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RESUMO

SOUZA, Bianca Augusto. Composicao quimica do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius
Raddi e analise in vitro da atividade leishmanicida. 2024. 76 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024.

As leishmanioses constituem um grupo de doengas parasitarias, classificadas como
negligenciadas. Sao causadas por protozoarios flagelados do género Leishmania e sdo
transmitidas pela picada de fémeas do vetor flebotomineo infectado. Os protozoarios do género
Leishmania sdo parasitos pertencentes a familia Trypanosomatidae e que apresentam duas
formas evolutivas principais: promastigota, flagelada e extracelular, e amastigota, com flagelo
diminuto, intracelular. Clinicamente, a doenca se manifesta em 3 formas: visceral, cutanea e
mucocutanea, podendo afetar tanto humanos quanto animais. Dentre as espécies relevantes no
contexto epidemiolédgico, a Leishmania infantum, causa a forma mais grave da doenga,
denominada visceral. Os farmacos disponiveis atualmente ndo conseguem eliminar o parasito
completamente e ainda podem gerar diversos efeitos colaterais aos pacientes, além de uma alta
toxicidade e elevados custos. Os produtos naturais sao fontes alternativas para o tratamento de
diversas afec¢des e em diversos trabalhos, j& vem sendo demonstrado atividade bioldgica
leishmanicida em extratos e o0leos essenciais de varias espécies vegetais. A espécie medicinal
nativa brasileira, Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida, como aroeira-
vermelha, foi selecionada para este trabalho por possuir diversas aplicagdes terapéuticas e
propriedades ja conhecidas, como anti-inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana. Foram
selecionados 4 genotipos da espécie (AROO030-F, AROO71-F, AROO78-F e ARO136-F) do
banco de germoplasmas do Instituto Agronomia da UFRRIJ. Foi realizada a cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas e detector de ionizagdo de chama (CG-EM e CG-
DIC), onde foram identificados como compostos majoritarios para ARO030-F, o a-pineno
(24,79%), o limoneno (17,26%) e o o-2-careno (12,18%). Para AROO71-F, o a-pineno
(36,74%), o p-cimeno (36,22%) e o 6xido de cariofileno (5,54%). Para ARO0O78-F, o Sabineno
(20,13%), Terpinen-4-ol (20,11%) e y-terpineno (13,08%) e para ARO136-F, o B-pineno
(16,53%), a-terpineol (12,29%) e trans-cariofileno (12,03%). Todos os OEs apresentaram
atividade leishmanicida, e apresentaram para ARO030-F, ARO071-F, AROO078-F ¢ ARO136-F,
respectivamente, os valores de ICso de 32,46, 20,52, 41,61 e 32,62 pg/mL sobre formas
promastigotas de L. infantum. Foi avaliado também a viabilidade celular de macrofagos
murinos da linhagem RAW 264,7 na presenca dos 6leos essenciais, onde todos os OEs
apresentaram baixa toxicidade. Os resultados aqui explanados apontam uma possibilidade
promissora para o uso do OE da espécie S. terebinthifolius como uma alternativa ao tratamento
quimioterapico contra o parasito L. infantum e consequentemente, contra as leishmanioses
viscerais e pos-calazar.

Palavras chave: leishmaniose visceral, quimioterapia, 6leos essenciais



ABSTRACT

SOUZA, Bianca Augusto. Chemical composition of Schinus terebinthifolius Raddi essential
oil and in vitro analysis of leishmanicidal activity. 2024. 76 p. Thesis (Master of Veterinary
Science). Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Leishmaniasis constitute a group of parasitic diseases, classified as neglected. They are caused
by flagellated protozoa of the genus Leishmania and are transmitted by the bite of females of
the infected sand fly vector. Protozoa of the genus Leishmania are parasites belonging to the
Trypanosomatidae family and which have two main evolutionary forms: promastigote,
flagellated and extracellular, and amastigote, with a tiny, intracellular flagellum. Clinically, the
disease manifests itself in 3 forms: visceral, cutaneous and mucocutaneous, and can affect both
humans and animals. Among the relevant species in the epidemiological context, Leishmania
infantum causes the most severe form of the disease, called visceral. The drugs currently
available cannot completely eliminate the parasite and can still generate several side effects for
patients, in addition to high toxicity and high costs. Natural products are alternative sources for
the treatment of various conditions and in several studies, leishmanicidal biological activity has
already been demonstrated in extracts and essential oils from several plant species. The native
Brazilian medicinal species, Schinus terebinthifolius Raddi, popularly known as aroeira-
vermelha, was selected for this work because it has several therapeutic applications and already
known properties, such as anti-inflammatory, healing and antimicrobial. Four genotypes of the
species (AROO030-F, AROO71-F, AROO078-F and AROI136-F) were selected from the
Agronomia Institute germplasm bank. Gas chromatography coupled to a mass spectrometer and
flame ionization detector (GC-MS and GC-FID) was carried out, where the main compounds
for ARO030-F were identified: o-pinene (24.79%), limonene (17.26%) and o-2-carene
(12.18%). For AROO071-F, a-pinene (36.74%), p-cymene (36.22%) and caryophyllene oxide
(5.54%). For AROO78-F, Sabinene (20.13%), Terpinen-4-ol (20.11%) and y-terpinene (13.08%)
and for ARO136-F, B-pinene (16.53%), o-terpineol (12.29%) and trans-caryophyllene
(12.03%). All EOs showed leishmanicidal activity, and presented for ARO030-F, AROO071-F,
AROO078-F and ARO136-F, respectively, ICso values of 32.46, 20.52, 41.61 and 32.62 pg/ mL
on promastigote forms of L. infantum. The cell viability of murine macrophages of the RAW
264.7 lineage was also evaluated in the presence of essential oils, where all EOs showed low
toxicity. The results explained here point to a promising possibility for the use of EO from the
species S. terebinthifolius as an alternative to chemotherapy treatment against the L. infantum
parasite and consequently, against visceral and post-kala-azar leishmaniasis.

Keywords: visceral leishmaniasis, chemotherapy, essential oils
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as doengas transmitidas por vetores
ainda se destacam entre as enfermidades que mais causam 6bitos nas populagdes mais pobres,
presentes em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, representando mais de 17% de
todas as doengas infecciosas e causando mais de 700.000 mortes anuais, configurando assim
um grave problema de saude publica (WHO, 2020). Entre essas enfermidades estdo as doencas
negligenciadas ou doencas tropicais negligenciadas, classificadas assim, por afetarem paises
mais pobres e contarem com menos investimentos da industria farmacéutica. As doengas
tropicais negligenciadas atingem mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo, ameacando a satde
dessas populagdes. Estas doencas estdo geralmente relacionadas a grupos economicamente
menos favorecidos, por conta da pobreza e mas condi¢des de vida, como a falta de saneamento
basico, condi¢cdes de moradia e a falta de informagdes, tornando as comunidades pertencentes
a estes grupos mais expostas e com maior risco de contrair e transmitir alguma dessas afec¢des
(WHO, 2010). As leishmanioses estdo inseridas nesse grupo, sendo um conjunto de doengas
causadas por protozoarios flagelados de género Leishmania, transmitidos pela picada de fémeas
do inseto vetor flebotomineo (Familia: Psychodidae) infectadas.

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos pertencentes a familia
Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida) que abrange organismos unicelulares flagelados.
Seu ciclo de vida apresenta duas formas evolutivas principais, sendo uma flagelada e
extracelular, denominada promastigota, que se encontra exclusivamente no trato digestorio do
seu inseto vetor ¢ a outra sem flagelo aparente, ou, com flagelo diminuto, intracelular,
denominada amastigota, encontrada no interior dos macréfagos de mamiferos, seu hospedeiro
vertebrado (Pimenta; Freitas; Secundino, 2012). O parasita ¢ transmitido pela picada de fémeas
de insetos flebotomineos do género Lutzomyia nas Américas (Novo Mundo) e do género
Phlebotomus em outros continentes, como a Africa, Asia ¢ Europa (Velho Mundo) (Bruschi;
Gradoni, 2018).

A leishmaniose pode se manifestar clinicamente, em 3 formas principais (visceral, cutanea
e mucocutanea), que variam de acordo com a espécie do parasito, onde mais de 20 espécies,
apresentam potencial infeccioso ao homem (Cattand et al., 2021; WHO, 2023). As
leishmanioses no Brasil sdo recorrentes, apresentando uma elevada incidéncia e aparecendo nas
listas de paises com maiores numeros de casos, podendo ser encontrado em 6° lugar na lista de

paises com maior incidéncia de casos de leishmaniose visceral (Alvar et al., 2012).



Das mais de 20 espécies de Leishmania descritas, ao menos 13 espécies sdo capazes de
infectar cdes e 6 sdo potencialmente infecciosas para gatos. Dentre estas espécies um agente
etiologico importante € a Leishmania (Leishmania) infantum, causadora da forma mais grave
da doenga, a forma visceral, causando uma enfermidade severa em regides da Europa, Asia,
Africa e Américas (Baneth; Solano-Gallego, 2022).

No Brasil o tratamento para a doenca estd disponivel no SUS, segundo o Ministério da
Satde (MS), porém os medicamentos oferecidos atualmente para tratar a doenga nao
conseguem eliminar o parasito por completo em humanos e animais, além de gerar diversos
efeitos colaterais aos pacientes. O MS disponibiliza um manual de recomendagdes clinicas para
o tratamento da leishmaniose, onde encontram-se listados os farmacos de escolha, sendo eles a
anfotericina B lipossomal, miltefosina e antimoniais pentavalentes (Lira-Pimenta et al., 2023).
Vale ressaltar também que no Brasil, os caes sdo os principais reservatorios, desempenhando
um grande papel na epidemiologia da doenca, demonstrando o desafio no tratamento desses
animais para os médicos veterinarios, devido a complexidade do parasita e a diversidade da
doenca. Atualmente para a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) esta disponivel também a
Miltefosina, como farmaco de escolha no tratamento da doenca (Mergen; Souza, 2023).

Alguns avangos foram realizados para a melhoria na quimioterapia da leishmaniose, como
a reformulacdo de farmacos antigos, o encapsulamento da anfotericina B e a introducdo de
novos protocolos de tratamentos. Nenhum novo farmaco foi introduzido para o tratamento
destas afecc¢des nos ultimos anos, com excec¢do a Miltefosina, um analogo de lipofosfolipidio,
utilizado no tratamento da leishmaniose visceral na India (Dorlo et al., 2012; Fampa et al.,
2021; Santiago; Pita; Guimaraes, 2021). Além de toda a problematica relacionada aos poucos
medicamentos utilizados para o tratamento das leishmanioses, ha a questdo de que a
quimioterapia gera diversos efeitos colaterais e reagdes desfavoraveis, como, toxicidade, baixa
eficacia, custos elevados e tratamentos muito longos, levando até ao abandono pelos pacientes.
Sendo assim, novas formas terapéuticas devem ser desenvolvidas visando a reducdo destes
problemas (Severino et al., 2022).

Os produtos naturais sao fontes alternativas para o tratamento de diversas afec¢des. Nesse
contexto o estudo da diversidade de substancias presentes em espécies vegetais esta em
ascensdo atualmente, onde, segundo a OMS, sua investigacdo farmacologica, vem sendo
considerada como uma prioridade nas areas de pesquisa (WHO, 2011). Em diversos trabalhos,

ja vem sendo demonstrada atividade bioldgica leishmanicida em extratos de varias espécies



vegetais, associadas a presenc¢a de substancias quimicas como flavonoides, alcaloides, taninos,
esteroides, chalconas e naftoquinonas (Klein ef al., 2009; Oliveira; Gilbert; Villas-Boas, 2013).

Os oleos essenciais surgem como alternativa ao tratamento de diversas doengas, por
possuirem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias, antiparasitarias e antipruriginosas,
ja descritas. Sdo constituidos por substancias volateis, de baixo peso molecular, derivadas do
metabolismo secundario (especial) de plantas, como os monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanodeis, que trazem menos impactos negativos ao meio ambiente e a saude humana e
animal (Rodrigues et al., 2017; Cavalcante et al., 2021).

A familia Anacardiaceae, dentre muitas outras existentes, ¢ amplamente representada por
diversas espécies de importancia econdmica, produtoras de 6leos essenciais e varios estudos ja
foram realizados a partir de espécies dessa familia e, em alguns, se pode verificar atividade
antimicrobiana e inseticida (Correia et al., 2006). Dentro dessa familia pode-se destacar a
espécie medicinal nativa brasileira, Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida,
como aroeira-vermelha ou aroeira-pimenteira, que possui diversas aplica¢des terapéuticas e
propriedades ja conhecidas, como anti-inflamatoéria, cicatrizante e antimicrobiana (Azevedo et
al., 2015). Estudos recentes comprovaram as atividades, antimicrobiana, antifungica e anti-
inflamatoria e também atividades antitumoral e inseticida, presentes nesta espécie (Medeiros et
al., 2007; Gomes et al., 2013; Khan, 2013; Queires et al., 2013; Santos et al., 2013).

Portanto, levando em consideracdo toda a problematica citada referente ao tratamento das
leishmanioses, a busca por alternativas a quimioterapia existente, torna-se cada vez mais
imprescindivel, visando um tratamento mais natural, menos toxico, de menor custo € com maior
eficédcia, inclusive contra as cepas mais resistentes aos farmacos em uso, com reduzidos ou
ausentes efeitos colaterais. O trabalho objetivou caracterizar quimicamente os 6leos essenciais
extraidos de 4 genotipos ARO030-F; AROO71-F; ARO078-F ¢ ARO136-F pertencentes a
colecao de germoplasmas do Departamento de Agrotecnologias e Sustentabilidade/Instituto de
Agronomia, UFRRIJ da espécie S. terebinthifolius, avaliar o seu potencial leishmanicida sobre
a cepa MAP263 de L.infantum e sua toxicidade em células do hospedeiro vertebrado, utilizando
a linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7, podendo representar uma ferramenta no

combate dessa doenga negligenciada e de grande impacto mundial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Doencas negligenciadas

Segundo o Ministério da Satde (MS), as doengas tropicais negligenciadas (DTN) ocorrem
em 149 paises de regides localizadas entre a latitude 35°N e 35°S, com altitudes abaixo de 2.200
metros e temperaturas que variam entre 15°C a 40°C. As mesmas acometem populacdes de
baixa renda, afetando mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo. Suas medidas de controle,
prevengao e tratamento representam gastos de bilhdes de dolares anuais (SVS, 2021).

A classificagdo de doenca negligenciada foi proposta pela OMS, por ndo despertarem o
interesse das empresas farmacéuticas em desenvolver terapias medicamentosas voltadas a essas
enfermidades, por conta de baixos investimentos e recursos destinados a essas doencas (SVS,
2021). As doencas negligenciadas consistem entdo em um conjunto de doencas que sdo
causadas por agentes infectoparasitarios, que podem gerar danos fisicos, cognitivos e
socioecondmicos nas populacdes afetadas, que sdo geralmente grupos ou comunidades de baixa
renda (Mathers et al., 2012).

No Brasil, em 2006, as doengas negligenciadas foram definidas como sendo aquelas que
ndo so prevalecem em condi¢des de pobreza, mas que também corroboram para o aumento € a
manuten¢do do cendrio de desigualdade. O termo doengas negligenciadas, foi originalmente
proposto em 1970, com a criacdo do programa The Great Neglected Diseases, pela Fundagao
Rockefeller, que surgiu da Organizagdo Médicos Sem Fronteiras e propds um documento em
que as doencas seriam divididas em globais, negligenciadas, e mais negligenciadas. Desde
entdo, este termo vem sendo utilizado para tratar dos conjuntos de enfermidades causadas por
agentes infectoparasitarios que sdo endémicos em populacdes de baixa renda, mais comumente

encontradas em localidades da Asia, Africa e Américas (Souza, 2010; Oliveira, 2018).
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Figura 1. Ciclo pobreza-doenca. Explica a perpetuacdo de doengas infecto-parasitarias. Fonte:

https://midia.atp.usp.br/plc/ju0004/impressos/ju0004_01.pdf.

Portanto, as doencgas negligenciadas se encontram no grupo de doencas infectoparasitarias
(DIP’s), que englobam patologias relacionadas as condi¢des socioambientais em que a
populagdo esta inserida, como, condi¢gdes precarias de moradia, alimentagdo e higiene, e,
sobretudo a disseminacgdo destas DIP’s esté relacionada a pobreza e qualidade de vida, onde a
perpetuacdo dessas condi¢des citadas (Figura 1) se tornam fatores determinantes para o
aumento da disseminacdo desses agentes infecciosos e consequentemente no maior numero de
casos destas enfermidades (I0C, 2019).

O grupo independente Policy Cures, ¢ responsavel pelo relatorio anual, desde 2008, G-
FINDER, que traz informagdes e dados estatisticos sobre as doencas negligenciadas no mundo.
Esse grupo tem o objetivo de gerar informagdes e fornecer ideias e analises inovadoras concisas
que acelerem o desenvolvimento e incorporagcdo de novas formas de tratamento e prevengao

das doengas negligenciadas, como o desenvolvimento de novos farmacos, vacinas ¢ métodos

de diagnostico.
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Figura 2. Dados referentes aos investimentos feitos para as leishmanioses, doenga de Chagas e doenga do sono,

entre 2013-2022. Adaptado de: Policy Cures Research - GFINDER, 2023.



O relatorio G-FINDER agrupa as leishmanioses no grupo “Kinetoplastid diseases”
juntamente com a Doenga de Chagas e a Doenga do Sono (tripanossomiase africana). Em 2019
este grupo, em que as leishmanioses estdo inseridas, gerou aproximadamente 1,0 milhdao de
DALY’s (disability-adjusted life year — anos de vida ajustados por incapacidade) e 16 mil
mortes nos paises em desenvolvimento (Figura 2). Em 2022, o financiamento para as doengas
do grupo caiu pelo terceiro ano consecutivo, tendo uma baixa de investimento recorde no valor
de US$ 126 milhdes, com cada uma das enfermidades do grupo tendo uma baixa recorde
individualmente, onde as leishmanioses foram as mais afetadas, foram menos US$ 8,1 milhoes
(-18%) investidos no desenvolvimento de melhorias no tratamento e prevenc¢do da doenga (G-

FINDER, 2023).

2.2. Leishmanioses
As leishmanioses consistem em um grupo de doencas parasitarias causadas por mais de 20
espécies dos protozoarios do género Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida, classe
Trypanosomatida e familia Trypanosomatidae. Sua transmissao ocorre pela picada de fémeas
do inseto vetor flebotomineo infectado (WHO, 2023) e suas manifestagdes clinicas podem
ocorrer de trés formas distintas, de acordo com a espécie causadora da infec¢do (Corman;

McNamara; Bakowski, 2023).

O género Leishmania pode ser dividido em dois subgéneros, que sao o subgénero Viannia
e o Leishmania, baseados nas diferencas de desenvolvimento dos parasitos no interior dos
insetos, onde no subgénero Viannia os parasitos se desenvolvem no intestino posterior de seu
inseto vetor, enquanto que no subgénero Leishmania, os parasitos irdo se desenvolver no
intestino anterior do inseto vetor (Lainson, 2010). Dentro desses subgéneros as espécies listadas

abaixo (Figura 3) podem ser destacadas:
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Secdes Euleishmania ‘ Paraleishmania*
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[ I
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[ | I I
Complexo L. donovani L. major L. tropica L. mexicana

Espécie L. donovani ! L. major?® L. tropica L. enrietti L. arabica L. turanica L. braziliennsis L. guyanensis L. lainsoni L. utingensis L. lindenbergi L. naiffi
L. archibaldi # L. gerbilli 3* L. killicki* L. venezuelensis * L. peruviana * L. p *
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Nameros sobrescritos identificam as espécies em que ha discussao quanto  validade taxondmica (possiveis sinonimias).

**Espécie questionada quanto a sua validade taxondmica dentro do género.
Figura 3. Esquema da classificacdo taxondmica atual de espécies de Leishmania. Adaptado de: Cupolillo; Boité;

Porrozzi, 2014.

As leishmanioses, como dito anteriormente, podem se manifestar clinicamente,
dependendo da espécie do parasito presente no vetor infectado, em trés formas, sendo elas, a
cutanea, mucocutanea e visceral, onde em todas as formas, as células-alvo, ou seja, as células

preferenciais de infeccao pelo parasito sao os macrofagos (Murray et al., 2005).

No Brasil, as manifestacdes clinicas da doenga geralmente sdo causadas pelas espécies
L. (V). braziliensis, L. (L). mexicana, L. (L). amazonensis, que causam as formas cutinea e
mucocutanea e também a espécie L. (L). infantum, que causa a forma mais grave, onde o
parasito apresenta um tropismo maior pelas visceras, sendo preferencialmente encontrado em

macrofagos do bago, figado, medula éssea e o6rgaos linfoides (Costa ef al., 2005).

2.3. Leishmaniose visceral

Segundo a Organizagao Pan-Americana da Saude (OPAS) a leishmaniose visceral (LV)
ocorre em areas tropicais e subtropicais, ¢ uma doenga sistémica que afeta em maior nimero
faixas etarias mais vulneraveis, como criangas menores de 5 anos de idade, adultos/idosos
maiores de 50 anos e também pessoas com algum tipo de comorbidade ou doengas que
suprimem a imunidade. Caso nao seja tratada com antecedéncia, pode evoluir rapidamente para
obito em mais de 90% dos casos. Estima-se que aproximadamente 500 mil novos casos ocorrem
anualmente, onde 90% dos mesmos ocorrem na India, Suddo, Bangladesh, Nepal, Etiopia e

Brasil. Muitos fatores contribuem para a disseminacdo e modificagdo das caracteristicas
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epidemioldgicas dessa enfermidade, como o fluxo migratério de hospedeiros infectados,
desmatamento e alteragdes no ecossistema provocadas pelo homem. A susceptibilidade do
hospedeiro também ¢ outro fator contribuinte. Pacientes imunossuprimidos ou desnutridos
aumentam consideravelmente suas chances de infec¢do ou coinfeccdo com a LV (Aguiar;

Rodrigues, 2017).

Segundo Pessoa (1982), Cunningham, em 1885, foi o primeiro a observar o parasita, em um
caso suspeito de leishmaniose visceral, na India. Entretanto os primeiros achados & possivel
existéncia da LV na América do Sul, foram de Carlos Chagas, que entre 1911 e 1912, por sua
passagem ao vale do Rio Amazonas, comegou a suspeitar da ocorréncia da doenga nessa regido,
por ter encontrado diversos pacientes com esplenomegalia sem uma causa procedente. No ano
seguinte foi identificado, durante a autdpsia de um individuo, pertencente ao estado de Mato
Grosso do Sul, a presenca do parasito. Alguns anos depois, em 1926, a LV também foi
identificada por Mazza, na Argentina, que notificou os primeiros casos da doenga em humanos
na provincia de Salta. Somente em 1934 a doenca foi confirmada como autoctone, e de grande
ocorréncia nas Américas, por Penna, que apos muitas pesquisas, conseguiu demonstrar do ponto
de vista epidémico, que a doenga, considerada antes inexistente, ja se manifestava no continente
Americano. No ano de 1936, Evandro Chagas conseguiu realizar por meio de uma pungao
esplénica, o primeiro diagndstico in vivo da LV, classificando a L. chagasi, como uma nova

espécie do género Leishmania (Chagas et al., 1937; Cunha; Chagas, 1937).

Posteriormente, a doenca foi descrita também no México, Argentina, Honduras, Coldmbia,
Venezuela e Paraguai (Alvar et al., 2012). Muitos fatores podem ter contribuido para a
disseminagdo da doeng¢a no Brasil, como a movimentagao de animais, como caes, que eram de
areas endémicas para areas ndo endémicas e também, modificacdes ambientais, como a
urbanizacdo de areas rurais, favorecendo mudancgas na ecologia do vetor flebotomineo, ou seja,
a introducdo desses animais em areas ndo endémicas, mas que ja possuiam a presenca dos

vetores, resultou em novos focos potenciais de distribuicao da doenca (Dantas-Torres, 2009).

Segundo o MS, os sintomas da Leishmaniose Visceral Humana (LVH) podem incluir febre
de longa duragdo, inchago do abdomen devido ao aumento do figado e baco, perda de peso,
fraqueza, reducdo da for¢ca muscular e anemia. Alguns desses sintomas podem ser observados

abaixo (Figuras 4A e 4B):



- ST

Figura 4. Manifestagdes clinicas da leishmaniose visceral em humanos: A- Inchago do abdomen
(hepatoesplenomegalia) em paciente crianca; B- Inchago do abdomen e perda de peso em paciente adulto; C-
Inchago do abdémen e manchas escurecidas na pele. Adaptado de: Costa, D.; Costa, C. 2014. Leishmanioses do

continente americano.

A LV, também chamada de calazar, possui uma ampla distribuicdo mundial e ¢ classificada
primeiramente como uma zoonose, por serem doencas que sdo transmitidas entre animais e
seres humanos. E caracterizada por sintomas clinicos como febre irregular que perdura por um
longo tempo, perda de peso, palidez das mucosas cutaneas, gerando manchas escurecidas na
pele (Figura 4C), hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e trombocitopenia, sendo fatal se
ndo tratada em 95% dos casos (Aguiar; Rodrigues, 2017). O principal reservatério da doenga
nas Américas ¢ o cao (Canis familiaris) e no ambiente silvestre a raposa-do-mato e cachorro-
do-mato (Lycalopex vetulus e Cerdocyn thous) € os marsupiais, como o gamba-de-orelha-

branca (Didelphis albiventris) (Costa, D.; Costa, C. 2014).

Na LV pode ocorrer também a leishmaniose dérmica pos-calazar (PKDL), que ¢ geralmente
uma sequela da enfermidade que causa uma erupcdo cutanea, papulosa, macular ou nodular,
frequentemente da face, bracos e tronco (Figuras: 5A, 5B e 5C). Encontra-se em maior nimero
de casos da Africa Oriental e no subcontinente indiano, onde aproximadamente 10% dos

9



pacientes com LV sdo notificados por terem desenvolvido a PKDL. Pessoas com essa condi¢do
podem ser possiveis fontes de infeccdo por Leishmania, a PKDL pode ocorrer de 6 meses a 1
ano apods a aparentemente cura da LV, porém em alguns casos também pode ocorrer mais cedo.
As lesdes da PKDL possuem o mesmo parasito que causa a LV e por isso pode contribuir para
a transmissdo da doenga para outras pessoas. Um estudo publicado pela Iniciativa

Medicamentos para Doengas Negligenciadas (DNDi) América Latina em 2019, confirmou que

a PKDL nodular e macular podem ser capazes de infectar o vetor e esse vetor transmitir a

doenga para outras pessoas (DNDi, 2019; WHO, 2023).

Figura 5. Lesdes cutaneas da leishmaniose dérmica pos—calazar: A- Lesdes nodulares; B- Erupc¢des maculares; C-
Biopsia de pele de lesdo de PKDL, em que os parasitos podem ser observados. Adaptado de: Zijlstra, 2019.

Frontiers.

Segundo a OMS em 2020-2022, a coinfec¢do Leishmania-HIV foi relatada em 45
paises, dentre estes, Brasil, Etiopia e India apresentaram altas taxas (Figura 6). Pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que contraem a leishmaniose,

aumentam a chance de progressdao da doenca, por ambas afetarem células do sistema imune,

contribuindo assim para acelerar o quadro de imunossupressdo, aumentar a viremia e
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parasitemia, e consequentemente, ter altas taxas de recaida e mortalidade (Gradoni; Lopez-

V¢éllez; Mokni, 2017; WHO, 2022).

Global distribution of leishmaniasis and countries reporting HIV/Leishmania coinfection
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Figura 6. Distribuicdo dos casos de coinfec¢do Leishmania/HIV no mundo. Control of Neglected Tropical

Diseases. WHO, 2020.

O cenario das leishmanioses viscerais no Brasil ainda € complexo, por ser uma enfermidade
de alta endemicidade, devido a muitas regides do pais serem areas que possuem condi¢des
extremamente favoraveis para disseminacdo da mesma, sem contar nas dificuldades existentes
em relagdo ao seu controle. Além de ser uma doenga negligenciada, por ocorrer em ambientes
socioecondmicos desfavoraveis, existe o risco do estabelecimento da doenca em novas areas,
por conta de processos de urbanizagao acelerados. Portanto a necessidade de uma maior atencao
por agentes da saude publica e também por médicos veterinarios, na identificacdo de novos
casos ¢ muito importante para manter constante a vigilancia em saude, e, ¢ imprescindivel a
implementagao de mais informagdes em areas endémicas, como medidas de educacao em saude

(Marcondes; Rossi, 2013).

Ao analisar o mapa de distribui¢do dos casos de leishmaniose visceral no mundo (Figura 7)
¢ possivel observar sua predominancia, ainda hoje, em paises subdesenvolvidos e em

desenvolvimento.
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Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2020
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Figura 7. Distribui¢do dos casos de Leishmaniose Visceral no mundo em 2020. Control of Neglected Tropical

Diseases. WHO, 2021.

Na regido das Américas, o Brasil atingiu aproximadamente 97% dos casos da LV no ano de
2019, confirmando o desafio e a necessidade de agdes de controle e prevengdo por parte das
agéncias de vigilancia no pais. Vale destacar também, que o territorio brasileiro, no periodo de
2007 a 2017, teve uma taxa de incidéncia da doenga que variou entre 1,7 e 2,0 casos a cada 100
mil habitantes e apresentou um aumento na taxa de letalidade, que subiu de 5,9% para 8,8%.
Ainda dentro desse periodo, os anos de 2015 e 2016, se destacaram por registrarem altas taxas

de letalidade, alcangando 9% do total de obitos na década (Fernandes ef al., 2021).

2.4. Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenca zoonotica causada por protozoarios
do género Leishmania, das espécies L.infantum, L. donovani e no Brasil, em maior ocorréncia
por L. chagasi (Camargo; Barcinski, 2003). Geralmente a infeccdo em caes ¢ clinicamente
semelhante @ humana, acometendo as visceras, porém os animais sintomaticos também

apresentam frequentemente as lesdes de pele caracteristicas (Krauspenhar et al., 2007). A
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infec¢cdo pode se manifestar em 3 formas clinicas no animal: assintomatica, oligossintomatica
e sintomatica. Na forma assintomatica, o cdo ndo apresenta sinais clinicos que evidenciam a
infeccdo, porém o parasito pode ser encontrado em exames soroldgicos. Na oligossintomatica,
o animal pode apresentar até dois sinais clinicos, que sdo inespecificos, como aumento no
tamanho dos linfonodos e discreta perda de peso. Ja na forma sintomadtica diversas alteragdes
clinicas podem ser apresentadas, como linfadenopatia, polidipsia, politiria, émese, poliartrite,
neuralgia, febre, esplenomegalia, eczema de orelha e focinho, onicogrifose, anemia e perda de

peso exacerbada, como sendo as principais (Figura 8) (Tylley et al., 2008).

Figura 8. Lesoes cutdneas da leishmaniose visceral canina. A: Onicogrifose; B: Dermatite nodular; C: Dermatite

esfoliativa; D: Dermatite ulcerativa; E: Alopecia. Adaptado de: Freitas ef al., 2022. PubVet.

A infeccdo comeca no local da picada do inseto vetor, que geralmente ocorre em
extremidades do animal, como nariz e orelhas, provocando uma resposta inflamatoria local. As
lesdes podem apresentar tamanhos distintos, variando de 1 a 3 centimetros de didmetro, podem
ser alopécicas, ulceradas, possuir crostas e serem pouco dolorosas. Nos cdes o periodo de
incubacdo pode variar de 3 meses até 7 anos, que leva a diferentes tipos de apresentagdes
clinicas, que sdo a aguda, subaguda, cronica e regressiva. As manifestacdes clinicas mais
observadas tendem a ser a dificuldade locomotora, perda de peso, polidipsia, apatia, anorexia,

vomito, diarreia, melena, polifagia, coriza e epistaxe. Em exames fisicos, pode-se observar a
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linfoadenomegalia, onicogrifose, caquexia, hipertermia, esplenomegalia, uveite e conjuntivite
(Salzo, 2008; Jerico et al., 2015). A onicogrifose ¢ uma das caracteristicas mais marcantes da

LVC sendo considerada como um sinal claro da presenca da doenga (Jerico et al., 2015).

O diagnodstico da LVC pode ser um pouco dificil, pela decorréncia de animais
assintomaticos e da variedade de sinais clinicos que os mesmos podem apresentar, que muitas
das vezes, acabam sendo confundidos com outra enfermidades, ndo existindo um método de
diagnostico que possa oferecer 100% de sensibilidade e especificidade, sendo assim, o médico
veterinario precisa realizar algumas pesquisas, com base nos seguintes critérios:
epidemioldgico, clinico e laboratorial, que englobam a faixa etaria, regido de origem, presenga
do vetor e de outros animais infectados, pesquisa de sinais que sugerem a enfermidade como o
inchaco do abdomen e a onicogrifose, e, também achados sugestivos no hemograma dos

animais (Jerico et al., 2015).

O padrao-ouro de diagnostico para a LVC ¢ o método parasitologico, que consiste na
visualizagao pela microscopia direta de formas amastigotas do parasito em laminas coradas,
confeccionadas pela pun¢do aspirativa de 6rgaos-alvo, como o bago, figado e medula 6ssea. Os
parasitos também podem ser encontrados ocasionalmente em esfregagos sanguineos ou em

raspados de pele de crostas de lesdes cutaneas (Assis ef al., 2010).

A LVC possui grande importancia na satide publica e requer uma grande mudanca de
paradigma no Brasil. Investir em pesquisas que visam a otimizagdo do diagndstico, controle e
prevencdo da doenca sdo imprescindiveis. E necessiria a realizagio de mais estudos
epidemiologicos buscando a elaboragdo de planos mais eficazes para o seu controle, pois
havendo um tratamento mais acessivel e efetivo, os drgaos responsaveis de saide possuem uma
maior chance de adesdo da sociedade e apoio das organizagdes civis. As politicas publicas de
saude precisam considerar que quanto maior o nimero de animais infectados, principalmente
0s caes, sem o tratamento adequado, a zoonose continuara sendo um problema para a populagao

(Jnior, et al., 2021; Freitas et al., 2022).

2.5. Leishmania: parasito, vetor e ciclo biologico

Os parasitos do género Leishmania sao protozoarios flagelados heteroxenos, ou seja, eles
necessitam de um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado para completar o seu ciclo de

vida. O hospedeiro invertebrado ¢ denominado como intermediario e o vertebrado, como o
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definitivo. As formas promastigotas sdo as formas extracelulares encontradas nos vetores,
hospedeiros intermedidrios, que possuem um formato alongado, com aspecto fusiforme, com
um flagelo livre, podendo medir de 16 x 1,5 pm a 40 x 3 um. Ja as formas amastigotas sao as
formas intracelulares e infectivas, encontradas nas células fagociticas dos hospedeiros
definitivos, sendo arredondadas, medindo entre 1,5 x 3 um e 3 x 5,5 um. Possui cinetoplasto
em forma de bastdo, préximo ao nucleo e um flagelo interno rudimentar, inserido na bolsa

flagelar (Figura 9) (Vannier-Santos, 2002; Taylor et al., 2017).

Kinetoplast

] Basal body

Axoneme

Amastigote form

- Flagoefium

Promastigote form

Figura 9. Morfologia das formas evolutivas de Leishmania. Fonte: http://www.yourarticlelibrary.com/leishmania.

Acesso em: 8 de dez. de 2023.

A forma promastigota encontra-se no intestino do vetor flebotomineo e a forma
amastigota no interior de macréfagos e outras células do sistema reticulo endotelial, do
hospedeiro vertebrado, na pele, bago, figado, medula 6ssea, linfonodos € membranas mucosas.

Podem ser identificadas também em leucdcitos no sangue (Figura 10) (Taylor ef al., 2017).
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Figura 10. Microscopia das formas evolutivas de Leishmania sp. A- Promastigotas; B- Amastigotas. Adaptado de:

Rosa, 2018.
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Os vetores das leishmanioses, comumente chamados de hospedeiros invertebrados, sdo
insetos flebotomineos da ordem diptera, familia Psychodidae, do género Lutzomyia no Novo
Mundo e género Phlebotomus no Velho Mundo. Se caracterizam por serem um grupo de insetos
hemato6fagos, que geralmente medem entre 2 a 5 mm, possuem pernas longas e delgadas, corpo
piloso e coloracdo parda, amarelada a castanha, que por este motivo sdo conhecidos
popularmente como mosquito-palha. Possuem um par de asas modificado em balancins, que

garantem a estabilidade do inseto na hora do voo (Rabélo, 1999; AFN, 2013).

Figura 11. Inseto vetor (flebotomineo) das leishmanioses Lutzomyia longipalpis. Foto: Ray Wilson, Liverpool

School of Tropical Medicine.

Apenas as fémeas dos fleb6tomos possuem o aparelho bucal adaptado para sua alimentagao
picando a pele de seres vertebrados, realizando assim o repasto sanguineo. Esses vetores
possuem diversos nomes populares, dentre eles, podemos citar: mosquito-palha, birigui,
cangalhinha, asa-dura, tatuquira, ligeirinho e péla-égua. Podem ser encontrados em sua forma
larval em detritos de fendas de rocha, cavernas, raizes, folhas e também em forquilhas de

arvores em tocas de animais (Rabélo, 1999).

Sao insetos holometabolos, ou seja, possuem a metamorfose completa durante o seu
desenvolvimento, passando pelas fases de ovo, instares larvais (4 no total), pupa e adulto
(Figura 12). Seu desenvolvimento esta associado a alimentagdo de sangue, o que explica o fato
de as fémeas serem hematdfagas, uma vez que os ovos necessitam de sangue para seu
desenvolvimento e matura¢do. Pode-se dizer entdo que as fémeas de flebotomineos sdo as
responsaveis pela disseminacao das leishmanioses, onde as mesmas se infectam no momento
do repasto sanguineo e podem infectar novos hospedeiros vertebrados na proxima alimentagao
(Régo, 2013).
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Figura 12. Ciclo de vida de Lutzomyia longipalpis. Adaptado de: Sousa-Paula; Otranto; Dantas-Torres, 2020.

Trends in Parasitology. Elsevier.

A transmissdo/infeccao ocorre quando o vetor se infecta através da ingestdo de formas
amastigotas presentes no sangue do hospedeiro vertebrado. Posteriormente no intestino do
inseto vetor, essas amastigotas se transformam em promastigotas, se multiplicando
rapidamente. Esses protozodrios, na forma promastigota, sao entao inoculados nos vertebrados
durante a picada do vetor flebotomineo, transmitindo assim a doenga para um novo hospedeiro
vertebrado (Fortes, 2004; Greene; Vandevelde, 2015). No estabelecimento da infec¢do existe
uma série de barreiras presentes no organismo do inseto pelas quais o parasito precisa passar,
desde enzimas digestivas, na matriz peritrofica, até sua fixagao por completo nas paredes
intestinais do vetor. Durante essa transposicdo do parasito por essas barreiras, o inseto acaba
sendo prejudicado, podendo ocorrer a inibicdo das suas enzimas digestivas e a danificagdo da

valvula de estomodeu (Kamhawai, 2006).

O ciclo biologico da leishmaniose (Figura 14) depende de dois hospedeiros obrigatdrios que
sdo, seu vetor/hospedeiro intermediario e seu hospedeiro vertebrado/definitivo. O hospedeiro
intermediario ao se alimentar de um mamifero infectado, ingere as células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) infectadas com as formas amastigotas do parasito, que ao entrarem no trato
digestorio do vetor, na parte anterior do intestino médio, serao envolvidas pela matriz peritrofica

(MP), composta de fibrilas, proteinas, glicoproteinas e quitina, que ¢ secretada pelas células do
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epitélio intestinal em resposta a hematofagia. Durante esse estagio inicial, as formas
amastigotas passam por diversas modificagdes morfologicas, se diferenciando em
promastigotas prociclicas, responsaveis pela multiplicacao celular que dura de 2 a 5 dias. Essas
formas conseguem secretar substancias importantes para a sobrevivéncia do parasito no
organismo do inseto, como o lipofosfoglicano (LPG), principal glicoconjugado presente na

superficie das leishmanias (Bates; Rogers, 2004).

As promastigotas prociclicas vao sofrer entdo diversas modificagdes, a primeira ocorre
de 3 a 7 dias ap0s a alimentacdo onde passam para a forma leptomonada, que nao se replica se
acumulando no tubo digestivo do inseto. Nessa forma leptomonada, os parasitos produzem um
gel, que age na manutencao do ciclo no inseto, denominado gel secretor de promastigota (PSG,
do inglés Promastigote Secretory Gel). Hd também a forma haptomonada, sem origem descrita,
que se encontra presente na superficie cuticular da valvula de estomodeu, formando um anel
concéntrico de parasitos, agindo como uma tampa na valvula, que acaba afetando sua abertura

e fechamento (Figura 13) (Kamhawai, 2006).
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Figura 13. Ilustragdo das formas evolutivas do parasito Leishamnia sp. no tubo digestorio do vetor. Adaptado de:

Serafim, et al., 2017. Arthropod Vector: Controller of Disease Transmission. Elsevier.

O PSG, contendo entdo as formas leptomonadas e também as haptomonadas aderidas,
auxilia na transmissdo, por causar a regurgitacdo pelo inseto, devido ao bloqueio fisico
digestorio que o gel promove, para a realizagdo de um novo repasto sanguineo. Por sua vez, as
formas leptomonadas se diferenciam em promastigotas metaciclicas, que sdo as responsaveis
pela infec¢ao do hospedeiro vertebrado. Na forma metaciclica o LPG ¢ expresso de maneira
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diferente, fazendo com que o parasito ndo seja mais capaz de se ligar e ficar preso ao epitélio
intestinal, entdo no momento da regurgitacdo para a nova alimentacdo, os promastigotas

metaciclicos sdo inoculados no mamifero (Figura 13) (Bates, 2007).

Os promastigotas metaciclicos ao entrarem em contato com as células do SFM, do
hospedeiro vertebrado, sdo rapidamente capturados por macrofagos, que formam uma
invaginagdo na sua membrana para conter o parasito, que posteriormente se fecha, formando o
fagossoma (Murphy, 2014). Apos isso, ocorre entdo a fusdo dos lisossomos formando assim o
fagolisossoma. Dentro dos fagolisossomas, também chamado de vacuolo parasitoforo, as
alteragdes do meio fazem com que o parasito se diferencie para a forma amastigota. Forma
intracelular, com flagelo diminuto e que possui baixa motilidade. Possui a fungdo de
proliferacao celular, causando a ruptura dos macrofagos, liberando-as para o meio extracelular
e assim invadir novos macréfagos para garantir a manuten¢do da infeccao (Figura 14) (Chang;

Fong, 1983; Bates; Rogers, 2004).
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Figura 14. Ciclo biologico da leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum. Adaptado de: Serafim;

Iniguez; Oliveira, 2019. Trends in Parasitolgy. Elsevier.
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2.6. Tratamentos

Segundo o MS, a terapia das leishmanioses visa ao alivio dos sintomas, do desconforto
causado pela doenga, a administracao segura pelos pacientes, a garantia da adesao ao tratamento
e ao controle e a minimizagdo da ocorréncia de efeitos adversos. Porém o tratamento disponivel
atualmente, assim como para outras doencas negligenciadas, ¢ bastante precario. (Marchese,
2009). Além disso, estes tratamentos nao se atualizam ha anos, em introducdo de novos
medicamentos mais eficazes, acessiveis e menos prejudiciais aos pacientes (Dorlo et al., 2012).
Todos os farmacos disponiveis atualmente ndo sdo tdo satisfatorios em termos de eficécia,
acessibilidade, facilidade de administracdo e seguranca (Tabela 1) (McGwire; Satoskar, 2014;

Murray, 2010; Hendrickx, et al., 2019).

Tabela 1 - Principais farmacos utilizados na quimioterapia das leishmanioses. Adaptado de: Santiago; Pita;

Guimaraes, 2021. Research, Society and Development.

Via de
Farmacos Mecanismos de acao Administracao Efeitos Adversos
Dor abdominal, vomito,
Redugdo do Sb+5 diarreia, nausea, dor de cabeca,
a Sb+3 dentro do organismo: fadiga, febre, tosse, erupcao
Apoptose, através da inibicdo cutanea, pancreatite,
da tripanotiona redutase: pneumonia, insuficiéncia
Antimoniais Inibicdo da atividade da hepatica, nefrotoxicidade e,
pentavalentes topoisomerase. IM, IV cardiotoxicidade.
Inibicédo do citocromo-c
oxidase através da
despolarizacdo do potencial da Toxicidade gastrointestinal,
membrana mitocondrial, o que nefrotoxicidade,
pode estar relacionado a morte hepatotoxicidade e
Miltefosina de parasitos por apoptose. VO teratogenicidade.
Inibicdo da sintese de
proteinas do protozoario
ligando-se a subunidade
ribossémica 308S, resultando
no acumulo de complexos
ribossémicos anormais 30S- Nefrotoxicidade, ototoxicidade,
Paromomicina | 50S, causando a morte celular.| IM ou TOPICO hepatotoxicidade.
Cardiotoxicidade, hipotensdo e
Inibicdo o sistema de IM ou, efeitos gastrointestinais, bem
transporte ativo; Inibicdo da | preferencialmente como, inducdo de diabetes
Pentamidina |topoisomerase mitocondrial II. v mellitus insulino-dependente.
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Os antimoniais, utilizados como farmacos de primeira escolha, por conta da longa duragdo
do tratamento, sdo administrados através de injecdes via intramuscular (IM), podendo causar
dor e desconforto no local da aplicagdo. A anfotericina B, também utilizada no tratamento, ndo
apresenta boas propriedades fisico-quimicas, sua solubilidade em agua ¢ baixa, possui baixa
permeabilidade em membranas e alto peso molecular, sendo fracamente absorvida e possuindo
baixa biodisponibilidade oral, o que implica na sua administra¢do por via intravenosa (IV), que
demanda a hospitalizagao dos pacientes e acaba por limitar o seu uso em paises mais pobres ou
em desenvolvimento (Croft; Coombs, 2003; Barrat; Bretagne, 2007; Fangueiro, et al., 2012;
Bastos, et al., 2016).

A miltefosina pode causar disturbios gastrointestinais, por ser administrada por via oral, e
alta toxicidade afetando os rins, levando o paciente a interrupcao prematura do tratamento,
aumentando as chances de o parasito gerar resisténcia ao farmaco. A paromomicina, tem a
necessidade de administragao por via parenteral, que assim como a anfotericina, representa uma
dificuldade para o uso em paises mais pobres. A pentamidina, apresenta efeitos secundarios
irreversiveis, como por exemplo, o diabetes mellitus insulino-dependente e diversos casos de
resisténcia a esse farmaco ja foram relatados (Sundar et al., 2005; Sundar et al. 2006; Bray et

al., 2013; Bastos et al., 2016).

2.7. Alternativas terapéuticas e de controle

O manual de controle e vigilancia da LV no Brasil, feito pelo MS, tem como objetivo
oferecer diretrizes regulatdrias e recomendacdes visando a supervisdo de gestdo da parasitose,
tendo como principal propdsito a implementagao de agdes nos municipios, em busca da redugao
da morbimortalidade associada a enfermidade no pais. Estas estratégias do MS sao baseadas no
diagndstico e tratamento precoces dos casos em humanos, controle da propagacao dos vetores,
na erradica¢do ou tratamento dos reservatorios e a promog¢ao da educaciao em satude (Batista et

al., 2021).

Medidas profilaticas sdo sempre boas alternativas, tratando-se de doencgas
infectocontagiosas como as leishmanioses. A preven¢ao de possiveis fontes de transmissao, ¢
uma medida que sempre que possivel deve ser tomada, para isso o uso de inseticidas e repelentes
representam boas medidas de protecao coletiva para as residéncias e abrigos de animais

(Alexander; Maroli, 2003). No entanto, novas formas de controle e prevencdo devem ser
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desenvolvidas, visto que nem sempre o controle do vetor ¢ uma medida altamente efetiva.
Foram desenvolvidas vacinas para preven¢do da doenga em cdes, a Leishmune ® (Zoetis,
Brasil) e a Leish-Tec ® (Hertape Calier Saude Animal AS, Brasil) onde ambas apresentaram
bons resultados apds a administracdo nos animais, apesar do MS nao ter recomendado o seu
uso como forma de controle da leishmaniose visceral. Recentemente o Ministério da
Agricultura e Pecudria (MAPA) determinou que a fabricacdo das vacinas Leish-Tec e
Leishmune fossem suspendidas, por constatar que haviam inconformidades nos produtos e isso
poderia levar a falta de eficicia da vacina e gerar riscos a saude dos animais. Somado a isso até
0 momento ndo ha uma vacina para humanos, tornando o tratamento farmacolégico, ainda, a

unica opg¢ao disponivel (Santiago; Pita; Guimaraes, 2021).

Uma das vias mais utilizadas atualmente para o desenvolvimento de novos farmacos € o
estudo e pesquisa na area dos produtos naturais, visando a um menor efeito toxico, melhor
atividade e maior acessibilidade. A investiga¢do de novas moléculas eficazes no tratamento das
leishmanioses ¢ baseada no potencial, ja descrito, de diversas espécies vegetais, além da grande

variedade de biomas e espécies brasileiras (Mendonga-Filho et al., 2004).

2.8. Oleos essenciais e seu potencial efeito como agentes antiprotozoarios

Segundo Veeresham (2012), cerca de 35.000 a 70.000 espécies vegetais ja sdo utilizadas
com a finalidade medicinal, por conta da presenga de 6leos essenciais. No entanto, em 2000,
Nodari e Guerra, demonstraram que mesmo com toda a utilizag@o histérica e intensas pesquisas
na area de farmacognosia, apenas 15 a 20% de espécies medicinais, foram estudadas na
descoberta de substancias bioativas. Os produtos naturais possibilitam a descoberta de

moléculas de estrutura tinica, com alta atividade e seletividade (Kayser et al., 2003).

Os 6leos essenciais (OEs), segundo definicdo da ANVISA, sdo produtos volateis de origem
vegetal, obtidos por processos fisicos, que podem se apresentar de maneira isolada ou
misturados entre si, retificados, desterpenados ou concentrados (Brasil, 1999). Podem ser
encontrados em todas as estruturas vegetais, ocorrendo em maior parte em folhas, frutos, e

sementes e, em menor frequéncia em raizes, rizomas, lenhos e coértex (Brenna et al., 2003).

Pode-se dizer entdo que os OEs sdo uma mistura de substancias volateis, advindas do
metabolismo secundario (especial), biossintetizadas por diversas espécies vegetais e sua

produgdo ¢é proveniente de diferentes 6rgaos vegetais como os tricomas e glandulas endégenas.
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Sua composi¢do geralmente possui monoterpenos, sesquiterpenos e/ou fenilpropanoides. Sua
biossintese ocorre através de duas vias bioquimicas naturais complexas, a via do mevalonato e

do 4cido chiquimico, que envolvem diferentes reagdes enzimaticas (Rehman et al., 2016).

Muitos fatores influenciam na composi¢do e produtividade dos OEs, como clima,
temperatura, composicao do solo, disponibilidade de 4gua, radiacdo ultravioleta, nutrientes,
altitude, polui¢do do ar, idade da planta, ataque de patdégenos, época da coleta, 6rgao utilizado

na extragdo e o tipo de extracdo (Cavalcanti et al., 2015; André et al., 2018).

Os OEs podem desempenhar diversas fungdes, como defesa contra agentes microbianos,
parasitos e outras pragas. Suas propriedades medicinais ja sdo muito exploradas na medicina
popular e na area da medicina veterinaria como, anti-inflamatorios, analgésicos, cicatrizantes,

antimicrobianos ¢ inseticidas (Batista et al., 2016; Dos Santos et al., 2020).

Pelo fato do potencial para utilizagdo de OEs, ja ter sido bastante explorado em muitas areas
relacionadas ao tratamento de doengas, como a medicina popular, a sua aplicabilidade contra
parasitos protozoarios, também acaba por se beneficiar desse uso. Diversos trabalhos ja
sugerem mecanismos de acao dos OEs contra estes patégenos, como inibi¢do do crescimento
dos parasitos, desestabilizagdo da membrana plasmatica, peroxidacao lipidica, inibi¢ao de
enzimas e alteracdes na permeabilidade da membrana mitocondrial (Izumi et al., 2011;

Saeidnia; Gohari, 2012; De-Lara-Da-Silva et al., 2020).

Em muitos trabalhos ja foram confirmadas atividades biologicas, por abordagens
cientificas dos OEs, contra protozoarios. O OE de Origanum vulgare, Nepeta cataria e Lippia
alba sao exemplos dessas atividades, por conseguirem inibir o crescimento de protozoarios
através de lise celular. No OF de Thymus vulgaris, um de seus principais constituintes quimicos,
o timol, consegue agir através da desestabilizacdo da membrana plasmatica dos protozoarios
(Santoro et al., 2007; Saeidnia; Gohari, 2012). O OE de Allium sativum ja possui efeito
demonstrado contra Entamoeba histolytica, que pode ser atribuido aos seus compostos

terpendides como, timol, carvacrol e linalol (Vunda et al., 2012).

Diversos metabolitos secundarios de plantas apresentam atividade anti-Leishmania,
onde podemos observar os alcaloides, terpenos, flavonoides, benzopiranos, lactonas
sesquiterpénicas e derivados fendlicos, que podem ser encontrados nos OEs de plantas

medicinais (De-Carvalho; Ferreira, 2001; Iwu; Jackson; Schuster, 1994; Rocha ef al., 2005).
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Com as poucas opgdes de tratamentos das doencas causadas por protozoarios, nesse
caso, a leishmaniose visceral, e suas desvantagens, ¢ imprescindivel a pesquisa de novas
alternativas para o tratamento da doenga, buscando novos farmacos naturais que tenham melhor
atividade e introduzi-los, visando uma maior eficacia, inclusive contra as cepas resistentes as
drogas em uso, com pregos acessiveis para a populacdo e com reduzidos ou ausentes efeitos
colaterais. Dessa forma, a espécie vegetal Schinus terebinthifolius foi escolhida para o presente
estudo, utilizando os 6leos essenciais de 4 gendtipos diferentes desta espécie para testar sobre

o parasito L. infantum.

2.9. Schinus terebinthifolius Raddi.
Conhecida popularmente como aroeira, aroeira-vermelha, pimenta-rosa e aroeira-da-praia,
a espécie vegetal S. terebinthifolius, pertence a familia botanica Anacardiaceae e ¢ originaria da
América do Sul, compreendendo o Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. No Brasil, ela ocorre
mais frequentemente no Nordeste do estado de Pernambuco e na regido Sul do estado do Rio

Grande do Sul (Figura 15) (Azevedo et al., 2015; Neves et al., 2016).

Jrépvoo de Capnodrmo

Figura 15. Distribuicdo geografica da ocorréncia natural de Schinus terebinthifolius no Brasil. Adaptado de:

Carvalho, 2003. Espécies Arboreas Brasileiras. Embrapa.
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E uma arvore que possui aproximadamente 5 a 10 metros de altura, possui um tronco
curto, com copa larga, cilindrico, pouco denso, com casca externa, escura, grossa, rugosa €
aspera, que se desprende em placas irregulares. J4 a casca interna apresenta uma coloragao
avermelhada, ¢ fibrosa e possui um odor caracteristico, por conta da exsudagao de terebintina.
As flores da aroeira sdo actinomorfas, pentameras, com cinco sépalas verdes, cinco pétalas
brancas e um disco nectarifero de coloragdo amarelo ouro. Possui um fruto globoso e levemente
achatado, com sementes em seu interior e suas folhas sdo do tipo perenifolias que liberam um
forte aroma. E uma planta que consegue se adaptar facilmente a solos com restri¢des fisicas,
quimicas e hidricas e em regides com baixas temperaturas com maior propensdo a geadas,
podendo ser recomendada para areas de reflorestamento (Figura 16) (Neves et al., 2016; Rorato

etal., 2018).

Figura 16. Folhas, frutos, arvore e tronco de Schinus terebinthifolius. Fonte: Google imagens.

A industria possui grande interesse na espécie, mais especificamente a industria alimenticia,
que explora bastante os frutos da aroeira-vermelha, por conta das caracteristicas de seu sabor e
aroma, que sdo bastante utilizados como tempero. Enquanto que as cascas, folhas e raizes sdao
bastante utilizadas pela medicina popular, por terem conhecidas propriedades anti-

inflamatorias, antipiréticas e analgésicas (Carvalho ef al., 2013; Uliana et al., 2016).

S. terebinthifolius ¢ amplamente estudada por possuir aplicagdes terapéuticas comprovadas
como, propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, cicatrizantes, antioxidantes e
larvicidas. Sua acao antimicrobiana ¢ relacionada a sua composi¢do quimica rica em terpenos,
cetonas, alcoois e acidos (Silva et al., 2010; Santos et al., 2019). Também ¢ rica em compostos
fendlicos como antocianinas, biflavonoides e galotaninos, que garantem potencial antioxidante

(Feuereisen et al., 2014).
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Viérios metabolitos secundarios ja foram identificados na composi¢cdo quimica de S.
terebinthifolius como terpenos, flavonoides, alcaloides, taninos e saponinas (Jorge; Markmann,
1996, Feuereisen et al., 2014; Santos et al., 2019). De acordo com Cavalcanti et al. (2015), o
0leo essencial das folhas secas de S. terebinthifolius possui como compostos majoritarios o 3-

cariofileno (35,2%), a-pineno (28,1%) e o D-germacreno (15,5%).

26



3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar biologicamente (atividade leishmanicida) o efeito dos odleos essenciais de 4
gendtipos/quimiotipos ARO030-F; AROO071-F; AROO078-F; ARO136-F da espécie Schinus
terebinthifolius Raddi contra Leishmania (Leishmania) infantum, bem como avaliar a sua
toxicidade frente células de seu hospedeiro vertebrado in vitro e propor um possivel mecanismo

de acao.

3.2. Especificos

v Obter os 4 genotipos (AROO030-F; AROO071-F; AROO078-F; AROI136-F) de S.
terebinthifolius, do banco de germoplasmas do Departamento de Agrotecnologias e
Sustentabilidade/Instituto de Agronomia, UFRRJ.

v Proceder o beneficiamento adequado das folhas coletadas, por técnicas de secagem e
pulverizagao, e realizar a extragcdo do 6leo essencial por hidrodestilagado;

v Caracterizar quimicamente os Oleos essenciais por Cromatografia Gasosa acoplado ao
detector de ionizacdo por chamas e espectrometro de Massas (CG-DIC e CG-EM);

v" Avaliar o potencial leishmanicida dos 6leos essenciais de S. terebinthifolius sobre as formas
promastigotas do parasito in vitro,

v’ Verificar a toxicidade dos dleos essenciais, sobre macrofagos murinos de linhagem celular
in vitro;

v" Avaliar o potencial de membrana mitocondrial de promastigotas tratadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecao das espécies
Folhas da espécie Schinus terebinthifolius foram coletadas de 4 gendtipos (AROO030-F;
AROO071-F; ARO078-F; ARO136-F), previamente selecionados, da colecdo de Germoplasmas
do Departamento de Agrotecnologias e Sustentabilidade/Instituto de Agronomia, UFRRJ no
verao, em dezembro de 2022. A colecdo ¢ coordenada pelo professor Pedro Damasceno Junior

da UFRRJ.

4.2. Material vegetal
Folhas da espécie S. terebinthifolius foram secas por um periodo de 72h em estufa com
circulacdo e renovacao de ar, a temperatura de 40°C. Em seguida as folhas secas foram

trituradas mecanicamente com o auxilio de um moinho de facas.

4.3. Obtencao dos oleos essenciais
Foram realizadas 4 extracdes, uma para cada genétipo de S. terebinthifolius, utilizando
aproximadamente 150g de folhas secas e trituradas. A técnica de hidrodestilagdo utilizando
aparelho de Clevenger foi utilizada, conforme preconizado pela Organizagao Internacional para
Padronizacdo (ISO09235:2021). Os 6leos essenciais foram obtidos ap6s 3h de hidrodestilagdo e

armazenados em frascos de vidro ambar sob refrigeragao (-20°C).

4.4. Caracterizacio quimica dos dleos essenciais por CG-DIC e CG-EM

As analises foram realizadas em um Cromatografo Gasoso 5890 Séries II (Agilent, USA),
equipado com um detector de ionizacdo de chama (DIC) e injetor no modo “split” (1:20); as
substancias foram separadas em uma coluna capilar de silica fundida similar a DB-5 (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). O hélio foi utilizado como gas carreador com fluxo de 1 mL min! . As
temperaturas do forno, detector e injetor foram programadas de acordo com Adams (ADAMS,
2007). A temperatura do forno foi programada em 60°C por 2 min com incremento de 5°C min
I até 110°C, seguido por incremento de 3°C min™! até 150°C e, finalmente, seguido por
incremento de 15°C min! até 290°C, mantidos por 15 min. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 220 e 290°C, respectivamente. Um Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao
espectrometro de massa QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN) foi utilizado para separar e analisar as

substancias presentes nos 6leos essenciais. O fluxo de hélio, a coluna capilar e a programacao
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de temperatura para a analise por CG-EM foram as mesmas descritas para a analise por CG-
DIC relatados também por Adams (Adams, 2007). As temperaturas do injetor e de interface
foram de 220 e 250°C, respectivamente. O espectro de massa foi obtido em um detector
quadrupolo operando a 70 eV, com intervalo de massa entre 40 e 400 m/z ¢ a razao de 0,5 scan
s ' . A identifica¢do dos constituintes dos 6leos essenciais foi entdo realizada, baseando-se na
comparac¢do dos indices de reten¢do calculados e dos espectros de massa obtidos com aqueles
descritos na literatura e no banco de dados do equipamento (Kratz, 1963; Biblioteca NIST 2008;
Adams, 2017).

4.5. Parasitos
As formas promastigotas de Leishmania infantum (MAP263) foram mantidas em meio de
cultura Schneider’s (Schneider Insect Medium, Sigma-Aldrich, MO, USA) pH 7.2,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino Gibco® (SFB) (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) e penicilina-estreptomicina 10.000 U-10mg/mL, respectivamente (Sigma-Aldrich, MO,

USA) em estufa BOD a 27°C. Foram utilizadas na fase logaritmica de crescimento (2 a 3 dias).

4.6. Macrofagos
Macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados em meio “Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium” (DMEM), suplementado com Glucose 4,5g/L, 10% de SFB e
penicilina-estreptomicina 10.000 U-10mg/mL, respectivamente (Sigma-Aldrich, MO, USA), a
37 °C com 5% de COx.

4.7. Atividade anti-promastigota

Formas promastigotas, com 2-3 dias de cultura, foram plaqueadas em meio Schneider’s,
suplementado com 10% SFB em triplicata em placas de 96 pogos (volume final de 200 pL por
poco), mantendo uma propor¢do de 2x10° parasitos por pogo. Para isto, as células foram
contadas previamente, na diluicdo de 1:100 em solucdo de contagem, em camara de Neubauer.
Os parasitos foram tratados ou ndo com diferentes concentragdes dos Oleos essenciais, diluidos
1:100 em DMSO (dimetilsulféxido), no primeiro dia de cultivo. O controle foi realizado com
parasitos cultivados somente em meio de cultura suplementado, o controle do veiculo do OE
(DMSO) com a adi¢ao do reagente na maior concentragdo testada e o controle positivo (morto)
com adi¢do de azida sodica 2% (Sigma-Aldrich, MO, USA). As placas foram incubadas em
estufa BOD a 27°C.
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4.8. Leitura da atividade anti-promastigota pelo método XTT

Foram adicionados as placas com as formas promastigotas tratadas com os 6leos essenciais
e os controles, 50 puL de solu¢do de XTT, andlogo do substrato da enzima desidrogenase
mitocondrial, nas concentragdes de 1 mg/mL XTT (2,3-Bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-
2H-tetrazolium-5-carboxinilide inner salt) e 200 mM PMS (Phenazine Methosulfate). As placas
foram incubadas por 4 horas a 27°C. Ao término da incubagdo a absorbancia do produto da
reacdo foi lida utilizando a leitora de microplaca no comprimento de onda de 450 nm
(Microplate Reader Mod. 3550-UV, Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Os resultados foram

expressos em porcentagem de sobrevivéncia em relagdo aos controles ndo tratados.

4.9. Citotoxicidade dos dleos essenciais

O meio de cultura contendo os macrdéfagos foi submetido a centrifugacdo a 1500 RPM, a
4°C durante 10min. Apos isso, o sobrenadante foi descartado e os macrofagos foram
ressuspendidos em meio DMEM. Apoés a ressuspensao, foi retirada uma aliquota da solugdo e
feita uma diluicao 1:10 utilizando o corante azul de tripan, para posterior contagem das células
vidveis (ndo coradas) em camara de Neubauer. Os macrofagos foram entdo plaqueados, em
triplicata, em placas de 96 pogos (volume final de 200 uL por pogo) na propor¢io de 2x10°
macrofagos por pogo em meio DMEM suplementado. As placas foram incubadas em estufa a
temperatura de 37°C e 5% de CO: por 2 horas, para aderéncia das células. Apds esse periodo,
as placas foram lavadas com tampao fosfato-salino PBS (Sigma-Aldrich, MO, USA) em
temperatura ambiente e adicionados 200 uL. de meio suplementado. Em seguida, as células
foram tratadas com os 6leos essenciais, diluidos 1:100 em DMSO 50% (diluido em meio), em
diferentes concentragdes. As placas foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C e 5% CO»
por 48 horas. Os controles foram as cé¢lulas cultivadas apenas em meio de cultura, o controle
DMSO com a adi¢do do DMSO diluido a 50% na maior concentracdo testada e o controle

negativo foi realizado com adi¢do de azida sodica 5% (Sigma-Aldrich, MO, USA).

4.10. Leitura da citotoxicidade pelo método XTT
ApoOs a incubagdo de 48h, as placas tratadas com os 6leos essenciais € os controles foram
retiradas da estufa, seus pogos foram lavados novamente com PBS em temperatura ambiente e
foram adicionados 100 puL de PBS com 10% de SFB. Apds isso foram adicionados 50 pL de
solugdo de XTT. A placa foi novamente incubada a 37°C e 5% de CO; por 4 horas e foi realizada

a leitura a 450 nm em leitora de microplaca (Microplate Reader Mod. 3550-UV, Bio-Rad
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Laboratories, CA, USA). Os controles foram as células cultivadas apenas em meio de cultura e
o controle negativo foi realizado com adi¢do de azida sodica 5% (Sigma-Aldrich, MO, USA).
Os resultados foram expressos em porcentagem de sobrevivéncia em relacao aos controles nao

tratados.

4.11. Efeito sobre o potencial de membrana mitocondrial (AWm)

Formas promastigotas de L. infantum na concentragdo de 2x10° parasitos/mL foram
plaqueadas em garrafas de cultivo, tratadas com os 0leos essenciais e incubadas por 48 horas a
27°C. Apos esse periodo, os parasitos foram lavados com PBS e contados em camara de
Neubauer. As solugdes para andlise foram adequadas para a concentragdo final de 1x10’
parasitos/mL. Os reagentes JC-1 (5,5',6,6'-tetraclorol1,1',3,3'-iodeto de
tetrametilbenzimidazolilcarbocianina), FCCP (fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona) e
Oligomicina na concentracdao de 10 uM, e, DMSO 5% foram adicionados e os parasitos foram
incubados por 15 minutos a 27°C em estufa. Posteriormente, os parasitos foram ressuspendidos
em PBS e a fluorescéncia da reagado foi lida utilizando o espectrofotometro nos comprimentos

de onda de 525 nm (excitacao) e 590 nm (emissao) / 490 nm (excitacao) e 530 nm (emissao).

4.12. Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (one-way ANOVA), para mais de dois
grupos. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1. O valor de p
foi considerado significante quando menor ou igual a 0,05. Foi aplicado o teste de Tukey para

multiplas comparagoes.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacio quimica dos 0leos essenciais
A analise dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa permitiu observar a complexidade
destes produtos naturais, de maneira a possibilitar a identificacdo das substancias que os
compdem e que sdo responsaveis por suas propriedades. Os compostos identificados em cada
um dos 4 gendtipos de S. terebinthifolius estdo listados nas tabelas a seguir e seus espectros

estao dispostos nas figuras abaixo (Figuras 17, 19, 21, 23).
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Figura 17. Cromatograma do 6leo essencial do genotipo AROO030-F obtido a partir de uma coluna capilar de silica
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fundida similar a DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Tabela 2- Composic¢ao quimica do dleo essencial do genotipo ARO030-F.

T.R. Substancia L.R. Calculado LR. Literatura % Area
7,146 1,7, 7-trimetiltriciclo[2.2.1.0(2,6)]heptano 892 921 2,280
7,431 a-pineno 902 932 24,79
8,823 B-pineno 939 974 0,44
9,040 Mirceno 945 988 1,53
9,365 a-felandreno 954 1002 0,77
10,115 6-2-careno 974 1001 12,18
10,536 p-cimeno 986 1020 1,75
10,911 Limoneno 996 1024 17,26
11,067 B-felandreno 1000 1025 10,72
11,155 y-terpineno 1002 1054 5,57
23,395 B-elemeno 1294 1389 0,78
27,583 (E)-cariofileno 1485 1417 0,86
27,725 6-selineno 1531 1492 1,08
28,981 Germacreno D 1601 1480 1,97
30,208 y-elemeno 1493 1434 7,23
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31,674
33,223
35,025
35,899

Germacreno B 1561 1559
Espatulenol 1643 1577
Oxido de cariofileno 1692 1582
(Z)-cadin-4-en-7-ol 1717 1635

Hidrocarbonetos monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados
Monoterpenos totais
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
Sesquiterpenos oxigenados
Sesquiterpenos totais

Total identificado

1,44
0,68
6,05
2,11

77,29

77,29
13,36
8,84
22,2
99,49

T.R.: tempo de retengdo; L.R.: indice de retencgdo. Fonte: elaborado pelo autor (2024).

O 6leo essencial do gendtipo AROO030-F apresentou 19 substancias em sua composicao

(Tabela 2), dentre elas, foram identificados como componentes majoritrias o a-pineno

(24,79%), o limoneno (17,26%) e o 6-2-careno (12,18%) (Figura 18). Destes compostos

identificados, 77,29% sao de hidrocarbonetos monoterpénicos, 13,36% de hidrocarbonetos

sesquiterpénicos e 8,84% de sesquiterpenos oxigenados.

a-pineno Limoneno 8-2-careno

Figura 18. Estrutura quimica dos componentes majoritarios de ARO030-F.
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Figura 19. Cromatograma do 6leo essencial do gen6tipo AROO071-F obtido a partir de uma coluna capilar de

silica fundida similar a DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Tabela 3 — Composi¢@o quimica do 6leo essencial do genotipo AROO71-F

T.R. Substéincia L.R. Calculado LR. Literatura % Area
7,135 a-tujeno 891 924 0,66
7,434 a-pineno 902 932 36,74
8,021 Canfeno 918 946 0,92
8,166 Sabineno 921 969 0,43
9,053 p-cimeno 946 1020 36,22
10,202 Limoneno 977 1024 0,23
10,885 a-terpineno 995 1014 0,72
12,486 6-canfenol 1038 1111 0,61
13,076 (E)-pinocarveol 1048 1135 4,04
13,527 o-felandren-8-ol 1059 1166 0,41
15,592 Pinocarvona 1108 1160 0,55
17,341 Terpinen-4-ol 1125 1174 1,98
17,778 a-terpineol 1148 1186 1,03
18,118 Mirtenol 1159 1194 0,6
18,864 Verbenona 1167 1204 1,28
24,591 (E)-cariofileno 1184 1417 0,96
31,069 Espatulenol 1317 1577 1,2
31,183 Oxido de cariofileno 1474 1582 5,54
35,859 (Z)-cadin-4-en-7-o0l 1588 1635 0,81

Hidrocarbonetos monoterpénicos 75,92
Monoterpenos oxigenados 10,5
Monoterpenos totais 86,42
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,96
Sesquiterpenos oxigenados 7,55
Sesquiterpenos totais 8,51
Total identificado 94,93

T.R.: tempo de retencgdo; L.R.: indice de retencdo. Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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Para o OE de AROO71-F, também foram identificadas 19 substancias (Tabela 3), dentre
elas, como componentes majoritarios estdo o a-pineno (36,74%), o p-cimeno (36,22%) e o
oxido de cariofileno (5,54%) (Figura 20). Destes constituintes, 75,92% sao de hidrocarbonetos
monoterpénicos, 10,5% de monoterpenos oxigenados, 0,96% de hidrocarbonetos

sesquiterpénicos, 7,55% de sesquiterpenos oxigenados.

a-pineno p-cimeno oxido de cariofileno

Figura 20. Estruturas quimicas dos componentes majoritarios de ARO071-F.
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Figura 21. Cromatograma do 6leo essencial do gen6tipo AROO78-F obtido a partir de uma coluna capilar de

silica fundida similar a DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

Tabela 4 — Composi¢ao quimica do OE do genotipo AROO78-F

T.R. Substancia L.R. Calculado LR. Literatura % Area
7,142 a-tujeno 892 924 3,13
7,420 o-pineno 901 932 3,96
8,819 Sabineno 939 969 20,13
9,034 B-pineno 945 974 1,18
9,357 Mirceno 954 988 2,06
10,101 a-felandreno 974 1002 5,65
10,527 6-2-careno 985 1001 8,13
10,892 p-cimeno 995 1020 8,25
11,049 Limoneno 1000 1024 2,72
11,140 B-felandreno 1002 1025 2,81
12,300 y-terpineno 1029 1054 13,08
13,515 Terpinoleno 1058 1086 3,21
18,151 Terpinen-4-ol 1167 1174 20,11
18,864 a-terpineol 1184 1186 1,23
23,391 B-elemeno 1385 1389 0,54
24,577 (E)-cariofileno 1416 1417 1,00
27,110 Germacreno D 1464 1480 0,490
31,183 Espatulenol 1471 1577 0,85

Hidrocarbonetos monoterpénicos 74,31
Monoterpenos oxigenados 21,34
Monoterpenos totais 95,65
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 2,03
Sesquiterpenos oxigenados 0,85
Sesquiterpenos totais 2,88
Total identificado 98,53

T.R.: tempo de retencgdo; I.R.: indice de reteng@o. Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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No OE de AROO078-F, foram identificadas 18 substancias (Tabela 4), apresentando como
componentes majoritdrios o Sabineno (20,13%), Terpinen-4-ol (20,11%) e y-terpineno
(13,08%) (Figura 23). Destes constituintes, 74,31% sdo de hidrocarbonetos monoterpénicos,
21,34% de monoterpenos oxigenados, 2,03% de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 0,85% de

sesquiterpenos oxigenados.

Sabineno Terpinen-4-ol y-terpineno

Figura 22. Estruturas quimicas dos componentes majoritarios de ARO078-F.
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Figura 23. Cromatograma do 6leo essencial do gendtipo ARO136-F obtido a partir de uma coluna capilar de silica

fundida similar a DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Tabela 5 — Composi¢ao quimica do OE do genotipo ARO136-F

T.R. Substincia L.R. Calculado L.R. Literatura % Area
2,553 a-tujeno 725 924 0,36
7,104 o-pineno 890 932 2,57
7,381 Sabineno 900 969 4,61
8,775 B-pineno 938 974 16,53
8,99 Mirceno 944 988 0,75
9,314 o-felandreno 953 1002 1,48
10,056 6-2-careno 973 1001 6,370
10,48 p-cimeno 984 1020 4,26
10,844 Limoneno 995 1024 7,24
11,002 B-felandreno 998 1025 5,77
11,092 y-terpineno 1001 1054 4,11
12,244 Isoterpinoleno 1028 1085 6,85
13,462 Terpinen-4-ol 1058 1174 1,48
18,065 a-terpineol 1147 1186 12,29
28,888 (E)-cariofileno 1428 1408 12,03
31,566 o-humuleno 1498 1452 2,23
32,217 Germacreno D 1511 1480 2,12
35,785 y-elemeno 1614 1434 3,22
Hidrocarbonetos monoterpénicos 60,9
Monoterpenos oxigenados 13,77
Monoterpenos totais 74,67
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 19,6
Sesquiterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos totais 19,6
Total identificado 94,27

T.R.: tempo de retencgdo; I.R.: indice de reteng@o. Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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O OE de ARO136-F, apresentou 19 substancias em sua composi¢do (Tabela 5), tendo
como componentes majoritarios o B-pineno (16,53%), a-terpineol (12,29%) e trans-cariofileno
(12,03%) (Figura 24). Destes, 60,9% sdo de hidrocarbonetos monoterpénicos, 13,77% de

monoterpenos oxigenados e 19,6% de hidrocarbonetos sesquiterpénicos.

OH

B-pineno a-terpineol trans-cariofileno

Figura 24. Estruturas quimicas dos componentes majoritarios de ARO136-F.
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5.2. Atividade anti-promastigota e quantificacdo pelo método XTT

Para avaliar o potencial leishmanicida dos 6leos essenciais, foi utilizado o método XTT,
onde a atividade foi definida por meio de testes in vifro com as formas promastigotas do parasito
L. infantum. Este teste verifica a atividade mitocondrial, por meio da atividade de uma
desidrogenase mitocondrial, conseguindo avaliar dessa maneira se houveram danos as células
e consequentemente a morte dos parasitos. Mais precisamente, o método se baseia na clivagem
do sal de tetrazdlio XTT (amarelo), na presenga de um reagente de acoplamento de elétrons,
que produz um sal de formazan solivel (laranja), somente na presenca de células viaveis. O
XTT ¢ clivado em formazan pelo sistema de redutase de succinato-tetrazolio, que pertence a
cadeia respiratoria de mitocondrias e s6 € ativo em células metabolicamente intactas. Essa
biorreducao esta relacionada a produgao de NADPH por meio da glicélise, sendo assim, a
quantidade de corante formazan formado (intensidade da coloragdo laranja) estd diretamente
associada ao nimero de células metabolicamente ativas na cultura (Figura 25). Esta atividade
pode entdo ser quantificada pelos valores de absorbancia obtidos no comprimento de onda de
450nm, pela leitura em espectrofotometro. Os resultados para cada genotipo, estdo presentes

nos graficos a seguir.

Figura 25. Fotografias do ensaio XTT de formas promastigotas de Leishmania infantum para melhor interpretagao

do método/resultados.
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5.2.1. Efeito do o0leo essencial do gendtipo ARO030-F sobre formas promastigotas

de L. infantum

Foi possivel observar que nas concentragdes de 20; 40; 50; 75 e 100 pg/mL, o 6leo
essencial de AROO030-F, apresentou atividade leishmanicida ap6s 48h do tratamento.
Apresentando, respectivamente, 77,33%; 41,66%:; 18,33%; 0,76% e 0% como porcentagens de
sobrevivéncia dos parasitos e um ICso de 32,46 ng/mL (Figura 26).
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Figura 26. Atividade leishmanicida do OE de AROO030-F. Porcentagem de sobrevivéncia de formas
promastigotas de Leishamia infantum, ap6s 48h de incubagao em diferentes concentragdes do OE. Os resultados
expressos em **** (p <0,001) e * (p <0,05) sdo estatisticamente significantes. CDMSO foi usado como controle

do veiculo e Azida foi usada como controle positivo. Experimento realizado em triplicata.

5.2.2. Efeito do oleo essencial do gendtipo AROO071-F sobre formas promastigotas

de L. infantum

Para AROO71-F, pode-se observar que nas concentracdes de 20; 40; 75 e 100 ug/mL, o
6leo essencial apresentou atividade leishmanicida, ap6s 48h do tratamento. Teve como
porcentagens de sobrevivéncia dos parasitos, 51%; 8,25%; 3% e 1%, respectivamente, ¢

apresentou um ICso de 20,52 pg/mL (Figura 27).
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Figura 27. Atividade leishmanicida do OE de AROO071-F. Porcentagem de sobrevivéncia de formas
promastigotas de Leishmania infantum, ap6s 48h de incubagdo em diferentes concentragdes do OE. Os resultados
expressos em **** (p < 0,0001) sdo estatisticamente significantes. CDMSO foi usado como controle do veiculo e

Azida foi usada como controle positivo. Experimento realizado em triplicata.

5.2.3. Efeito do dleo essencial do genotipo ARO078-F sobre formas promastigotas

de L. infantum

O genotipo AROO078-F, apresentou atividade leishmanicida nas concentragdes de 50; 75; 80;
120 pg/mL, ap6s 48h do tratamento. Teve como porcentagens de sobrevivéncia dos parasitos,
32,25%; 25,66%; 1,56%; 2,33%, respectivamente, e apresentou um ICso de 41,61 pg/mL
(Figura 28).
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Figura 28. Atividade leishmanicida do OE de AROO078-F. Porcentagem de sobrevivéncia de formas
promastigotas de Leishmania infantum, ap6s 48h de incubacao em diferentes concentracdes do OE. Os resultados
expressos em **** (p <0,0001) sdo estatisticamente significantes. CDMSO foi usado como controle do veiculo e

Azida foi usada como controle positivo. Experimento realizado em triplicata.

5.2.4. Efeito do dleo essencial do genotipo ARO136-F sobre formas promastigotas

de L. infantum

Nas concentragdes de 20; 30; 40; 50 e 90 pg/mL, o 6leo essencial de ARO136-F,
apresentou atividade leishmanicida, apos 48h do tratamento. Apresentou como porcentagens de
sobrevivéncia dos parasitos, respectivamente, 72,5%; 56%; 47,66%; 21,75% e 1,66%. Teve
como valor de ICso 32,83 pg/mL (Figura 29).
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Figura 29. Atividade leishmanicida do OE de ARO136-F. Porcentagem de sobrevivéncia de formas
promastigotas de Leishmania infantum, ap6s 48h de incubagdo em diferentes concentragdes do OE. Os resultados
expressos em **** (p < 0,0001) sdo estatisticamente significantes. CDMSO foi usado como controle do veiculo e

Azida foi usada como controle positivo. Experimento realizado em triplicata.

5.3. Citotoxicidade dos 0leos essenciais pelo método XTT

Para avaliar a viabilidade de células do hospedeiro vertebrado apods o tratamento, foi
utilizado o ensaio de XTT, onde a atividade citotoxica dos oleos essenciais foi definida a partir
de ensaios in vitro com macréfagos murinos de linhagem celular (RAW264,7). Avaliando a
atividade mitocondrial e demonstrar a citotoxicidade dos compostos sobre as células (descrito

no item 5.2) (Figura 30).

Figura 30. Fotografia do ensaio XTT de citotoxicidade em macrofagos.
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5.3.1. Citotoxicidade do oleo essencial de ARO030-F

Os resultados demonstram que os macrofagos tratados com o 6leo essencial de ARO030-
F apresentam alta porcentagem de viabilidade. Dessa maneira, pode-se considerar que nas
concentragdes testadas, o OE ndo mostrou toxicidade para as células do hospedeiro,
apresentando viabilidade de aproximadamente 90% nos tratamentos com 15 e 20 pg/mL, de 86
e 82%, nos tratamentos de 25 e 35 pg/mL e apenas na concentragdo mais alta, de 50 pg/mL,

apresentou baixa porcentagem de viabilidade, com apenas 40,5% de macrofagos vidveis (Figura

31).
ARO 30

100 -
80

60—

¥ e e %

% de sobrevivéncia
H
o
|

N
o
1

o % g g

o
|

AR R

N4 %o .b'b
O N
s S ¥

Tratamento (pg/mL)
Figura 31. Analise de toxicidade do OE de ARO030-F. Macr6fagos murinos de linhagem RAW 264,7, tratados

ou ndo com diferentes concentragdes do OE, com as porcentagens de sobrevivéncia apds 48h de incubagdo. Os

resultados expressos em **** (p <0,0001) sdo estatisticamente significativos. Experimento realizado em triplicata.

5.3.2. Citotoxicidade do oleo essencial de ARO071-F
Os resultados para AROO071-F, foram promissores, todas as concentragdes testadas
apresentaram alta porcentagem de viabilidade. Dessa maneira, pode-se considerar que o OE
deste genotipo, ndo gerou toxicidade aos macrofagos. Apresentou aproximadamente 100% de
viabilidade nas concentracdes de 25 € 35 ug/mL, 94% em 45 e 50 pg/mL e 75% em 100 pg/mL
(Figura 32).
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Figura 32. Analise de toxicidade do OE de ARO071-F. Macrofagos murinos de linhagem RAW 264,7, tratados
ou ndo com diferentes concentra¢cdes do OE, com as porcentagens de sobrevivéncia apds 48h de incubagdo. Os
resultados expressos em **** (p < 0,0001) *** (p < 0,001) sdo estatisticamente significativos. Experimento

realizado em triplicata.

5.3.3. Citotoxicidade do dleo essencial de ARO078-F
O OE de AROO078-F também apresentou bons resultados, apesar do alto desvio padrao.
A porcentagem de viabilidade celular foi de aproximadamente 90% (entre 95 e 90%) para as
concentracoes de 5,15 e 25 pg/mL, 79% em 50 pg/mL, 68% em 75 pg/mL e 55% em 100

pg/mL. Demonstrando baixa toxicidade as células do hospedeiro (Figura 33).
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Figura 33. Analise de toxicidade do OE de ARO078-F. Macrofagos murinos de linhagem RAW 264,7, tratados
ou ndo com diferentes concentragdes do OE, com as porcentagens de sobrevivéncia apds 48h de incubagdo. Os

resultados expressos em **** (p <0,0001) sdo estatisticamente significativos. Experimento realizado em triplicata.

5.34. Citotoxicidade do oleo essencial de ARO136-F

O OE de AROI136-F, também obteve resultados satisfatorios, apresentando
aproximadamente 90% de viabilidade celular nas concentragdes de 20, 30, 40 e 50 pg/mL e
apenas na concentracdo mais alta, de 90 pg/mL, uma baixa porcentagem de células viaveis,

de 29% (Figura 34).
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Figura 34. Analise de toxicidade do OE de ARO136-F. Macrofagos murinos de linhagem RAW 264,7, tratados
ou ndo com diferentes concentra¢cdes do OE, com as porcentagens de sobrevivéncia apds 48h de incubagdo. Os

resultados expressos em **** (p <0,0001) sdo estatisticamente significativos. Experimento realizado em triplicata.

5.4. Efeito dos dleos essenciais sobre o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

Em virtude dos resultados obtidos a partir dos ensaios de XTT, que mede a viabilidade
celular a partir do dano mitocondrial, sobre formas promastigotas do parasito L. infantum,
decidimos analisar o AWYm, visando obter um possivel mecanismo de acao dos 6leos essenciais.
Para isso foram selecionados os dois gen6tipos que obtiveram os resultados mais satisfatorios,
sendo eles o gendtipo AROO30-F ¢ AROO71-F. As formas promastigotas do parasito foram
entdo tratadas com a concentracdo de 20 pg/mL, proxima aos ICsso para ambos os 6leos. Os
parasitos apds o tratamento, foram incubados por 48h. Pode-se observar que ambos os 6leos,
geraram algum tipo de dano na membrana mitocondrial dos parasitos. Para AROO030-F, houve
uma queda significativa do potencial de membrana basal em relagdo ao controle (ndo tratado).
Ap6s adicionar o reagente FCCP houve mais uma queda no potencial de membrana, o que ¢
esperado, visto que o FCCP ¢ um reagente desacoplador da fosforilagdo oxidativa mitocondrial,
entdo o efeito do OF somado ao efeito do FCCP apresentou uma queda ainda mais significativa
que do FCCP sozinho. Apds adicionar a Oligomicina, houve o aumento do potencial, o que
também ¢ esperado, pois a oligomicina inibe a ATP sintase e aumenta a captacdo de O:

aumentando o potencial. Ja para AROO71-F, ndo houve uma queda significativa do potencial
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do tratado em relagdo ao basal, o mesmo se aplica ao FCCP e a Oligomicina, onde era esperado
uma queda e um aumento, respectivamente, do potencial de membrana. Pode-se dizer que
houve sim algum dano sobre a membrana mitocondrial dos parasitos, visto que houve uma leve
diminui¢do do potencial do tratado em relagao ao basal, mas ndo um resultado significativo,

devendo ser realizado mais testes que possam explicar melhor o dano mitocondrial (Figura 35).
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Figura 35. Efeito sobre o AYm de formas promastigotas de Leishmania infantum tratadas com os OEs ARO030-

F e AROO071-F na concentragdo de 20 pg/mL apos 48h de incubagdo. Valores do potencial em absorbancia (nm).
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses configuram um grave problema de saide publica e afetam milhdes de
pessoas em diversos paises anualmente e sdo consideradas atualmente pela OMS, como uma
das sete doencas tropicais negligenciadas mais importantes do mundo (Guerrero ef al., 2017).
A leishmaniose visceral ¢ endémica em 76 paises e, esta descrita em pelo menos 12 do
continente Americano. Dentre todos os casos registrados na América Latina, 90% ocorrem no
Brasil (Brasil, 2023). Os vetores da doenca sdo insetos que se desenvolvem em regides tropicais
e subtropicais, como ¢ o caso no Brasil, onde o clima propicia o desenvolvimento dos mesmos

afetando diretamente na sua disseminacao (De Lima et al., 2021; Silva; Vieira, 2022).

Atualmente, por conta de diversos fatores, entre eles, o desmatamento e a urbanizagao de
regides que antes eram preservadas, como zonas rurais, trazem ameagas climaticas e propiciam
o aumento de riscos ambientais que podem potencializar a propagacao de doencas infecciosas,
como as leishmanioses, trazendo um aumento no numero de casos da doenca nessas areas, e
também, em locais mais afastados e urbanizados, como ¢ o que vem ocorrendo, por exemplo,

no estado de Sao Paulo (Pigozzi; Pigozzi Filho; Medeiros, 2023; Valente; Ferreira, 2021).

A terapia disponivel para o tratamento das leishmanioses, ¢ realizada com medicamentos
que geram diversos efeitos colaterais aos pacientes e apresenta um elevado custo de producio,
além do aumento de relatos sobre cepas resistentes aos farmacos disponiveis. Essas evidéncias
nos levam a acreditar na importancia e urgéncia no desenvolvimento de tratamentos alternativos
que sejam efetivos. Atualmente, ja existe um nimero consideravel de pesquisas que buscam
novos componentes para entrar em substituicdo ou em sinergia com os tratamentos atuais para
a leishmaniose. No entanto, apesar de alguns desses compostos apresentarem resultados
promissores, os tratamentos utilizados ainda sdo os mesmos de anos atras. Dessa maneira, o
desenvolvimento de tratamentos a base de novos compostos mais eficazes contra o parasito, de
menor custo e menores efeitos adversos, ainda se faz extremamente necessario, reforcando a

importancia na pesquisa por novas moléculas bioativas.

Os 6leos essenciais se apresentam como 6timas fontes alternativas ao tratamento de diversas
afeccdes. Sua atuacdo de modo geral, ainda ndo ¢ esclarecida por completo, porém, segundo
Bakkali ef al. (2008), as caracteristicas lipofilicas dos OEs, bem como seus constituintes
quimicos, estdo associados a mecanismos antimicrobianos por causar uma maior

permeabilidade das membranas celulares, que acarreta na perturbagao da estrutura das camadas
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de polissacarideos presentes na membrana, assim como dos acidos graxos e fosfolipidios,

gerando um dano celular grave.

O presente trabalho obteve a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de 4 quimiotipos da
espécie Schinus terebinthifolius Raddi., pertencente a familia Anarcadiaceae. Os O6leos
essenciais dos quimiotipos ARO030-F; ARO071-F; ARO078-F e AROI136-F, tiveram,
respectivamente, rendimentos de 0,44%, 0,61%, 0,26% e 0,41% (m/v), sendo considerados
bons resultados, visto que dados apontam um rendimento de aproximadamente 0,1% (m/v) para
o Oleo essencial extraido das folhas desta espécie (Cavalcanti et al., 2015). Os constituintes
majoritarios foram identificados, pela elucida¢do dos resultados obtidos por cromatografia
gasosa e espectrometria de massas. Para o quimiotipo ARO030-F foram identificados como
constituintes majoritarios o a-pineno (24,79%), limoneno (17,26%) e 6-2-careno (12,18%).
Para AROO71-F foram identificados como majoritarios o o-pineno (36,74%), p-cimeno
(36,22%) e 6xido de cariofileno (5,54%). O quimiotipo AROO78-F apresentou o sabineno
(20,13%), terpinen-4-ol (20,11%) e y-terpineno (13,08%). Por altimo, em ARO136-F foram
identificados o B-pineno (16,53%), a-terpineol (12,29%) e trans-cariofileno (12,03%). Os
componentes majoritarios identificados nos 4 quimiotipos estudados neste trabalho,
corroboram com a composic¢do quimica previamente analisada e identificada por Cavalcanti et

al. (2015) nas folhas do 6leo essencial de S. terebinthifolius.

A familia Anacardiaceae ¢ alvo de diversos estudos na area de quimioterapia contra
diferentes patogenos, inclusive, protozoarios de género Leishmania, apresentando importantes
perspectivas para o desenvolvimento de tratamentos com a combinagado de 6leos essenciais, de
espécies pertencentes a familia, e os medicamentos ja disponiveis (Mahmoudvand et al., 2016).
Segundo Mahmoudvand et al. (2016), o OE de Pistacia vera L. apresentou como componentes
majoritarios o limoneno (26,2%), a-pineno (18,1%), a-tujeno (9,3%) e terpinoleno (9,3%). O
OE apresentou atividade leishmanicida in vitro contra L. tropica em formas amastigotas
intracelulares e também apresentou efeito in vivo em camundongos BALB/c infectados com L.
major. O crescimento das formas amastigotas de L. tropica foi significativamente inibido pelo
OE de P. vera, apresentando um carater dose-dependente e uma ICso de 21,3 pg/mL apos 72h
de tratamento, demonstrando uma eficidcia maior do que com o tratamento com um dos
farmacos de primeira escolha glucantime, que apresentou uma ICso de 44,6 pg/mL, além de
uma reducdo de 77% de macrofagos infectados. Como efeito in vivo o OE de P. vera conseguiu

suprimir a doenc¢a causada por L. major em uma dose de 30 mg/mL, reduzindo o didmetro das
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lesdes e a carga parasitaria em camundongos, também quando comparada ao tratamento com

Glucantime.

Outros estudos em relacao a produtos naturais como agentes anti-protozoarios, ja testaram
a espécie Schinus molle L., uma planta medicinal pertencente a0 mesmo género e familia da
espécie S. terebinthifolius utilizada neste trabalho. Segundo Pizzolatti et al. (2002), o OE de S.
molle apresentou um resultado promissor ao ser testado contra formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi, obtendo o valor de ICso de 50 pg/mL. Braga et al. (2007), testaram o extrato
metanolico de S. terebinthifolius contra duas espécies de Leishmania, L. amazonensis e L.
chagasi, encontrando uma ICso de 55 pg/mL para L. amazonensis e >250 pg/mL para L.
chagasi. O extrato apresentou também atividade antifungica sobre Candida albicans e
Cryptococcus neoformans, apresentando como valores de MIC, respectivamente para as

espécies, 1,25 mg/mL e 156 png/mL.

Uma classificagao para determinar o tipo de atividade de compostos sobre os parasitos foi
criada por Osorio et al. (2007), baseada no ICso calculado nos ensaios in vitro, onde:
concentragdes altamente ativas possuem o ICso <10 pg/mL, as ativas, o ICso entre 10-50 pg/mL,
as moderadamente ativas o ICso entre 50-100 pug/mL e as ndo ativas (ICs50>100 pg/mL).
Podemos dizer entdo que os Oleos essenciais dos 4 quimiotipos analisados no trabalho, sdo
ativos ou possuem concentracdo ativa, pois foram obtidos como valores de ICso para os
genotipos AROO030-F, AROO71-F, ARO078-F e ARO136-F, respectivamente, 32,46; 20,52;
41,61 e 32,83 pg/mL sobre os parasitos promastigotas da espécie L. infantum apds 48h de

tratamento.

Lima & Cortez (2015) avaliaram a atividade anti-promastigota do 6leo essencial dos frutos
da espécie S. terebinthifolius sobre trés espécies do género Leishmania. Leishmania
amazonensis, que apresentou um ICso de 42,4 ug/mL, Leishmania brasiliensis, com 1Cso de
44,1 ng/mL e Leishmania infantum, com 1Cso de 53 pg/mL, demonstrando que o 6leo essencial
de S. terebinthifolius possui uma atividade leishmanicida promissora sobre as 3 espécies. Tais
resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho, onde os 6leos essenciais dos 4
quimiotipos testados, sdo mais eficazes contra L. infantum, pelo fato de terem apresentado

valores de ICsp menores em relacao aos descritos em literatura sobre esta espécie de aroeira.

Além disso a citotoxicidade dos oOleos essenciais do 4 quimiotipos utilizados, foram
avaliadas e nenhum dos OEs apresentou toxicidade nas concentracdes mais baixas. O
quimiotipo AROO030-F apresentou uma baixa toxicidade sobre os macréfagos quando
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comparados ao controle e ao controle positivo (Azida), onde pode-se observar uma
porcentagem de viabilidade celular alta, entre 85 a 90%, nas concentragdes de 15; 20; 25 e 35
png/mL. Para AROO71-F os resultados foram ainda mais satisfatorios, visto que todas as
concentragdes apresentaram uma alta porcentagem de viabilidade celular, quando comparadas
ao controle e azida, onde nas concentragdes de 25; 35; 45 e 50 pg/mL a porcentagem de
sobrevivéncia dos macréfagos foi acima de 93% e na concentragdo, mais alta, de 100 png/mL
teve 74,8% de viabilidade celular, apresentando uma baixa toxicidade. AROO78-F também
apresentou bons resultados. A porcentagem de sobrevivéncia dos macréfagos foi acima de 50%
para todas as concentragdes testadas. ARO136-F, assim como ARO30, também apresentou
baixa toxicidade nas menores concentracdes testadas, por volta de 90%, e somente na
concentracdo de 90 pg/mL apresentou uma baixa viabilidade celular, de 28,6%, podendo ser

considerado toxico nessa concentragao.

Myracrodruon — urundeuva (aroeira-do-sertdo), também pertencente a familia
Anacardiaceae, no trabalho de Higa et al. (2019), que avaliou a citotoxicidade de seu extrato
glicolico, sobre células de macrofagos da linhagem RAW 264,7, demonstrou que a espécie
obteve porcentagens de viabilidade celular acima de 50% em todas as concentragdes analisadas.
Na concentragdo de 25 mg/mL a viabilidade foi de 71,8%. Apenas as concentragdes mais
elevadas, entre 50 e 200 mg/mL obtiveram porcentagens menores (56,74 + 8,89% e 57,41 +

9,95%). Tais resultados corroboram com os resultados de toxicidade obtidos em nosso trabalho.

Segundo Estevao et al. (2015) e (2013), o extrato de S. terebinthifolius possui um papel
importante no processo de cicatrizagao de feridas, a partir de estudos in vivo em pele de ratos.
O processo de cicatrizagao ¢ acelerado por conta do aumento do nimero de fibroblastos, fibras
colagenas e mastocitos. Isso nos faz acreditar que o futuro desenvolvimento, de uma formulacao
topica para os casos de leishmaniose pds-calazar, seria interessante, visto que esta espécie
vegetal, possui também atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria, mais a efetividade na
eliminagdo do parasito, o que aumentaria as chances de cura e cicatrizacdo das lesdes mais

rapidamente.

Diante de todos os dados obtidos, optamos por analisar, também, o potencial de membrana
mitocondrial das formas promastigotas de L. infantum, tratadas com oOleos essenciais
pertencentes aos quimiotipos ARO030-F e AROO71-F, por terem apresentado melhores
resultados, no geral. Os parasitos foram tratados entdo na concentracio de 20 ug/mL, proxima

do valor de ICso dos quimiotipos (ICs50)ARO030-F= 32,46 pg/mL; ICs50ARO071-F= 20,52

53



png/mL) durante 48h. Foi observado que somente o OE de AROO030-F, foi capaz de reduzir o
potencial de membrana mitocondrial em relacdo ao controle ndo tratado. No entanto, pode-se
observar que em AROO71-F houve uma pequena queda do potencial basal. Essa divergéncia
nos resultados entre os OEs, pode indicar que o quimiotipo, que ndo apresentou agao sobre o
potencial de membrana mitocondrial, pode ter sua atividade bioldgica associada a outro tipo de
mecanismo de agdo intracelular, como a producdo de 6xido nitrico (NO), um importante
mecanismo de agdo de eliminacdo de patdgenos, promovido pelos macrofagos, onde um
aumento nessa produg¢do, poderia justificar a atividade leishmanicida do OE de AROO071-F. No
entanto, esse estudo deve ser realizado, para ter certeza se esse seria um possivel mecanismo

de acao.

Ainda que nao possamos afirmar o mecanismo de acdo dos 6leos essenciais testados, os
achados em literatura em conjunto com os resultados de viabilidade de formas promastigotas,
nos faz acreditar que assim como em 7rypanosoma cruzi, a membrana mitocondrial foi afetada
pelo dleo essencial de Cymbopogon citratus, e em Leishmania amazonensis pelo 6leo essencial
de Copaifera martii (Santin et al., 2009; Santos et al., 2011), o oleo essencial de S.
terebinthifolius possa agir sobre a membrana mitocondrial de Leishmania, aumentando sua
permeabilidade, causando a sua despolarizagdo. Somado a isso o levantamento bibliografico
feito por Hellmann ez al. (2018), também demonstra alteragdes na permeabilidade da membrana
mitocondrial, interferindo no potencial de membrana e levando ao estresse oxidativo como
mecanismo de ac¢do da atividade leishmanicida, de oleos essenciais de diferente espécies

vegetais.
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7. CONCLUSAO

Os oleos essenciais apresentaram atividade anti-Leishmania sobre formas promastigotas de
L. infantum, e baixa toxicidade sendo o 6leo essencial do gendtipo AROO71-F o mais eficaz.
Nos resultados obtidos através dos testes de viabilidade celular, pode-se observar que os 6leos
essenciais de todos os genotipos testados, apresentaram baixa toxicidade frente as células de
macréfagos de linhagem RAW 264,7, sendo AROO71-F o quimiotipo que se destaca, pois

mesmo nas concentracdes mais elevadas apresentou alta porcentagem de viabilidade celular.

Os 0leos essenciais de ARO030-F e AROO071-F, testados sobre o potencial de membrana
mitocondrial (AWm) de Leishmania infantum, apresentaram bons resultados, sendo o OE de
AROO030-F o que promoveu uma maior a¢ao sobre o potencial de membrana. No entanto, o OE
de AROO71-F, ndo apresentou uma alteracdo significativa do potencial, mas, apesar da
divergéncia nos resultados, pode-se dizer que ambos geraram algum dano sobre a membrana
mitocondrial dos parasitos. E necessario repetir os experimentos de A¥m, para uma melhor

compreensao destes resultados e afirmar um possivel mecanismo de acao dos 6leos essenciais.

Pode-se concluir entdo que os resultados obtidos neste trabalho foram satisfatorios onde as
composi¢des quimicas dos oleos essenciais identificadas no estudo, corroboram com os dados
previamente estabelecidos na literatura sobre a espécie vegetal Schinus terebinthifolius Raddi.
Todos os gendtipos testados (ARO030-F, AROO71-F, ARO0O78-F e ARO136-F), apresentaram
atividade leishmanicida e baixa toxicidade e dentre os gendtipos que se destacaram, ARO030-
F apresentou algum dano mitocondrial aos parasitos. Porém, mais estudos devem ser realizados
para a adequagao destes compostos, em termos de diminui¢do ainda mais da toxicidade, visando
menores ou ausentes efeitos adversos, e estabelecimento de um mecanismo de a¢do. Contudo,
os resultados aqui explanados apontam uma possibilidade promissora para o uso do dleo
essencial de S. terebinthifolius como quimioterapico no tratamento contra L. infantum e dessa

maneira, contra as leishmanioses viscerais e pos-calazar.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

% Realizar os experimentos de infec¢do, para analisar o efeito dos oleos essenciais
sobre as formas amastigotas intracelulares do parasito;

% Testar a viabilidade celular também pelo método de coloragdo com Azul de Tripan,
confirmando os resultados obtidos pelo método XTT;

% Realizar a triplicata dos ensaios de potencial de membrana mitocondrial, para uma
melhor compreensdo dos resultados e confirmag¢ao do mecanismo de agao;

% Realizar analises ultraestruturais por microscopia eletronica de promastigotas

tratados com os dleos essenciais para avaliar organelas potencialmente afetadas.
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