; LEITE et al., 2009; SANTOS, et al., 2009; LEITE et al., 2011; MOTA
et al., 2012).

A composigcado quimica do 6leo essencial desta espécie € em sua maior
parte composta por a-bisabolol, aproximadamente 70% (figura 01). Os demais
compostos presentes em concentragbes menores sado a-cadinol (8,4%),
elemicina (6,21%), B-bisaboleno (4,46%), &-guaiene (2,31%), B-cubebene
(1,76%), e estragole (1,08%). Com excecéao da elemicina e do estragole, que séo
fenilpropenos, os demais compostos sdo da classe dos terpenos. Estes s&o
produtos naturais bastante encontrados em plantas superiores e que costumam
ser utilizados como base para varios medicamentos fitoterapicos (COLOMA et
al.,, 2011; LEITE et al, 2014).

Entre as classes de terpenos esta o a-bisabolol, um alcool de
sesquiterpeno que possui algumas atividades farmacolégicas bem
estabelecidas. Destas fungbes, podemos destacar sua agdo antiparasitaria e
proé-apoptotica. Com relagdo a esta funcado, alguns estudos tém demonstrado
gue este composto é capaz de induzir a apoptose em células neoplasicas. Uma
pesquisa desenvolvida por Bonifacio e colaboradores (2012) revelou que o a-
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bisabolol foi capaz de promover a apoptose em células leucémicas por provocar
a perda da integridade da membrana plasmatica, a abertura irreversivel do poro
de transicdo mitocondrial, alteragdo do potencial de membrana mitocondrial,
inibicdo do consumo de oxigénio e aumento dos niveis intracelulares das

espécies reativas de oxigénio (SEKI et al, 2011).

Figura 1. Estrutura quimica do a-bisabolol.

Fonte: (LEITE et al., 2012).

Sobre sua atividade antiparasitaria, algumas pesquisas demonstraram
que o a-bisabolol possui a¢édo leishmanicida in vitro contra as formas amastigota
e promastigota da L. amazonensis. Segundo Rottini e colaboradores (2015), as
formas promastigotas e amastigotas tratadas com o a-bisabolol apresentaram
uma série de alteragdes ultra-estruturais como a perda de organelas
citoplasmaticas e a presenca de inclusdes lipidicas. De acordo com este estudo,
aproximadamente 69% das formas promastigotas tratadas sofreu danos na
membrana mitocondrial, sugerindo que o composto é capaz de inibir a atividade

metabdlica do parasita.

Outro experimento, realizado por Colares e colaboradores (2013),
mostrou a atividade leishmanicida in vitro do 6leo essencial de Vanillosmopsis
arborea e do a-bisabolol separadamente. Os resultados encontrados por estes
pesquisadores mostraram que tanto o 6leo essencial quanto o a-bisabolol
possuem um grande potencial leishmanicida in vitro contra L. amazonensis e
nenhum efeito citotéxico sobre os macréfagos tratados com as duas substancias
foi observado, indicando que o 6leo essencial desta planta pode ser uma
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alternativa bastante eficiente para o tratamento das leishmanioses. Entretanto,
ainda existem poucos estudos relacionando o 6leo essencial da V. arbérea com
o tratamento das leishmanioses, sendo necessarias mais pesquisas para

compreender melhor os efeitos dessa droga vegetal in vivo.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a atividade leishmanicida in vivo do 6éleo essencial de
Vanillosmopsis arborea Baker no tratamento da leishmaniose tegumentar

murina.

3.2 Especificos

e Avaliar a carga parasitaria de camundongos BALB/c experimentalmente
infectados por Leishmania amazonensis e tratados com 6leo essencial de
Vanillosmopsis arborea Baker.

e Avaliar a bioguimica da funcao hepatica e renal de camundongos BALB/c
experimentalmente infectados por L. amazonensis e tratados com 0Oleo
essencial de Vanillosmopsis arborea Baker.

e Avaliar efeitos toxicos da pele, figado, baco e rim de camundongos
BALB/c experimentalmente infectados por L. amazonensis e tratados com
Oleo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Material vegetal

A espécie Vanillosmopsis arborea foi coletada na fazenda Barreiro
Grande, na Chapada do Araripe, no municipio de Crato, Ceara. A identificagdo
botanica e o depdsito da exsicata foram realizados no Herbario Caririense
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Dardano de Andrade Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA

pela Dr. Arlene Pessoa, com o numero 9493.
4.2 Obtencao do 6leo essencial

Os caules frescos (8509) da V. arborea foram triturado e a extraidos por
hidrodestilagdo utilizando um aparelho do tipo Clevenger durante duas horas. O
Oleo foi seco utilizando sulfato de sodio anidro e armazenado protegido da luz a
8° C. Obtendo-se rendimento de éleo essencial de 0,9%.

4.3 Analise do oleo essencial

A identificacdo do 6leo essencial foi realizada utilizando cromatégrafo
gasoso acoplado a um espectrofotdmetro de massa Shimadzu GC/MS - série
QP2010. No sistema GC/MS fez uso de coluna capilar Rtx-5MS (0,25mm de
diametro interno, 30m de comprimento e 0,25um espessura de filme), hélio como
gas de arraste a 1,5mL/min, temperatura do injetor de 250°C, temperatura do
detector 290°C, temperatura da coluna 60°C-180°C a 5°C/min, em seguida,
180°-280°C a 10°C/min (10 min). Foi utilizada a razdo de split de 1: 200. O
volume injetado foi de 1uL de 25uL de 6leo essencial em 5 mL de CHCls. Tempo
de corte de solvente de 2,5min. O espectrdmetro de massa foi operado com
70eV de energia de ionizacdo. A identificacdo de componentes individuais foi
baseada na sua fragmentacéo espectral de massa de acordo com a biblioteca
de espectros de massa NIST 98, indices de retengdo e comparagdo com 0s

dados de espectros de massas publicados.
4.4 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, com 4-6 semanas de
idade, obtidos do Centro de Criagdo de Animais de Laboratério da Fundacéo
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/RJ, e mantidos em biotério experimental sob
temperatura controlada, alimentagdo por racdo apropriada e agua filtrada ad
libidum. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso de Animais de
Laboratorio da UEMA (CEUA-FIOCRUZ) obtendo a licenga LW72/12.
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4.5 Manutencao de parasito e infeccao dos animais

A espécie L. amazonensis foi mantida no laboratério de Imunomodulacao
e Protozoologia do Instituto Oswaldo Cruz, IOC-FIOCRUZ/RJ, por passagens
seriadas em camundongos BALB/c. Os parasitos foram obtidos de uma lesao
nodular ndo ulcerada de fragmentos de pele da pata destes animais apoés ruptura
do tecido infectado em um homogeneizador Potter-Elvehjeng em tampédo PBS
com pH 7,2. A suspenséo foi filtrada em gaze e a viabilidade dos parasitas feita
usando o corante eritrosina B. As amastigotas foram ressuspendidas em PBS,
sendo inoculados 50uL contendo 104 amastigotas por via subcutanea na regiao
dorsal caudal, pr6ximo a cauda dos camundongos.

4.6 Formulacao dos cremes utilizados no tratamento

O 6leo essencial de V. arborea foi utilizado de forma topica em trés
concentracdes diferentes, 5%, 2,5% e 1%. O veiculo utilizado foi o creme
Lanette, um creme anibnico emulsificante amplamente utilizado em produtos
farmacéuticos manipulados. O creme foi preparado uma vez por semana e

armazenado protegido da luz a 2-8°C.
4.7 Ensaios terapéutico e de toxicidade

Foram realizados dois ensaios de tratamento: um terapéutico, com
animais infectados com L. amazonensis no dorso, e outro de toxicidade, com

animais nao infectados.

No ensaio terapéutico, apds 45 dias de infeccdo, quando as lesdes
comecgcavam a apresentar pequenas areas de ulceracdo, os animais foram
submetidos ao tratamento experimental. Os animais foram tratados diariamente,
uma vez por dia, durante 21 dias com as formulagdes tépicas. O tratamento com
Glucantime, droga de referéncia, ocorreu por via intramuscular, com 2 aplicacdes
por semana no intervalo de 3 a 4 dias. Os animais foram divididos e grupos
conforme a Tabela 1.
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Tabela 1 — Divisdo em grupos do ensaio terapéutico com camundongos BALB/c

infectados com formas amastigotas de Leishmania amazonensis na regiao

caudal do dorso e tratados com formulagao topica a base de éleo essencial de

Vanillosmopsis arbdrea

Infeccao

Tratamento

L. amazonensis
L. amazonensis
L. amazonensis
L. amazonensis
L. amazonensis

PBS

o o0 o0 o0 o1 o 2

Creme com 5% de Oleo de V. arborea
Creme com 2,5% de 6leo de V. arbdrea
Creme com 1% de Oleo de V. arborea
Glucantime 20mg/kg

Creme Lanette

PBS

No ensaio de toxicidade os animais foram tratados de forma semelhante

ao ensaio de infeccdo e tratamento. Camundongos nao infectados foram

tratados diariamente, uma vez por dia, durante 21 dias com as formulagbes

tépicas. O tratamento com Glucantime ocorreu por via intramuscular, com 2

aplicagdes por semana no intervalo de 3 a 4 dias. Os animais foram divididos e

grupos conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Divisdo em grupos do ensaio de toxicidade com camundongos

BALB/c tratados com formulacdo topica a base de Oleo essencial de

Vanillosmopsis arborea

Tratamento

g o1 o0 o1 ;| Z

Creme com 5% de Oleo de V. arbdrea
Creme com 2,5% de 6leo de V. arbdrea
Creme com 1% de 6leo de V. arborea
Glucantime 20mg/kg

Creme Lanette
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Apos o periodo de tratamento de ambos os ensaios, foi induzida a morte
dos animais por asfixia em uma camara com atmosfera rica em CO2. Para o
ensaio terapéutico, durante a necropsia foram retirados fragmentos de lesao
para a quantificacdo de carga parasitaria, fragmentos de lesdo primaria,
linfonodo drenante, figado, baco e rim para andlise histopatolégica, e sangue
para obtencdo de soro e dosagem de parametros bioquimicos de funcao
hepatica e renal. Para o ensaio de toxicidade, fragmentos de pele da regido do
dorso submetida ao tratamento, linfonodo drenante, figado, bago e rim foram
coletados para analise histopatolégica, e o soro foi obtido a partir do sangue dos
animais para a dosagem de parametros bioquimicos de funcao hepatica e renal.

4.8 Quantificacao de carga parasitaria

Para verificar a presenca e quantificar DNA de Leishmania, fragmentos de
tecido da pele do local onde foi realizada a inoculagéo de parasito foram obtidos
de trés animais de cada grupo no momento da necropsia e armazenados em
freezer -70°C até o processamento para a técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). O DNA foi extraido de acordo com protocolo de extracao
fenol/cloroférmio. O método consistiu-se resumidamente em uma etapa inicial de
lise celular utilizando-se 500uL de tampao de lise (Tris 50mM pH 8,0; NaCl
10mM; EDTA 5mM pH 8,0; SDS 0,5%) e 5uL de proteinase K (20mg/mL) a
temperatura de 55°C em banho-maria sob agitacido, overnight. Ap6s o tecido
dissolver completamente no liquido, o processo de extracdo continua com o
acréscimo de 500uL de fenol saturado tamponado (pH 8,0), agitacdo por 1
minuto e centrifugacdo a 15000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo
transferido para um novo tubo eppendorf onde foi acrescentado cloroférmio-
alcool isoamilico (1:1) com agitacao por 1 minuto e centrifugacdo a 14000rpm
por 15 minutos. O sobrenadante foi novamente transferido para outro tubo de
1,5 mL. Para precipitacdo do DNA gendmico foi adicionado 1mL de etanol
absoluto com posterior centrifugacdo a 14000rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ap6s evaporagdo completa do alcool
remanescente o precipitado foi diluido em 100uL de agua de injegdo e mantido
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a 4°C até quantificacdo. O rendimento da extracdo foi quantificado em

espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (ThermoScientific).

A PCR foi realizada com 20ng de amostra de DNA, utilizando-se os
primers para kDNA1 de L. amazonensis com sequéncia sense 5'-
GGGTAGGGGCGTTCTGC-3' e anti-sense 5'-TACACCAACCCCCAGTTTGC-3,,
e primers do gene constitutivo para B-actina de camundongo com sequéncia
sense 5-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3 e anti-sense 5’-
CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3'. A reagao ocorreu no equipamento Applied
Biosystems Step One Plus™ com Fast SYBR® Green Master Mix, volume final
de reacao de 20uL, e os seguintes parametros de reacao: 95°C por 20 segundos,
40 ciclos de desnaturacao a 95°C por 3 segundos e anelamento a 60°C por 30
segundos. A curva de dissociacgao teve um ciclo de 95°C por 15 segundos, 60°C
por 1 minuto com incremento de 0,3°C e 95°C por 15 segundos. A quantificacéo
foi realizada a partir de curva padrédo de DNA de Leishmania com concentragéo
conhecida.

4.9 Histopatologia

Fragmentos de pele, linfonodo drenante, bacgo, figado e rim de dois
animais de cada grupo foram colocados em cassetes histoldégicos devidamente
identificados e fixados por 48h em formalina tamponada a 10% (formol a 37%,
4% de fosfato de sédio monobasico, 6,5% de fosfato de sodio bibésico, dgua
destilada). Os tecidos foram submetidos a desidratacdo em concentracoes
crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%, 95% e absoluto), seguido de
diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Cortes de 5um foram realizados
em micrétomo e colocados em laminas para coloragdo em hematoxilina e eosina
(HE) e montagem em Entellan. As laminas foram examinadas e fotografadas em

microscépio de luz.
4.10 Analises bioquimicas de funcao hepatica e renal

Dosagens de alanina transaminase, aspartato transaminase, ureia e
creatinina foram realizadas em amostras de soro obtidas ap6s a eutanasia dos

camundongos tanto nos experimentos de toxicidade, quanto nos ensaios
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terapéuticos. Estas analises foram realizadas para avaliar as fungdes hepatica e
renal, utilizando equipamento de sistema de Quimica Seca (Johnson & Johnson)
da Plataforma de Analises Clinicas de Animais de Laboratério da FIOCRUZ.

4.11 Analise estatistica

Os dados serdo analisados empregando-se o software GraphPad Prism
5. Para dados apresentando uma distribuicdo paramétrica sera utilizada a
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. Para dados com
distribuicdo ndo paramétrica sera realizado pelo o teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo Teste de Dunns. Em todas as analises, as diferencas serdo consideradas

significativas quando p <0,05

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5 .1 Determinacao da composicao quimica do OEVA

Foi realizado o método de Cromatografia Gasosa - Espectrometria de
Massa (CG-EM) para a analise do OEVA processo que combina as
caracteristicas da cromatografia gasosa e da espectrometria de massa para

identificar diferentes substancias em uma amostra (Figura 1).
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Figura 2 — Cromatograma do 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker.
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O detector de espectrometria de massas tem sido bastante utilizados na
analise de compostos que além de apresentar baixos limites de deteccéo,
oferece informacao estrutural dos compostos (CRISTALE et al, 2008).

Figura 2 — Estrutura quimica do a-bisabolol.

Fonte: (LEITE et al., 2012)
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As analises foram realizadas em um cromatografo a gas acoplado a um
espectrofotometro de massa Shimadzu GC/MS - série QP2010. Pode-se
observar que os picos poderam identificar os seguintes compostos do OEVA de
acordo com a figura 1. Coincidindo com o que ja foi analisado por Colares et al,
2013 que demonstrou o a-bisabolol como composto majoritario do referido éleo,

com mais de 90% em sua composi¢ao quimica.

Tabela 3 — Composicdo quimica do 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea

Baker
Tempo de retencéo
Componentes . (%)
(min)
o-metil eugenol 18.5 1.6
Oxido de bisabolol 24.9 0.5
o—bisabolol 25.5 97.9
5.2 Avaliacao da carga parasitaria
80+
60 P—
E 40
_-%
2
20 *
L. amazonensis + = + + + -
V. arborea 5% 2.5% 1% - =

Glucantime = =
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Figura 3. Quantificagdo de DNA de Leishmania amazonensis em lesédo de
camundongos BALB/c infectados e tratados por 21 dias com creme a base de
6leo essencial de Vanillosmopsis arborea ou com glucantime, 20mg/kg por via
intramuscular. Dados representam média + desvio padrdo de experimento
realizado em triplicata. *p<0,05 quando comparado com grupo infectado e nao

tratado, apds analise pelo teste de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn.

A avaliacdo da carga parasitaria foi realizada pela reagdo em cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction)-PCR que permitiu amplificar em escala
exponencial as sequéncias de DNA de leishmania. A carga parasitaria
observada no grupo de animais infectados e tratados com o OEVA apresentou
diferenca de resultado entre nas seguintes concentracoes (5%, 2,5% e 1%) foi
observado melhor acéo leishmanicida na concentracado de 5%, ocorrendo uma
menor atividade leishmanicida em 2,5% e 1%. A maior carga parasitaria foi
observada na concentracdo de 1% do OEVA. De acordo com o tratamento na
concentracdo de 5% do OEVA em comparagdao com o tratamento com o
Glutamine ndo houve diferenca estatistica significativa da agéo
leishmanicida(Figura 3)

A resposta imunoldgica a leishmaniose depende da ativacdo dos
macréfagos infectados para que estes eliminem os parasitos intracelulares.
Desta forma os macréfagos produzem compostos oxigenados que incluem
peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, anion superdxido e radicais
nitrogenados como o 6xido nitrico (NO), por exemplo (MURRAY et al., 1985;
MURRAY & DELPH-ETIENNE, 2000; COLARES et al, 2013; OLEKHNOVITCH
et al., 2014).

A Vanillosmopsis arborea € uma planta que apresenta mais de 90% de
a-bisabolol (Colares et al, 2013). Atualmente a aplicagdo do a-bisabolol esta
presente na industria farmacéutica, nas formulacées para area dos olhos,
emulsdes para peles sensiveis e géis pds-sol, cremes infantis, emulsdes
corporais, emulsdes para peles secas, cremes para as maos, sabonetes faciais,
filtros solares, cremes noturnos, formulagbes pds-barba, cremes e géis pods-
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depilagao e logdes tdnicas em baixas concentracdes de a-bisabolol (Villegas et
al., 2001;Hernandez-Ceruelos et al, 2002; Santos et al, 2011).

No presente trabalho, a reducéo da carga parasitaria da L. amazonenses
mais significativa foi na concentragédo de 5% de OEVA com animais infectados e
tratados com o parasito, além disso comparando-se com o tratamento com a
droga padrdao Glucantime ndo houve diferenca estatistica significativa da
atividade leishmanicida, (Figura 4) demonstrando boa eficacia do OEVA no

tratamento da L. amazonensis.

Vanillosmopsis arborea Baker (Asteracea) apresenta grande valor
econdmico devido suas propriedades anti-inflamatérias (Leite et al, 2011),
atividades  antimicrobianas, gastroprotectores = comprovado potencial
leishmanicida in vitro contra L. amazonensis e nenhum efeito citotoxico sobre os
macréfagos(Colares et al, 2013), provenientes do alto teor de a-bisabolol, no
6leo essencial de sua madeira. Considerando-se que no presente trabalho a
concentracao de 5% de OEVA no tratamento da leishmaniose cutanea foi a mais
eficaz, apesar da industria farmacéutica utilizar valores bem menores de a-
bisabolol nas formula¢des de cosméticos geralmente de 0,1% a 0,5% do referido
composto, mesmo assim nao apresentou citoxidade enquanto que o
medicamento padrdo usualmente utilizado no tratamento de pacientes com
leishmaniose tegumentar Glucantime desenvolve depois da continuidade do uso
reagdes adversas como: dores nas juntas, dores musculares, nausea e vomito,
dor de cabeca, febre, anorexia, alteracées nos testes de funcao do figado, niveis
de lipase e amilase, leucopenia, anormalidades no eletrocardiograma (Costa,
Tatiane Luiza da, 2011)

No que se refere a via de administracéo eleita do experimento foi a via
tépica com formulacdes em diferentes concentragdes (5%, 2,5% e 1%). A via de
administracdo da droga de referéncia Glucantime foi via parenteral
(intramuscular) sendo que na concentracdo de 5% de OEVA apresentou
atividade leishmanicida sem diferenca estatistica a do Glucantime, ou seja, a via
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de admistracdo nao interferiu na atividade leishmanicida no tratamento contra L.

amazonensis.

Estudos in vitro confirmam o potencial leishmanicida de a-bisabolol .
Rottini et al. (2015) realizou estudo em que a-bisabolol demonstrou promissora
acao leishmanicida contra promastigotas L. amazonensis além de ser capaz de
penetrar em macrofago e destruir a forma amastigota. O composto a-bisabolol
mostrou atividade leishmanicida significativa contra 50% das promastigotas na
concentragao de 8,07 ug / ml (24 h) e 4,26 ug / ml (48 h). Contra amastigotas
intracelulares a IC50 (concentragao inibitoria) de a-bisabolol (24 h) foi de 4,15

ug / ml.

Varias agbes terapéuticas séo atribuidas a a-bisabolol, como sua acao
na reducao da massa de tumor mamario em ratos , promotor da acéo de células
assassinas naturais (NK) (COSTARELIi et al., 2010), potente molécula proé-
apoptética, agéo contra células de leucemia aguda primarias (CAVALIERI et al,
2011), blogueador do sistema nervoso periférico (ALVES et al., 2010),
gastroprotetor (BEZERRA et al., 2009), antioxidante (BRAGA et al., 2009),
mutagénico e antimutagenico (GOMES-CARNEIRO et al.,2005) e potencial acdo
na cicatrizacao de feridas (VILLEGAS et al.,2001).

Apesar do efeito antitumoral do composto, o seu tropismo por células do
sistema imunolégico pode ter efeitos fundamentais no microambiente
imunoldgico do tumor, causando evasao de inflamacao e geracao de tolerancia
imunolégica (VINAY et al., 2015).

O composto a-bisabolol jA demonstrou atividade contra outras espécies
de Leishmania. Esse mesmo composto isolado de Chamomilla recutita
demonstrou acao contra promastigotas de L. infantum (MORALES-YUSTE et al.,
2009).

A resposta imunologica a leishmaniose depende da ativagdo dos
macréfagos infectados para que estes eliminem os parasitos intracelulares.
Desta forma os macréfagos produzem compostos oxigenados que incluem

peréxido de hidrogénio, radical hidroxila, anion superdéxido e radicais
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nitrogenados como o 6xido nitrico (NO) (MURRAY et al.,, 1985; MURRAY &
DELPH-ETIENNE, 2000; COLARES et al, 2013; OLEKHNOVITCH et al., 2014).
A V. arborea € uma planta que apresenta mais de 90% de a-bisabolol (COLARES
et al, 2013). Atualmente a aplicagdo do a-bisabolol esta presente na industria
farmacéutica, nas formulacdes para area dos olhos, emulsdes para peles
sensiveis e geéis pds-sol, cremes infantis, emulsdes corporais, emulsdes para
peles secas, cremes para as maos, sabonetes faciais, filtros solares, cremes
noturnos, formulagdes pds-barba, cremes e géis pés-depilacéo e logdes tbnicas
em baixas concentracoes (Villegas et al., 2001;Hernandez-Ceruelos et al, 2002;
Santos et al, 2011).

Vanillosmopsis arborea Baker (Asteracea) apresenta grande valor
econdmico devido suas propriedades anti-inflamatérias (LEITE et al, 2011),
atividades antimicrobiana, gastroprotetora, comprovado potencial leishmanicida
in vitro contra L. amazonensis e nenhum efeito citotoxico sobre os macrofagos
(COLARES et al, 2013), provenientes do alto teor de a-bisabolol, no éleo
essencial de sua madeira. Considerando-se que no presente trabalho a
concentracao de 5% de OEVA no tratamento da leishmaniose cutanea foi a mais
eficaz, apesar da industria farmacéutica utilizar valores bem menores de a-
bisabolol nas formulagcbdes de cosméticos geralmente de 0,1% a 0,5% do referido
composto, mesmo assim nao apresentou citoxidade enquanto que o
medicamento padrdo usualmente utilizado no tratamento de pacientes com
leishmaniose tegumentar Glucantime desenvolve depois da continuidade do uso
reacdes adversas como dores nas juntas, dores musculares, nausea e vomito,
dor de cabeca, febre, anorexia, alteragées nos testes de fungao do figado, niveis
de lipase e amilase, leucopenia, anormalidades no eletrocardiograma (COSTA,
TATIANE LUIZA, 2011).

A via de administracdo eleita do experimento foi a via tépica com
formulacbes em diferentes concentracées (5%, 2,5% e 1%). A via de
administracdo da droga de referéncia Glucantime foi via parenteral

(intramuscular).
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5. 3 Avaliacao histopatologica

Os camundongos BALB/c infectados ou nao com Leishmania
amazonensis apresentavam intensa reac¢do inflamatéria rico em vacuolos
parasitéforos repletos de parasitos, No entanto, no grupo tratado observou-se
que a reagao inflamatéria era circunscrita (Figura 4 A/B), sendo um processo
inflamatério crénico inespecifico. Esses achados histopatolégicos estdao de
acordo com estudos realizados por BOTELHO et al, 1998 e Fontes Alves, Cibele.
2011. Dias, Beatriz Rocha Simdes, 2014 constatou a presenga de vacuolos
parasitéfos induzidos por L. amazonensis em macrofagos de camundongos CBA
que levou a diminuigdo da infec¢ao que se deu por fagocitose de L.amazonensis
e L. major pois os parasitos continuam a interagir com a membrana da célula,
mas nao sao internalizadas. O que vem evidenciar a eficacia do OEVA a 5% no

tratamento das leishmanioses.

e NS

Figura 4 A/B: Pele. A.Camundongo infectado com 10* amastigotas de
Leishmania amazonensis e tratado com 5% de OEVA. Observa-se reacao
inflamatéria circunscrita rica em vacuolos parasitéforos (seta). B. Camundongo
infectado com 10* amastigotas de Leishmania amazonensis e tratado
glucantime. Lesao ulcerativa ndo circunscrita rica em parasitos.Coloracdo HE

barra 100 pym.
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Uma das principais caracteristicas histoldégica da lesdo observada na
infeccdo por Leishmania foi ocorréncia de extensas areas de necroses. Esses
mesmo achados também sao descritos por pesquisadores (RIDLEY et al., 1980;
MAGALHAES et al., 1986b; MOURA et al., 2009).

5.4 Avaliacao da funcao hepatica e renal

A andlise da fungdo hepatica e renal comprovou a partir das
dosagens de ALT, AST, ureia e creatina de soro de camundongos BALB/c
infectados ou ndo com Leishmania amazonensis e tratados por 21 dias com a
formulacéao tépica de OEVA ou Glucantime demonstrou que a fungéo hepatica e
renal ndo foram comprometida, ndo apresentando diferenga estatistica
significativa no metabolismo hepatico e renal (Figura 5 A/B/C/D/E/F/G/H).
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Figura 5 A/B/C/D/E/F/G/H — Dosagem de ALT, AST, ureia e creatinina de
soro de camundongos BALB/c infectados ou ndo com Leishmania amazonensis
e tratados por 21 dias com formulacbes tbpicas de Oleo essencial de
Vanillosmopsis arborea ou glucantime, 20mg/kg por via intramuscular. Dados
representam média + desvio padrdo de experimento realizado em quintuplicata.
ALT: alanina transaminase; AST: aspartato transaminase.
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Rodrigues, Raquel Ferreira 2007 em estudos toxicoldgicos envolvendo
avaliagao de enzimas hepaticas (TGO e TGP) e concentragao de creatina obteve
dados semelhantes em sua pesquisa ndo observando no do uso do Glucantime
toxicidade hepatica ou renal. Sampaio et al, 1997 observou que o uso de
antimoniais pentavalentes, apesar de ter rapida excrecdo renal, quando
utilizados em doses convencionais ou mais elevadas por um periodo de tempo
elevado provocam alteragcao na fungao renal. Em concordancia com Darra et al,
2008 e Colares et al, 2013 o 6leo essencial de Vanillosmopsis arb6rea rico em

a-bisabolol observaram a baixa citocitoxidade o que confirma o resultado obtido.

Comparando-se o uso do OEVA a 5% no presente trabalho observamos
um menor toxicidade em relagdo ao tratamento convencional, visto que o a-
bisabolol composto majoritario possui baixa toxicidade, sendo este um bom
indicativo comercial do uso do OEVA a 5% na terapéutica das leishmanioses.

Os nossos estudos comprovam a que a-bisabolol tem propriedades
leishmanicidas promissoras podendo atuar contra as formas promastigotas,
capaz de penetrar na célula, e também atuar contra as formas amastigotas,
sendo menos toxico para os macrofagos, do que para os parasitos & semelhanca
ao observado por Rottini 2015) e referendam o estudo in vitro desenvolvido por
Colares et al, 2013, que observaram a atividade leishmanicida do éleo essencial
de Vanillosmopsis arborea e a-bisabolol contra promastigotas (IC50 7,35 e 4,95
ng / mL resp.) e amastigotas intracelulares (IC 50 12,58 e 10,70 ug / ml,
respectivamente). Esses mesmos autores observaram também baixa
citotoxicidade, o que o coloca na categoria de candidato de novos agentes
terapéuticos a serem testados contra a leishmaniose em humanos. Dessa forma,
abrem-se novas perspectivas para a pesquisa que pode contribuir para o
desenvolvimento de produtos a base de OEVA ou a-bisabolol isolado a partir de
Vanillosmopsis arborea Baker para o tratamento da leishmaniose cutanea.
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CONCLUSOES

O a-bisabolol é o composto majoritario de Vanillosmopsis arborea totalizando 97

% da sua constituicao;

A dose intermediaria (5%) 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker

mostrou acao eficiente no tratamento da leishmaniose tegumentar murina;

A concentracao de 5% do referido éleo apresentou reduziu a carga parasitaria
dos camundongos BALB/c experimentalmente infectados por Leishmania

amazonensis;
O dleo essencial mostrou baixa toxicidade hepatica e renal;

A atividade leishmanicida no modelo murino indica que o 6leo essencial de
Vanillosmopsis arborea Baker é um candidato promissor para o medicamento na

terapéutica das leishmanioses.
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