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RESUMO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas parasitarias causadas por protozoarios
intracelulares do género Leishmania, afetando cerca de dois milhGes de pessoas a cada ano e,
portanto, classificadas como um problema de salde publica. Sabendo que derivados de
espécies vegetais vem apresentando-se com potencial para o desenvolvimento de novas
terapias, objetivou-se analisar in vitro a atividade leishmanicida do 6leo vegetal Protium
heptaphyllum e nano-emulséo preparadas a partir dele, essa pesquisa visa contribuir com o
tratamento da Leishmania agregando aos farmacos em tratamentos convencionais e/ou
melhorando assim a resposta terapéutica dos individuos. Para a realizacdo da atividade foi
utilizado uma placa de 96 pocos, e adicionado as solucdes do 6leo e da nano-emulsdao em
estudo nas diferentes concentragdes. O ensaio foi realizado em triplicata. As placas foram
incubadas a 25° durante 24 e 48 horas. Quanto a atividade leishmanicida, todos apresentaram
uma moderada atividade frente as cepas avaliadas com as devidas concentracdes de inibig&o:
(C150 = 0.01 do 6leo em 24h, 1C50 = 0.0107 6leo em 48h, CI50 = 0,692 com nano em 24h,
CI50 = 0.0117 com nano em 48h).

Palavras-chave: 6leo essencial; atividade leishmanicida; parasitologia; Protium heptaphyllum.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a set of parasitic diseases caused by intracellular protozoa of the genus
Leishmania, affecting about two million people each year and, therefore, classified as a
public health problem. Knowing that derivatives of plant species have shown potential for
the development of new therapies, the objective was to analyze invitro the leishmanicidal
activity of the vegetable oil Protium heptaphyllum and the nano-emulsion prepared from it,
this research aims to contribute to the treatment of Leishmania adding to drugs in
conventional treatments and/or thus improving the therapeutic response of individuals. To
carry out the activity, a 96-well plate was used, and added to the oil and nano-emulsion
solutions under study at different concentrations. The assay was performed in triplicate.
Plates were incubated at 25° for 24 and 48 hours. As for leishmanicidal activity, all showed
moderate activity againstthe strains evaluated with the appropriate inhibition concentrations:
(IC50 = 0.01 of theoil in 24h, 1C50 = 0.0107 of the oil in 48h, IC50 = 0.692 with nano in 24h,
IC50 = 0.0117with nano in 48 hours).

Keywords: essential oil; leishmanicidal activity; parasitology; Protium heptaphyllum.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é classificada como uma doenca endémica ocasionada por
protozoarios do género Leishmania e ocorre em varias partes do mundo, sendo responsavel
porelevados indices de morbidade e mortalidade. E uma zoonose que compreende formas
clinicasvariadas e pode ser dividida em dois principais grupos: Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral (LV) (DUTRA et al., 2009).

No Brasil existem sete espécies causadoras da LTA. Seis destas espécies pertencem
ao subgénero Leihsmania (Viannia) spp.: L.(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
lindenbergi, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, e L. (V.) naiffi. A espécie Leishmania
(Leishmania) amazonensis compeende a espécie pertence ao subgénero Leishmania
(Leishmania) spp (BRASIL, 2013). O seu contagio ocorre através de um hospedeiro
invertebrado denominado flebotomineo, conhecido popularmente por mosquito-palha,
responsavel por transmitir formaspromastigotas para animais silvestres e domésticos, além de
humanos (DUTRA et al., 2009).

A LTA se apresentou com ampla distribuicdo geografica no Brasil, desde a década
de 80, quando notificou casos em 19 estados e em 2003 ja havia notificagdo em todos os
estados brasileiros. Em 2006 o Ministério da Satde responsabilizou as regides norte e nordeste
por 80% dos casos, ressaltando a importancia dos ambientes de bioma amaz6nico na
epidemiologia dasleishmanioses (LIMA, 2017).

A doenca se caracteriza com uma vasta manifestacdo clinica, envolvendo Ulceras
cuténeas, lesbes nas mucosas e em 0Orgaos viscerais, como por exemplo, baco, figado e
meduladssea, além do envolvimento psicoldgico, com reflexos no campo social e econdmico,
uma vezque, na maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca ocupacional (MALEKI
etal., 2017).

As lesbes da leishmaniose possuem caracteristicas especificas, uma delas ¢ a
cicatrizacdo, que ndo ocorre espontaneamente, além disso, também apresenta terapéutica
medicamentosa com elevada toxicidade, podendo vir a apresentar resisténcia por parte do
parasita frente a esses medicamentos (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Estudos com a espécie vegetal Protium heptaphyllum demonstraram atividades
inseticida do Oleo também no controle biologico de pragas, como o acaro Tetranychus
urticae que gera prejuizos financeiros em plantacGes, apresentando susceptibilidade ao 6leo
essencial das folhas e frutos, sendo o 6leo dos frutos mais eficiente quando comparado ao
das folhas (ARAGAO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2004b; TREVISAN et al., 2003;
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PONTES et al., 2007).

Desta forma, o uso de plantas medicinais ganha importancia e demonstra eficacia no
processo de cura e prevencdo de enfermidades, quando se apresenta como uma opg¢édo
terapéutica viavel em algumas regides de dificil acesso e/ou grupos étnicos especificos. Visto
que na medicina popular as resinas das espécies de Protium sdo usadas para muitos
propositos, por exemplo, em tratamento de Ulceras, e como agente cicatrizante (MALEKI et
al., 2017; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Diante disso, compreende-se a importancia da busca de novas terapias alternativas
oriundas de produtos naturais para o tratamento da Leishmaniose e suas lesdes com intuito
de reduzir os efeitos adversos gerados pelas medicagdes-padrao. Essa pesquisa visa contribuir
como tratamento da Leishmania agregando aos farmacos em tratamentos convencionais e/ou
melhorando assim a resposta terapéutica dos individuos.

Dessa forma, podem ser desenvolvidos medicamentos a partir da modificacéo
estrutural dos ja existentes, com vantagens que vao desde a diminuicdo dos efeitos adversos,
amelhora do efeito desejado. Compreende-se a necessidade em reduzir as dificuldades no
tratamento das leishmanioses, e a importancia da investigacdo de novas substancias, o
presentetrabalho propde avaliar in vitro a atividade leishmanicida do 6leo essencial Protium
heptaphyllum e nano-emulséo preparadas a partir dele e fazer uma comparacdo entre as
atividades encontradas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro da atividade leishmanicida do 6leo Protium heptaphyllum e nano-

emulsdo preparadas a partir dele e fazer uma comparacao entre as atividades encontradas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliacdo da atividade do 6leo de Protium heptaphyllum;
¢ Avaliacdo da atividade da nano-emulsao de Protium heptaphyllum;

¢ Realizar analise estatitica utilizando o probit para avaliacdo da atividade encontrada.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 LEISHMANIOSE

3.1.1 Definicdo

As leishmanioses representam um grupo de doencas negligenciadas causadas por
protozoarios intracelulares do género Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatide), que se
caracterizam por duas formas principais: amastigota e promastigota. Sua transmissdo se da
pormeio da picada do flebotomineo fémea. De modo geral, se dividem em Leishmaniose
Tegumentar Americana, que ataca a pele e as mucosas, e leishmaniose visceral (ou calazar),
que ataca 6rgdos internos (BRASIL, 2017).

De acordo com a Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no Sistema
Unico de Saude (SUS), a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é considerada uma
doenca infecciosa, com baixa mortalidade, ndo contagiosa, causada por protozoario do
género Leishmania, dispondo como principais espécies no Brasil a Leishmania amazonensis,
L. (Viana) guyanensis e L. (V.) braziliensis (VASCONCELOS et al., 2018).

A transmissdo é vetorial e se da pela picada de insetos denominados flebotomineos,
relativos ao género Lutzomyia, conhecidos popularmente, dependendo da disposigédo
geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. Ja foram registradas, como
hospedeiros e possiveis reservatérios naturais, algumas espécies de roedores, marsupiais,
endentados e canideos silvestres (BRASIL, 2017).

No Brasil é obrigatorio a notificacdo e confirmacao dos casos de leishmaniose, pelo
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), o que proporciona beneficios
de dados epidemioldgicos concretos. Com base nos dados do SINAN, foi verificado que, no
periodo de 2007 a 2014 registrou- se, no Brasil, um total de 996 oObitos de pacientes com
LTA (média anual de 124,5 obitos) e uma letalidade total acumulada de 0,55% (0,09% por
LTA e 0,46 por outras causas), desse total de dbitos, 155 (15,56%) foram por LTA e 841
(84,44) registrados por outras causas (BRASIL, 2017).

3.1.2 Epidemiologia

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), que trabalha com os
paisesdas Américas para melhorar a satde e a qualidade de vida de suas populagdes, de 2001
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a 2019, 1.028.054 casos de leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) foram notificados por
17 dos 18 paises endémicos das Américas (com excecdo da Guiana Francesa que continua a
reportar dadosdiretamente para a Franga), com uma média de 54.108 casos por ano (OPAS,
2020).

A mesma relata que desde 2015, onde se registou o maior pico de nimero de casos
(67.949), verifica-se uma tendéncia decrescente, atingindo em 2019 o menor ndmero de
casos (41.617), o que representa um decréscimo de 9% em relacdo ao ano anterior, dado pela
reducdo do nimero de casos em 12 dos 17 paises (Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia,
Costa Rica, Equador, Guiana, Nicardgua, Panama, Paraguai, Peru e Venezuela). Em 2019, os
paises com maior nimero de casos notificados foram Brasil (15.484), Colémbia (5.907),
Peru (5.349), Nicaragua (3.321) e Bolivia (2.052), que juntos representam 77% dos casos na
Regido (OPAS,2020) (Figura 1).

Figura 1 — Casos de leishmaniose cutdnea/mucosa por segundo nivel administrativo
subnacional, Regido das Américas, 2019.

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS, 2019

3.1.3 Manifestacdes Clinicas

As leishmanioses se dividem em tegumentar americana, que acomete a pele e as
mucosas, € leishmaniose visceral (ou calazar), que atinge os 6rgdos internos. Esclarece-se
que as leishmanioses tegumentares causam lesdes na pele, mais comumente ulceragdes e, em

casos mais graves (leishmaniose mucosa), afetam as mucosas do nariz e da boca. Em se
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tratando da leishmaniose visceral, acomete as visceras (ou Orgdos internos), sobretudo
figado, baco, ganglios linfaticos e medula 6ssea, podendo levar a morte quando néo tratada
(BRASIL, 2017).De acordo com Lima (2017), a Leishmaniose tegumentar americana (LTA)
apresenta-se das seguintes formas clinicas: cutanea (LC) no qual é caracterizada por uma
papula eritematosa podendo vir a evoluir para uma Ulcera geralmente indolor, que aparece no
local da picada do vetor; a disseminada (LD), que é caracterizada pelo aparecimento de
multiplas lesdes papulares e de aparéncia acneiforme que acometem varios segmentos
corporais envolvendo com frequéncia a face e o tronco.

A mucosa (LM), caracterizada por uma lesdo secundaria que acomete
principalmente a orofaringe, com comprometimento do septo cartilaginoso e demais &reas
associadas; e a formaclinica difusa (LCD), que inicia de maneira insidiosa, com lesdo Unica e
ma resposta ao tratamento, evoluindo de forma lenta com formacdo de placas e maultiplas
nodulagOes ndo ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas (LIMA, 2017).

Em se tratando da muco-cutéanea (LMC), os sinais e sintomas da leishmaniose na
mucosa tipicamente desenvolvem-se meses a anos depois do aparecimento da lesdo cutanea.
Considera-se que parasitas se disseminam da leséo inicial na pele através dos vasos linfaticos
e do sangue para os tecidos nasofaringes (PEARSON, 2019). E caracterizada por Glcera
cuténea, Unica ou maultipla, cuja principal complicacdo é a metastase por via hematogénica,
para as mucosas da nasofaringe, com destruicdo desses tecidos (ROCHA, 2009).

Silva e Muniz (2009) afirmam sobre a importancia de melhor compreensdo da
epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana, que consiste ndo somente no fato de
possuir ampla distribuicdo geografica no pais, mas também sobre a constatacdo de que
formasque podem levar a lesGes permanentes tendem a acarretar graves comprometimentos
psicossociais no individuo afetado.

E necessario que seja avaliado com uma vis&o holistica visando adotar medidas que
possam minimizar a sua incidéncia e, consequentemente, o sofrimento daqueles que
convivemcom essa zoonose (SILVA; MUNIZ, 2009). Apresenta-se com importancia nessa
avaliacdo também os determinantes ambientais e socioecondmicos da leishmaniose no
Brasil, considerando as intervencbes humanas no espaco geografico e a forma como essa
relacdo se estabelece também sdo os principais determinantes para a manutencdo da
transmissdo da LC (BUZANOVSKY et al., 2020).

Dessa forma, as espécies buscam se adaptar a condices ambientais
modificadas criando novos nichos ecoldgicos em florestas secundarias, areas rurais ou

habitats peridomésticos, bem como em &reas ndo endémicas e urbanizadas. Buzanovsky et
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al. (2020) discutem a cerca do impacto gerado pela construcdo de grandes infraestruturas,
como hidrelétricas e barragens, estradas e ferrovias, e a implantacdo de projetos de
colonizacdo em areas rurais sdo altamente favoraveis a transmissdo de LT, pois envolvem

dréstica transformacao das condi¢cdes ambientais locais.

3.1.4 Tratamento

O atual tratamento para leishmaniose apresenta uma série de limitacOes
medicamentosas como efeitos colaterais toxicos, longa duracéo, alto custo e resisténcia aos
medicamentos, o que exige o desenvolvimento de novos farmacos ou alternativas eficazes ao
tratamento da LC. Os Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de metabolitos
secundarios de varias plantas.

O tratamento da leishmaniose ¢ feito de acordo com Sindrome clinica, no Brasil, o
tratamento das leishmanioses para humanos é fornecido de forma gratuita pelo SUS e, de
acordo com o Ministério da Saude (MS), a droga de primeira escolha sdo os antimoniais
pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina - Glucantime), e como segunda escolha
anfotericina B e derivados (BRASIL, 2017).

De acordo com Gontijo e Carvalho (2003), tais medicagbes apresentam
desconfortos por sua via de administracdo (intramuscular ou endovenosa) e uma toxicidade
intoleravel nas doses terapéuticas eficazes. Por conseguinte, Salgado et al. (2016) discutem
em seu estudo quehouve um significativo aumento de escala de fracasso terapéutico da droga
de escolha. Além disso, os farmacos tém consideravel grau de toxicidade para o hospedeiro.

Segundo a FIOCRUZ (2021), outras drogas, utilizadas como segunda escolha, séo a
anfotericina B e a pentamidina. Todas estas drogas tém toxicidade consideravel. O
tratamento é desafiador e longo, sendo necessario monitoramento e hospitalizacdo do
paciente.

Acerca disso, Pelissari et al. (2011) discutem em seu estudo sobre os medicamentos
ja citados para o tratamento de leishmaniose visceral e para leishmaniose tegumentar
americana, que apresentam toxicidade e podem vir a manifestar eventos adversos, no qual a
dose de antimoniato e o tempo de tratamento dependem da forma clinica.

Para reduzir a letalidade dessas doencas, faz-se necessario principalmente o
diagnostico precoce dos casos e o tratamento oportuno, que segundo Brasil (2010)
recomendam-se ac¢Bes para a melhoria na prescricdo dos medicamentos distribuidos pelo

Ministério da Saude (MS) para o tratamento das leishmanioses.
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3.1.5 Prevengéo

O Ministério da Saude (2017) aborda acerca das atividades de controle da
leishmaniose tegumentar americana usualmente empregadas que se baseiam em medidas de
atuacdo na cadeiade transmissao, através da reducdo de vetores, eliminagdo de reservatérios
infectados, vigilanciae tratamento de casos humanos, protecédo pessoal e medidas educativas.

Costa, Moutinho e Bruno (2004) realizaram um estudo nas regides do municipio em
estudo situam-se em areas de relevo e faixas litoraneas, ambos recobertos por remanescentes
de Mata Atlantica. Muitas destas localidades apresentam-se em processo progressivo de
ocupacdo humana, que vem ocorrendo de forma desordenada, associado a um crescente
desmatamento e consequentes alteracdes ambientais.

O estudo baseou-se em: a) Pesquisa entomoldgica, b) Controle quimico do vetor, c)
Controle de possiveis reservatérios, d) Controle de roedores, €) Educacdo em saude. As
atividades de educacdo em salde provavelmente contribuiram para o controle da
leishmaniosetegumentar americana, pois a populacdo passou a colaborar mais com as equipes
de Vigilancia Sanitaria, facilitando a realizacdo das atividades de controle, assim como 0s
pacientes portadores de lesdo, passaram a procurar assisténcia médica mais rapidamente
(COSTA; MOUTINHO; BRUNO, 2004).

Além disso, o aumento do nimero de casos desta enfermidade eleva os gastos
governamentais. Ressalta-se que o medicamento utilizado para o tratamento (Glucantime) é
oferecido gratuitamente pela Fundacdo Nacional de Saude. Enquanto uma vacina segura e
eficaz ndo se encontra disponivel, as formas de controle que utilizam métodos mais
tradicionais (redugdo de vetores, eliminacdo de reservatorios infectados, protecdo pessoal,
vigilancia e tratamento) traduzem-se na melhor opcdo (GRIMALDI; TESH, 1993)

Santos et al. (2000) evidenciaram em seu estudo que a populagdo exposta com
maior frequéncia ao vetor, usa como medidas de prevencéo algumas praticas em suas rotinas,
por exemplo mais da metade da populagéo (51,3%) se recolhe para dormir entre 18 e 20h, ou
entre20 e 22h (45,0%); apenas 1,9% vai dormir apds 22h, principalmente na Fazenda Pataxd
I1, ondeja ha energia elétrica e televisores.

O local habitual para o pernoite é o quarto de dormir (91,9%), cerca de 6,8%
dormemna sala de estar e 1,8% repousa na cozinha ao lado do fogdo a lenha. Os motivos
alegados paraas saidas noturnas do leito foram: satisfazer necessidade fisioldgicas (82,4%),
cuidar de criangas (12,0%), beber dgua (1,8%), alimentar-se (1,2%), cuidar da casa (1,2%),

outros motivos (ins6nia, lombalgia) alcancaram menos de 1% das respostas.
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Na éarea do estudo de Santos et al. (2000), ganha destaque que a maioria da
populacdo estd dentro da faixa laborativa, acima de 15 anos, e mais exposta a transmissao
extradomiciliar da LTA pelas condicdes inerentes ao trabalho de campo. No entanto, o
presente inquérito, ao constatar a presenca de cdes, em cerca de 80,4% dos domicilios
visitados, reforga a possibilidade de transmissédo a criangas com menos de cinco anos de
idade, nos ambientes intrae peridomiciliar.

Desta forma, uma alternativa mais vidvel de controle seria no proprio domicilio, na
esperanca de protecdo principalmente as criangas de menor idade. A explicacdo para a
sugestiva ocorréncia familiar de casos de LTA n&do tem encontrado suporte em uma
predisposicdo genética e parece mais dependente de fatores epidemiol6gicos ambientais,

socioculturais e comportamentais (WONG et al., 1986).

3.1.6 Ciclo De Vida

O parasita do género Leishmania inicia seu ciclo de vida quando a fémea do
flebotomineo realiza o repasto sanguineo em um mamifero infectado. Quando depositado no
intestino do inseto, as formas amastigotas sofrem diferenciacdo em formas promastigotas. A
partir de entdo, ja em forma promastigota, os parasitas passam por diferentes estagios, que
sdo determinados pelo tamanho e formato da célula, motilidade, regido em que sdo
encontradas, capacidade de divisdo celular e moléculas da superficie (LIMA, 2017).

Os principais estagios sdo: Promastigota prociclica, nectomonas, haptomonas e
metaciclicas. As formas metaciclicas ndo sofrem divisdo celular e migram para a probéscide
doinseto, causando acimulo e obstruindo o aparelho bucal (BRASIL, 2017). Quando ocorre
um novo repasto sanguineo, a fémea do flebotominio regurgita os parasitas no local da picada
paradesobstruir sua probdscide e assim, alimentar-se do sangue do hospedeiro mamifero.

Lima (2017) discorre acerca das formas metaciclicas quando iniciam o contato com
ohospedeiro vertebrado, pois entram em contato com as proteinas do sistema complemento,
que é a primeira barreira do sistema imunoldgico. Muitas formas metaciclicas ndo
sobrevivem a essa primeira barreira, sendo mortas pelo complemento, porém muitas outras
conseguem escapar e permanecem vivas.

Posteriormente, vdo entrar em contato com a segunda barreira do sistema imune
inato que é composto pelas células que realizam fagocitose, como netrofilos, macréfagos,
dentre outros. Ao serem fagocitadas pelos macréfagos, as formas promastigotas diferenciam-

se em formas amastigotas, que s@o resistentes ao ambiente &cido do fagolisossomo,
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compartimento formado a partir da fusdo do fagossomo com os lisossomos (SILVA,
MUNIZ, 2009).

As formas amastigotas nessa fase, dentro do fagolisossomo realizam seguidas
divisbesbinarias, que resultam no rompimento do macrégafo e na liberacdo dessas no meio
externo. Asformas liberadas podem ser mortas pelos mecanismo de defesa do sistema imune
ou podem ser fagocitadas por novos macréfagos, aumentando assim a infecgdo. Depois de
estabelecida a infeccdo, ocorre a disseminacdo pela corrente sanguinea, facilitando a
infeccdo de novos flebdtomos durante a hematofagia (LIMA, 2017; BRASIL, 2013).

3.1.7 Transmissao Vetorial

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) se apresenta com trés
padrdes epidemioldgicos de transmissdo, caracterizados por (1) silvestre, (2) ocupacional e
lazer, e (2) rural e periurbano em éareas de colonizacdo (BRASIL, 2017). Se tratando da
silvestre, a transmissdo se da em area de vegetacdo primaria e é fundamentalmente uma
zoonose de animais silvestres, que pode acometer o ser humano quando este se expde ao
ambiente.

O outro padrao epidemioldgico de transmissdo se denomina por ocupacional e lazer,
este é associado a exploracdo desordenada da floresta e derrubada de matas para construcao
de estradas, usinas hidrelétricas, instalacdo de povoados, extracdo de madeira,
desenvolvimento de atividades agropecuarias de treinamentos militares e ecoturismo
(Figuras 2 e 3) (BRASIL, 2010; BENTO, 2018).

Figura 2 — Area em desmatamento na Regido Amazonica.

Fonte: BRASIL, 2010
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Figura 3 — Casa construida em &rea da floresta amaz6nica para extrativismo de borracha.

Fonte: BRASIL, 2010

Dessa forma, apresenta-se o reservatério animal no qual também é acometido pela
doenga. Uma vez que ocorre a contaminagdo aos cdes e esses servem como hospedeiro do
parasita. Para os Cdes: Em conformidade com a Nota Técnica Conjunta n° 001/2016
MAPA/MS, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) deferiu o
registro do farmaco Miltefosina, utilizado para o tratamento de cdes com leishmaniose
visceral canina (LVC).

Em consonancia com a Portaria Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, que
regulamenta o tratamento de cées, e proibe o tratamento da leishmaniose visceral (LV) com
produtos de uso humano ou néo registrados no MAPA, o tratamento de cdes com LVC com
o Miltefosina passa a ser uma possibilidade legal (BRASIL, 2010).

Cabe destacar que o tratamento de cdes com LVC nédo se configura como uma
medidade satde publica para controle da doenca e, portanto, trata- se Gnica e exclusivamente
de uma escolha do proprietario do animal, de carater individual, 0 que muitas vezes esta
associada ao sacrificio do animal, gerando assim mais uma questdo de salde coletiva. No
Brasil, a doencga afeta mais de 3.500 pessoas anualmente e para cada humano afetado, a
estimativa e que haja 200 cées infectados, segundo o Ministério da Sadde (BRASIL, 2017).

O terceiro padrdo de transmissdo é o rural e periurbano em areas de colonizacéo,
este padréo esté relacionado ao processo migratério, ocupacao de encostas e aglomerados em
centros urbanos associados a matas secundarias ou residuais (Figura 4). O periodo de
incubacdoda doenca no ser humano é, em média, de dois a trés meses, podendo variar de
duas semanas adois anos. Contudo, atualmente h& cada vez mais evidéncias da transmissao

peridomiciliar, por sugestiva adaptacdo do vetor ao redor das residéncias (BENTO, 2018;



24

BRASIL, 2010).

Figura 4 — Assentamento - criagdo de novos bairros - invaséo de mata fechada.

.

Fonte: BRASIL, 2010

3.1.8 Ciclo de transmissao

Os ciclos de transmissdo da Leishmaniose tegumentar americana se apresentam de
forma variada de acordo com a regido geografica, o que envolve uma diversidade de espécies
de parasito, vetores, reservatorios e hospedeiros (BRASIL, 2010; BRASIL, 2017). Dessa

forma,vamos abordar os ciclos de transmissao de cada espécie de Leishmania.
3.1.8.1 Ciclo de transmisséo da Leishmania amazonensis

O ciclo desta espécie ocorre em areas de florestas priméarias e secundarias da
Amazénialegal, que engloba os estados: Amazonas, Para, Rondo6nia, Tocantins e Maranhéo,
e também éverificado nos estados das regides Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sdo
Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul (Parand). Embora o papel desempenhado por estes
animais silvestres no ciclo de transmissdo ainda ndo tenha sido bem-definido, as evidéncias
encontradas indicam estes roedores como reservatérios desta espécie de Leishmania
(BRASIL, 2017; NETO, 2011; BENTO, 2018).

Os flebotomineos vetores sdo L. flaviscutellata, L. reducta e L. olmeca nociva
(Amazonas e Ronddnia). Estas espécies sdo pouco antropofilicas, o que justifica uma menor
frequéncia de infeccdo humana por esta Leishmania. Seu principal vetor, L. flaviscutellata,
apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado em diferentes habitats de paises
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fronteiricos ao Brasil e nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia,
Roraima, Tocantins, Bahia, Ceara, Maranhdo, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul,Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo (BRASIL, 2017).

Caracteriza-se também por ocorrer em matas umidas, onde apresenta densidade
elevada, conforme demonstrado na Figura 5. A L. amazonensis causa Ulceras cutaneas
localizadas e, ocasionalmente, alguns individuos podem desenvolver o quadro cléssico da
leishmaniose cutanea difusa (LCD) (BRASIL, 2010).

Figura 5 — Ciclo de transmissdo da Leishmania amazonensis na Amazonia brasileira.

Fonte: BRASIL, 2010

3.1.8.2 Ciclo de transmisséo da Leishmania (Viannia) guyanensis

No Brasil, o ciclo dessa espécie se apresenta limitado a regido norte envolvendo os
estados do Acre, Amapa, Roraima, Amazonas e Par4, estendendo-se para as Guianas. E
encontrado em florestas de terra firme que sdo as que ndo se alagam no periodo de chuva. O
parasito foi isolado de mamiferos silvestres, tais como a preguica (Choloepus didactylus), o
tamandua (Tamandua tetradactyla) e o gamba (Didelphis albiventris), tendo sido encontrado
em pele e visceras (BRASIL, 2010).

Embora o papel desempenhado por estes animais ainda ndo tenha sido bem-
definido, as evidéncias encontradas indicam ser reservatorios desta Leishmania. Os vetores
conhecidos sdo L. umbratilis (principal vetor) e L. anduzei. A espécie L. umbratilis apresenta
alta densidade tanto na copa das arvores, onde predomina o ciclo silvestre, como no solo,

sobre o tronco das arvores de grande porte, onde é encontrado em estado de repouso nas
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primeiras horas da manha, picando o ser humano quando este adentra no ambiente silvestre,
conforme a Figura 6 (SILVA; MUNIZ, 2009).

Figura 6 — Ciclo de transmissdo da Leishmania (Viannia) guyanensis na Amazonia brasileira.

Fonte: BRASIL, 2010

Esta espécie de flebotomineo estd distribuida nos paises fronteiricos ao Brasil e
também nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Roraima e
Rond6nia. A L. (V.) guyanensis causa predominantemente lesGes ulceradas cutaneas Unicas
ou multiplas, sendo que as lesdes multiplas sdo consequéncias de picadas simultaneas de

varios fleb6tomos infectados ou metéastases linfaticas secundarias (BRASIL, 2020).

3.1.8.3 Ciclo de transmisséo da Leishmania (Viannia) braziliensis

De acordo com Brasil (2010), a L. (Viannia) braziliensis foi a primeira espécie de
Leishmania descrita e incriminada como agente etiolégico da Leishmaniose tegumentar
americana, sendo a mais importante, ndo s6 no Brasil, mas em toda a América Latina pois e
apresenta com ampla distribuicdo, desde a America Central até o norte da Argentina.

No Brasil, o parasito foi isolado de roedores silvestres (Bolomys lasiurus, Nectomys
squamipes) e sinantropicos (Rattus rattus) em Pernambuco, felideos (Felis catus) no Rio de
Janeiro, canideos (Canis familiaris) no Ceard, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Séo
Paulo, e equideos (Equus caballus, Equus asinus) nos estados do Ceara, Bahia e Rio de
Janeiro.

Embora o papel desempenhado por estes animais no ciclo de transmisséo ainda néo

tenha sido bem-definido, as evidéncias indicam, apenas, 0s roedores silvestres como
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provaveis reservatorios primarios desta Leishmania. A ecoepidemiologia da LTA
associada a L. (V.) braziliensis vem assumindo caracteristicas distintas no decorrer do tempo
nos diferentes biomasdo pais (BENTO, 2018; BRASIL, 2017).

No Pard, o parasito foi isolado e caracterizado dos vetores L. complexa e L.
wellcomei, destacando que este ultimo vetor tem como hébito picar o individuo mesmo
durante o dia (Figura 7). A Lutzomyia wellcomei, embora ndo tenha sido encontrada
infectada, € o principal vetor da L. (V.) braziliensis em algumas areas de transmissao no
ambiente florestal no Estado do Ceara (BRASIL, 2010).

Figura 7 — Ciclo de transmissdo da Leishmania (Viannia) braziliensis entre Lutzomyia
wellcomei e roedores silvestres na Amazonia brasileira.

Fonte: BRASIL, 2010

Nos estados da Bahia, Ceara, Mato Grosso do Sul e Parana o parasito foi isolado e
caracterizado do vetor L. whitmani, e nos estados do Ceara e Rio de Janeiro da espécie L.
migonei. No sul do Brasil, L. neivai é sugerido como vetor. No Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Minas Gerais, L. intermedia é a espécie incriminada como vetora, e tem sido encontrada nos
domicilios e anexos, em plantacGes, principalmente as de subsisténcia, e em areas de floresta
(BRASIL, 2010).

Para finalizar, devemos considerar o caso de LTA como um todo, composto do
parasito, das condi¢des particulares de cada individuo e do estado de seu sistema imune. A
resultante desta associacdo é que determinara a evolugdo da doenca. Pacientes com
dificuldade terapéutica devem ser investigados do ponto de vista imunoldgico, com base nos
conhecimentosatualmente existentes.
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3.2 PRODUTOS NATURAIS COMO TRATAMENTO ALTERNATIVO A
LEISHMANIOSE

Diversas plantas tém sido testadas no tratamento da leishmaniose, dentre os quais se
destacam-se 0s ‘“alcaloides, flavonoides, taninos, esteroides, chalconas, e naftoquinonas
(OLIVEIRA; GILBERT; BOAS, 2013, p. 37).

Em uma pesquisa feita por uma equipe de pesquisadores e cientistas do Instituto
Adolfo Lutz em S&o Paulo - SP, no ano de 2019, utilizando produtos naturais no tratamento
da leishmaniose, descobriu-se que um composto natural da planta origindria da Mata
Atlantica pode se transformar em um potente medicamento contra a leishmaniose visceral
(ALLISON, 2019).

Oliveira, Gilbert e Boas (2013) afirmam que o desenvolvimento de uma formulacéo
apartir destas espéecies devera comecar pelo ensaio in vitro de associacdes seguido pelo
desenvolvimento de um fitoterdpico padronizado ou de um derivado ativo de valor
tecnoldgicoagregado como produto final, seja qual for a forma farmacéutica escolhida, o que
difere das quecontém apenas o material vegetal fresco ou moido, comumente utilizados pela
medicina tradicional.

Portanto, entende-se que essas plantas possuem uma diversidade de mecanismos de

acao que indicam que combinacdes dessas sejam mais eficazes que qualquer espécie Unica.

3.2.1 Atividade antileishmania in vitro com produtos naturais

Alguns estudos comprovam a atividade antileishmania in vitro. Mendonga-Filho
(2004) avaliou o efeito leishmanicida in vitro sobre L. amazonensis do extrato rico em
polifendis do mesocarpo fibroso dos frutos de Cocos nuciferalL. (Palmae). O referido extrato
apresentou concentracao inibitéria minima de 10 pg/mL.

Outro exemplo que pode ser citado em relacdo ao estudo in vitro sobre atividade
antileishmania é o de Paula-Junior et al. (2006) demostraram o efeito leishmanicida do
extrato hidroetandlico das folhas de Caryocar brasiliense cambess sobre formas
promastigotas de L. amazonensis. Além disso, o extrato demonstrou relevante capacidade
antioxidante similar.

Andrade (2017), em estudo semelhante, apontou que a licarina A apresentou
atividade antileishmania sobre formas promastigotas de L. amazonensis a partir da

concentragdo de 12,5ug/mL, sendo esse percentual de inibicdo de 26,78 + 14,76%. Com o
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aumento da concentracdo da molécula pode-se observar um aumento na inibicdo do
crescimento desses parasitas, de forma que as concentragdes de 25 e 50 pg/mL apresentaram
inibicbes de crescimento de 63,66 + 1,81 e 74,43 + 3,36%, respectivamente, em relacdo ao
controle (0% de inibicdo de crescimento). Esses dados resultaram em uma CE50 de 22,13
pg/mL apds 24h de tratamento com a neolignana.

Ainda em trabalhos realizados sobre atividade antileishmania in vitro, Lima et al.
(2007) utilizou em sua pesquisa formas promastigotas de L. amazonensis, L. infatum e L.
braziliensis foram ajustadas a parasitemia na concentragdo de 1x106 parasitos/mL e
distribuidas em microplacas de 96 pocos, 180 uL de uma suspensdo de parasitos em meio
RPMI suplementadoe 20 ulL dos compostos foram adicionados a placa teste, em triplicata nas
concentragoes seriadas(200-3,13 pg/mL para o EEMG, eluatos e composto isolado CAH-4 e
3- 0,047 pg/mL para os compostos CAH-12 e PRINT), as microplacas foram incubadas a
24°C por 72 horas.

Ap0s o periodo de 72 horas acrescentou-se a cada pogo 20 uL de solu¢do da solucao
de resazurina (2 mM). Logo ap0s as placas foram novamente incubadas por 5 horas a 24°C.
Simultaneamente realizou-se 0s controles negativo sem tratamento e positivo com 5 pg/mL
de Pentamidina para eficacia do ensaio. A leitura foi realizada em Espectrofotdmetro de
Microplacas (BioTek) nos comprimentos de fluorescéncia (530/35 e 590/36).

3.3 OLEOS VOLATEIS/ ESSENCIAIS

Os Oleos volateis sdo alternativas na medicina popular, como o uso dos Gleos
essenciais vém sendo largamente empregados por suas propriedades ja observadas na
natureza, ou seja, por sua acao antibacteriana, atividades antifungica e inseticida.
Atualmente, aproximadamente 3.000 6leos essenciais sdo conhecidos, dos quais 300 sdo
comercialmente importante, especialmente para a inddstria farmacéutica, agronémica,
alimentos, produtos sanitarios, industrias de cosméticos e perfumes (ROTTINI, 2011).

Sarto e Junior (2014) consideram que 0s Oleos essenciais estdo presentes como
produto natural e apresentam compostos aromaticos volateis originados do metabolismo
secundario dasplantas. Uma vez que as propriedades terapéuticas e organolépticas dos oleos
se devem & presenga demonoterpenos, sesquiterpenos e de fenilpropanoides entre outros
compostos volateis. Esses compostos fornecem a atividade bioldgica dos 06leos essenciais,
como antiparasitaria, antimicrobiana e antifungica.

Pesquisas feitas por Rottini (2011) avaliaram in vitro a atividade leishmanicida e a



30

citotoxicidade de diferentes 6leos essenciais como Citrus limon, Citrus aurantim, Eucalyptus
globulus, Endlicheria bracteolata e do alfa-bisabolol contra promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis. Em seus resultados confirmou que os 6leos essenciais
pesquisados apresentam atividade leishmanicida contra as formas promastigotas.

Além disso, o 6leo essencial de E. bracteolata e o alfa-bisabolol demonstraram uma
excelente atividade contra as formas amastigotas intracelulares o que indica serem estes,
compostos promissores para o desenvolvimento de um tratamento alternativo para a
leishmaniose cutanea (ROTTINI, 2011).

Enfatiza-se que “os Oleos essenciais sdo liquidos oleosos e aromaéticos que se
evaporamquando expostos ao ar. Sdo obtidos de varias partes vegetais, principalmente, por
hidrodestilagio ou expressdo” (FLORAO, 2006). Salienta-se, ainda, que em estudos feitos
por Brito (2007) os Oleos essenciais obtidos das folhas frescas por arraste de vapor das
plantas Cymbopogon citratus, Stapf., Eucalyptus citriodora Hook., Mentha arvensis L. e
Mentha piperita L. apresentaram in vitro resultados altamente promissores contra as formas
promastigotas de Leishmania chagasi.

OEs tém carater ndo polar e podem facilmente atravessar paredes celulares e
membranas citoplasmaticas. Assim, os componentes dos OEs atravessam a membrana,
fazendoo citoplasma coagular, assim como realiza a desnaturacao das proteinas, perturbando
as vias metabolicas, como a biossintese de varios lipidios e, em ultima andlise, levar a morte
celular através necrose e apoptose (ANDRADE et al., 2016).

Os Oleos essenciais em especial constituem em misturas de Vvarios compostos
lipossolUveis e volateis, como monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides, que podem
se difundir facilmente através das membranas celulares, uma grande vantagem no que diz
respeitoas interacbes com alvos intracelulares (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

3.4 NANO-EMULSAO

Segundo Paese (2008), a utilizacdo da técnica nanotecnologia no ambito da salde
mostra-se promissora, uma vez que apresenta sistemas nanoestruturados com elevada area de
superficie aumentando a resposta terapéutica no sitio de acdo com tempo prolongado. Os
sistemas nanoestruturados (como as nano-emuls@es, as nanocapsulas, nanoparticulas, cristais
liquidos), entre outros, permite o aumento da eficiéncia de farmacos utilizados na
terapéutica atual.

Promovendo alteracdes nas caracteristicas de solubilidade do farmaco, diminuicédo
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dos efeitos adversos e/ou colaterais, aumento da eficacia terapéutica, protecdo do farmaco
frente a fatores de degradacéo, tais como a luz e o calor, entre outras aplicagdes (ALICE;
RUPPENTHAL,; BECK, 2011).

Trados et al. (2004) descrevem as nano-emulsbes como sistemas dispersos
formados a partir de dois liquidos imisciveis e estabilizadas por uma combinacdo de agentes
tensoativos. Apresentam na fase interna goticulas de tamanho nanomeétrico, na faixa de 20-
200nm, o que lhetraz vantagens como, melhor espalhabilidade e melhor penetracéo cutanea.

No processo de obtencdo da nano-emulsdo pode utilizar dois métodos, o de alta ou
baixa energia de emulsificacdo. As técnicas que fazem uso de alta energia recorrem a energia
mecanica por meio de alta tensdo de cisalhamento, geralmente por meio de
homogeneizadoresde alta pressdo ou geradores de ultrassom (FERNANDEZ et al., 2004). As
técnicas de baixa energia de emulsificacdo, como a temperatura de inversdo de fases,
utilizam as propriedades fisico-quimicas dos sistemas para obterem emulsfes com gotas
muito pequenas (TRADOS et al., 2004).

A prética do uso de 6leos vegetais para desenvolver esses sistemas nanoestruturados
de liberacdo de farmacos é relatada na literatura de forma assidua, como por Morais et al.
(2008), Andrade et al. (2007) e Bernardi et al. (2011), no qual se apresenta com valor
consideravel quando usado como insumo para producdes de novos medicamentos com
potencial antimicrobiano. Por este motivo, a busca por novas alternativas tecnoldgicas que
aumentem a eficiéncia de farmacos ja conhecidos tem sido intensificada (ETHERIDGE et
al., 2013).

3.4.1 Protium heptaphyllum

A familia Burseraceae, amplamente distribuida em areas tropicais, possui cerca de
750 espécies e 190 géneros na Africa, Malasia e nas Américas (SOUZA et al., 2015).
Compreende 16 géneros e mais de 800 especies tropicais e subtropicais. Alguns géneros
desta familia sdo produtores de uma seiva oleosa rica em 6leo essencial e triterpenos das
séries oleano, ursano eeufano (BANDEIRA et al., 2002).

A espécie Protium heptaphyllum (Figura 8) é conhecida popularmente como
almecegueira, breu-branco-verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira de cheiro,
almecegueira vermelha ou almecegueiro bravo, ocorre em todo Brasil, sendo largamente
encontrada na regido amazonica, onde sua seiva é conhecida como breu branco, goma limao,
almécega do Brasil (LORENZI, 1992).
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Figura 8 — Protium heptaphyllum (Aubl.) March. — aspecto do tronco com resina exsudada.

Fonte: http://www.ulf-mehlig.de/jpg/dunes/du_protium-1-0.html

E encontrada na regido amazonica, em varios estados do Brasil e paises da América
do Sul, sendo caracterizada como aromatica perene ou semidecidual, de solo arenoso umido
ouseco e que atinge 10-20 m de altura. Seu caule exala uma resina oleosa chamada almecega
ou breu-branco, que endurece ao contato com ar, de cor branco-esverdeada, aroma agradavel e
ricoem 6leos essenciais (MOBIN et al., 2017).

A familia Burseraceae é composta por diversas plantas conhecidas pela producéo de
resinas amplamente empregadas na industria de cosméticos, producdo de verniz e
calafetagem de embarcacdes de madeira, em rituais religiosos na forma de incenso e na
medicina popular. O género Protium possui especies com atividade citotoxica, antifungica,
antimicrobiana, antinflamatdria e acaricida, ja conhecidas pela ciéncia (CAMPORESE et al.,
2003; CARRETERO et al., 2008; GONZALEZ et al., 1994; PONTES et al., 2007).

De acordo com Bandeira et al. (2002), esta espécie é considerada pela medicina
popular como um importante agente terapéutico, sendo utilizada como anti-inflamatorio,
analgeésico, expectorante e cicatrizante. Assim como, ela é utilizada na industria de verniz e
calafetagem de embarcagoes.

Em estudos farmacoldgicos de Siani et al. (1999), foi comprovado que o 6leo da
resinapossui eficacia terapéutica, demonstrando atividades antiinflamatéria, antinociceptiva e
antineoplasica. Similar aos resultados de Marquina-Chidsey et al. (2017) com os 6leos
obtidosa partir das folhas e resina no qual tém algumas propriedades bioldgicas, como anti-
inflamatorias, antitumorais e antileishmaniose.

Na medicina popular, as resinas das espécies de Protium sdo usados para muitos

propositos, por exemplo, tonicas e estimulantes, tratamento de Ulceras e como agente
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cicatrizante. Outros géneros sdo descritos como possuindo propriedades anti-sépticas sobre
doencas de pele e anti-tumoral (LORENZI, 1992; SIANI et al., 1999; CITO et al., 2006).
Sua utilizagdo popular como analgésico (CORREIA, 1984) é amplamente difundida, tendo
propriedades gastroprotetora e anti-inflamatdria comprovadas (OLIVEIRA et al., 2004a).

Estudos preliminares relataram que o Oleo essencial da resina e Protium
heptaphyllumcausou a inibi¢do da pleurisia induzida por zymosan ou lipopolissacarideo em
camundongos e verificou-se possuir propriedades antinociceptiva em modelos de ratos. Ja
existem também relatos de significativa atividade anti-inflamatéria do éleo em modelos
agudos e cronicos, sendoeste efeito decorrente possivelmente da presenca de monoterpenos,
tais como d-limoneno (AMARAL et al.,, 2009) e de atividades sedativa, hipnotica e
antinociceptiva atribuidas aos terpenos alfa e beta amirina (OLIVEIRA et al., 2005;
ARAGAO et al., 2006).

No estudo realizado por Neto (2011) evidenciou que a resina de Protium
heptaphyllum (Aubl.) March associada ao extrato, fracdes de Zanthoxylum rhoifolium Lam
exercem significativa agdo contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, sendo
portando possiveis candidatos ao tratamento da Leishmaniose, promovendo o incremento na

ativacdo e capacidade fagocitica de macrofagos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial de Protium heptaphyllum foi gentilmente cedido pela Prof. Rosa
Helena Veras Mourdo do Laboratério de Bioprospeccdo e biologia experimental da
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA para a execucao desse trabalho.

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo da Resina retirada da casca da
arvore. A partir desse 0leo essencial, foi preparada uma solucdo na concentracdo de 6000
ppm, utilizando 300 pL do 6leo em 700 pL de DMSO para ser utilizado na realizacdo do
ensaio bioldgico.

4.2 PREPARACAO DA NANOFORMULACAO

Foi utilizado o 6leo essencial de Protium heptaphyllum para obtencdo de uma nano-
emulsdo. Para isso, utilizou-se o método de baixo aporte de energia. Em um vial foram
adicionados 100 mg do 6leo, 100 mg de PEG 600 e 1,8 g de agua destilada, com agitacdo
constante até a formacao da nano-emulsdo. A partir dessa formulacdo obtida, foi feita uma
solucdo mae de 6000 ppm, com a mistura de 100 pL da nano-emulsdo em 733 pL de agua
destilada.

4.3 PARASITAS

As formas promastigotas da cepa de Leishmania (L) amazonensis
(MHOM/BR/2009/M26361) foram cedidas pelo Instituto Evandro Chagas, Belém, Para. E a
seguir, as formas promastigotas desta espécie de Leishmania foram primeiramente cultivadas
em meio Schneider’s Drosophila Medium (1x) em frascos de cultura de células com 10 cm?

deérea com complementacédo de 15% de soro bovino fetal (Gibco).
4.4 REAGENTES UTILIZADOS
De acordo com estudo realizado por Duran et al. (2011), a concentragdo nao toxica

de DMSO foi de até 2%. Uma concentracdo de 0,5% e 1% de DMSO néo influenciou o

crescimento dos parasitas conforme determinado microscopicamente. Dessa forma o
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Dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado na concentragdo entre 1 para a solubiliza¢do do 6leo

essencial e nano-emulsao.
4.5 ENSAIO BIOLOGICO

Para a realizagéo do ensaio foram utilizados trés controles: 1 - Cultura de parasitas, 2
- Controle do DMSO em agua e 3 - Veiculo utilizado no preparo da nanoemulséo. O ensaio foi
realizado em uma placa de 96 pocos, contendo em cada po¢o 150 pL de meio de cultura com a
forma promastigota de Leishmania amazonensis com 2,2x107 parasitas/mL.

A solugdo mée obtida com o 6leo e nano-emulséo na concentragdo de 6000 ppm foi
diluida em DMSO na propor¢do 1:1, sendo adicionado 1,5 pL dessa solugdo no primeiro
poco (volume final de 150uL), chegando-se a uma concentracdo de 6leo ou nanoemulsdo
com 30 ppm sendo feito diluicbes seriadas na propor¢do de 1:100. As concentragdes
variaram de 30pg/mL a 6g/mL demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Diluicdo seriada da solucdo de éleo/ Nano-emulséo.

100 yl. DMSO
+

100 yl. Solucdo Nano

100 il

100 yL. Controle Nancemulsao

AN I

Posteriormente, a placa foi incubada a temperatura de 25°C por 24 horas, ap0s esse

Fonte: O autor, 2021

periodo foi retirado 30 uL de cada pogo para realizar a contagem a partir da motilidade
apresentada pelo parasita, no qual foi realizada de acordo com a verificagdo visual em
camara de Neubauer, e uma nova contagem se deu ap6s 48h de incubacéo.

Corroborando com o resultado encontrado neste estudo, Cabral et al. (2021)
demonstraque a espécie vegetal Protium heptaphyllum apresenta atividade leishmanicida,
aplicando o mesmo metodo, verificando se o crescimento das formas promastigotas havia
sido inibido, conforme revelado pela contagem do ndmero total de promastigotas vivos na

camara de Neubauer com base na motilidade flagelar. Todo o ensaio foi realizado em



triplicata ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Placa do ensaio com 96 pocos.
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Legenda:

Tratamento Oleo: DMSO + Parasito + Solugéo 6leo
Tratamento Nano-emulsdao: DMSO + Parasito + Solugdao Nano
Controle da Nano: Parasito + tensoativos

Controle DMSO: DMSO + Parasito

Controle de crescimento do Parasito: cultura de Leishmania

Fonte: O autor, 2021

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a estatistica foi realizada a Analise Probit e computagdo LC50 usando

Microsoft Excel, no qual se calcula a concentracdo do tratamento utilizad

eficaz usandoa anélise Probit.

0 que pode ser 50%
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias de cada coluna da placa foram analisadas gerando tabelas que
evidenciam a acdo das amostras com 0Oleo e nano-emulsdo em 24 e 48 horas de exposicao a
cultura do parasita. A Tabela 1 apresenta a concentracdo de 6leo e nano-emulsdo em cada
coluna da placado ensaio, e representa em porcentagem a inibi¢do dos parasitas.

Tabela 1 — Percentual de inibicao dos parasitas.

Inibicéo
Concentragéo Oleo Nano

ug/ml (ppm) 24h 48h 24h 48h
30 90% 97% 97% 98%
15 90% 97% 97% 99%
75 88% 97% 97% 98%
3,8 90% 97% 97% 97%
1,9 89% 94% 93% 95%
0,938 86% 93% 92% 93%
0,469 86% 91% 89% 92%
0,235 76% 87% 84% 90%
0,118 71% 86% 82% 90%
0,059 64% 85% 82% 89%
Média 44.2 34.6 23.8 19
Desvio padréo 22.8 18.7 15.01 11.6

Fonte: O autor, 2021

Os valores na tabela indicam a porcentagem de inibicdo dos parasitas apds a cultura
ser exposta as solucdes de 6leo e nano-emulsdo. Nos po¢cos com a amostra da nano-emulsao
percebeu-se maior indice de inibicdo quando comparado as amostras do Gleo, vale ressaltar
que houve um aumento significativo da inibigdo dos parasitas quando comparado a leitura de
24 horas com a de 48 horas, levando em consideracdo o maior tempo de exposicéo.

A amostra da nano-emulsédo com concentracdo de 15 pg/ml foi a que apresentou
maior inibig&o dos parasitas com 99% em 48h. E a concentracdo que teve menor inibicdo foi
de 59 ng/ml na amostra do 6leo com 64% de inibicdo em 24h de exposi¢do, conforme
apresentado na Tabela 1.

Para identificacdo da inibicdo dos parasitas neste estudo, analisou- se e comparou-se
a curva de crescimento do controle dos parasitas, comparando o controle do DMSO e com 0
controle da nano-emulséo, identificada na Tabela 2, apresentando o menor desvio padréo na

amostra da nanoemulsdo de 48h.
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Tabela 2 — Média de Crescimento dos controles (Leitura na cdmara de Neubauer).

0 Horas

Controles L 24h DP 48h DP
(inicial)

Parasitas 33 260.25 54.8 320 81.8

DMSO 33 295.7 62 274 82.7

Nano 33 245 78.9 167 18.8

Fonte: O autor, 2021

A média do controle da curva de crescimento dos parasitas aumentou no decorrer do
ensaio, no controle de DMSO percebe-se uma pequena inibicdo e no controle da
nanoemulsdoa inibicao se apresenta consideravelmente com o tempo de exposicao do estudo.

A acdo bioldgica do Protium heptaphyllum tem sido demonstrada em diversos
trabalhos como os de Lorenzi (1992), Siani et al. (1999) e Cit6 et al. (2006) com agdo
anti-tumoral, Cito et al. (2003) e Violante, Garcez e Garcez (2012) com atividade larvicida
e acdo fungicidasobre Candida sp. e Cryptococcus neoformans, e Sincura et al. (2017) com
atividade inseticida No entanto, destes estudos, quase todos realizaram seus ensaios com a
resina produzida pela planta, assim como extratos das folhas e cascas. Dessa forma destaca-
se nesse ensaio, 0 resultado potencializado da atividade leishmanicida a partir do uso da
nano-emulséo.

De acordo com Obando (2013), no ensaio a dose-resposta permite estabelecer a
dose necesséria para matar uma porcentagem determinada de individuos. Em seguida, leva
em consideracao os dados de inibicdo e dose, no qual foi usado a tabela Probit para verificar a
taxade inibicdo que indicou as concentracdes inibitdriasletal que matam 50% (CI50) ou 95%
(C195) da populacdo (FINNEY, 1971).

Os resultados da avaliacdo da atividade leishmanicida da resina do 6leo e da nano-
emulsdo de Protium heptaphyllum contra formas de Leishmania amazonensis s&o

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Toxicidade in vitro do 6leo e nano-emulsdo de Protium heptaphyllum frente a cepa
Leishmania amazonensis.

Amostras CI50

Oleo 24h 13,2 ng/mL (0,013 ppm)

Oleo 48h 10,7 ng/mL (0,011 ppm)
Nano-emulsao 24h 6,9 ng/mL (0,007ppm)
Nano-emulsao 48h 1,2 ng/mL (0,001ppm)

Fonte: O autor, 2021
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Dessa forma, na CI50 das amostras analisadas neste estudo, o 6leo e da nano-
emulsédo em 24 e 48 horas do Protium heptaphyllum sdo consideradas altamente ativos.
Conforme o estudo de Andrade et al. (2016) e Cabral et al. (2020), o que confirma esse
achado, quando evidencia que o0s 0leos essenciais com LC50 < 10 pug/mL sdo considerados
altamente ativos.

Quanto & atividade leishmanicida, os valores de CI50, que é a concentragdo capaz
de inibir 50% do crescimento do parasita, € classificado por Andrade et al. (2016) e Cabral et
al. (2020) da seguinte forma: os 6leos essenciais cuja 1C50 < 10 ug/mL sdo considerados
altamenteativos, quando CI50 > 10 <50 ug/mL, eles s&o ativos, enquanto quando CI50 > 50 <
100 pg/mL,eles sGo moderadamente ativos. S&o considerados inativos quando CI50 > 100
pg/mL.

Assim como discutido por Roldos et al. (2008), no qual as concentragfes com
toxicidade abaixo de 1000 pug/mL pode ser viavel para mais ensaios in vitro e in vivo para
atividades bioldgicas. Diante disso neste estudo foi possivel constatar a atividade

leishmanicidaativa, visto os valores apresentados na Tabela 3.
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6 CONCLUSAO

Este estudo apresentou resultados satisfatorios contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, evidenciando atividade bioldgica significativa do 6leo de resina de
Protium heptaphyllum e quando comparada a sua nano-emulsdo, essa se demonstrou mais
eficaz, com atividade leishmanicida potencializada.

Apesar das nanoformulacdes apresentarem eficacia quanto aos testes realizados em
micro-organismos, destaca-se a necessidade da realizacdo de novos testes. Desta forma, é
imperioso estudos inéditos que investigue 0os compostos em sua capacidade para ocorrer a
atividade leishmanicida da resina da casca de P. heptaphyllum e seus mecanismos celulares.

Como perspectivas, 0 presente ensaio demonstrou favoraveis perspectivas no que se
refere ao potencial para desenvolvimento de um novo e seguro medicamento, que utilize o
6leoe a nano emulsdo descritas, objetivando menos efeitos colaterais que os tradicionais para
o tratamento da leishmaniose.

Visto que esses resultados demonstram potencial leishmanicida maior na nano-
emulsdo elaborada a partir do 6leo de Protium heptaphyllum, no qual se percebeu que fazer
uma nano-formulacéo a partir do dleo fez com que a atividade leishmanicida aumentasse,
assim como investigar a acdo dos tratamentos utilizados em modelos de Leishmaniose in
Vivo.

Estudos como este podem fornecer suporte para estudos futuros visando a obtencédo
deuma formulacdo farmacéutica a base de 6éleo de Protium heptaphyllum. Os resultados aqui
apresentados sdo um ponto de partida para novos estudos sobre o conhecimento das
atividadesbiol6gicas da planta Protium heptaphyllum.

Tem sido demonstrado que varios 6leos essenciais, ou seus constituintes, possuem
atividade inibitéria contra protozoarios. Os resultados do estudo de Cabral et al. (2020)
também revelaram atividade bioldgica significativa contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Esses resultados mostram que os OEs de P. Heptaphyllum folhas
frescas jovens e adultas, principalmente os Oes tém potencial para desenvolver um
medicamento novo e seguro com menos efeitos colaterais que os tradicionais em o
tratamento da leishmaniose.

Em suma, mais estudos in vivo sdo necessarios para investigar 0S compostos
subjacentes atividade antileishmania e citotoxica da espécie Protium heptaphyllum e seus

mecanismos celulares.
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