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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito leishmanicida do 6leo essencial de Vernonia
brasiliana (VBEO) em formas promastigotas de Leishmania infantum, seu mecanismo de a¢ao
e o efeito da sua associagdo com a droga padrao miltefosina. Folhas de V. brasiliana foram
coletadas na cidade de Santa Luzia, Maranhdo, seguido de identificacdo botanica e depdsito de
exsicata. As folhas foram secas e submetidas ao processo de hidrodestilagdo, para obtencao do
6leo essencial. A composi¢do quimica do 6leo essencial foi determinada por cromatografia
gasosa-espectrometria de massas (CG-MS). As quantidades relativas dos compostos isolados
foram calculadas a partir das dreas de pico da cromatografia gasosa. A atividade leishmanicida
do 6leo essencial foi avaliada em formas promastigotas de L. infantum e a citotoxicidade em
macréfagos DH82 através do ensaio colorimétrico do MTT. Para identificacdo de alteracdes
ultraestruturais, formas promastigotas de L. infantum foram tratadas com o ICsp do dleo
essencial e avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo. Variagdes no potencial de
membrana mitocondrial, na producdo de espécies reativas de oxigénio e a andlise de eventos
apoptoticos foram determinados por citometria de fluxo. Para tal, parasitos tratados com o 6leo
essencial, na concentragdao do ICso, foram incubados com os fluorocromos TMRE, H,DCFDA
e Anexina/lodeto de propidio (PI), respectivamente. A combinagdo entre VBEO-miltefosina foi
avaliada em formas promastigotas de L. infantum, pelo método do isobolograma modificado.
Diferentes proporcdes das drogas foram testadas para calcular o indice de concentracio
inibitéria fracionada e determinar a natureza da interacdo. Os resultados foram analisados
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn. As andlises foram
realizadas pelo software GraphPad Prism 7, com diferencas consideradas significativas quando
p<0,05. O rendimento do 6leo essencial foi de 0,1%. Os compostos majoritarios do 6leo foram
sesquiterpenos, sendo o B-cariofileno (21,47%) o principal deles. Os ensaios de atividade contra
formas promastigotas apontaram ICso de 39,01£1,080 ug/mL. A concentracao citotoxica (CCso)
foi de 63,13+1,211 pg/mL, mostrando que o 6leo € menos téxico para células do que para os
parasitos. A atividade leishmanicida do 6leo essencial foi evidenciada através das alteracdes
estruturais visualizadas nas formas promastigotas, como aumento de volume mitocondrial,
presenca de vesiculas na bolsa flagelar, descontinuidade da membrana nuclear, fragmentacdo e
condensacdo do nucleo e perda de organelas citoplasmaticas. VBEO diminuiu o potencial de
membrana mitocondrial, aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio em
promastigotas de L. infantum, com consequente indu¢do de morte celular por apoptose tardia.
A combinacido O6leo essencial-miltefosina demostrou efeito antagbnico, com indice de
concentracdo inibitdria fraciondria igual a 4,779. Este trabalho demonstra a atividade anti-
Leishmania de VBEO contra promastigotas de L. infantum.

Palavras-chave: p-cariofileno, DHS82, isobolograma, leishmaniose, morte celular, 6leo
essencial.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the leishmanicidal effect of Vernonia brasiliana essential
oil (VBEO) in promastigote forms of Leishmania infantum, its mechanisms of action and the
effect of its association with the standard drug miltefosine. V. brasiliana leaves were collected
in the city of Santa Luzia, Maranhdo, followed by botanical identification, and voucher
specimen deposit. Leaves were dried and submitted to hydrodistillation process, for the
obtention of the essential oil. The chemical composition was determined through gas
chromatography-mass spectrometry (CG-MS). The relative amounts of individual compounds
were computed from GC peak areas. The antileishmanial activity against L. infantum
promastigotes and cytotoxicity on DH82 macrophages were evaluated by MTT colorimetric
assay. To identify ultrastructural changes, promastigote forms of L. infantum were treated with
VBEO ICsp and evaluated by transmission electron microscopy. Variations in the mitochondrial
membrane potential, in the production of reactive oxygen species, and analyses of apoptosis
were determined by flow cytometry. Parasites treated with VBEO at ICs¢ concentration were
incubated with TMRE, H,DCFDA and Annexin/Propidium iodide (PI), respectively. The
combination between VBEO-miltefosine was evaluated in L. infantum promastigote forms by
the modified isobologram method. Different proportions of both drugs were tested to calculate
the fractional inhibitory concentration index and determine the nature of interaction. The results
were analyzed statistically by Kruskal-Wallis test followed by Dunn's posttest. Analyses were
performed with the software GraphPad Prism 7 and differences were considered significant
when p<0.05. The yield of the essential oil was 0.1%. The major compound of the essential oil
was the sesquiterpene B-caryophyllene (21.47%). Anti-Leishmania assays indicated an ICso
against promatigote forms of 39.01+1.080 pg/mL. The CCsp was 63.13+1.211 pg/mL, showing
that VBEO is less toxic to cells than to parasites. The antileishmanial action of the essential oil
was evidenced by ultrastructural alterations found in promastigote forms, as kinetoplast
swelling, occurrence of vesicles in the flagellar pocket, discontinuity of the nuclear membrane,
nuclear fragmentation and condensation, and loss of cytoplasmic organelles. VBEO decreased
mitochondrial membrane potential and increased the production of reactive oxygen species in
L. infantum promastigotes, with consequent cell death due to late apoptosis. The combination
of the essential oil and miltefosine showed an antagonistic effect, with a fractional inhibitory
concentration index equal to 4.779. This study demonstrates the anti-Leishmania activity of
VBEO against L. infantum promastigotes.

Keywords: -caryophyllene, cell death, essential oil, DH82, isobologram, leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

Por ser uma das endemias parasitdrias de maior importancia em termos de saude
publica no mundo, a leishmaniose possui um amplo espectro de manifestacdes clinicas,
desde lesdes cutaneas, capazes de regredir espontaneamente, até a forma sistémica, grave e
potencialmente fatal caso ndo seja tratada (KEDZIERSKI, 2011; OLIVEIRA-RIBEIRO et
al., 2017).

Pacientes humanos e caninos podem permanecer assintomdticos por um longo
periodo, mas parte pode desenvolver sinais clinicos compativeis com a infec¢do. Vale
ressaltar que o estabelecimento ou nao da infeccdo depende de uma série de fatores: do
estado imunolégico do hospedeiro vertebrado; da habilidade do parasito em infectar as
células hospedeiras, sobrevivendo ao seu microambiente e suprimindo os mecanismos de
resposta imune dos hospedeiros; e de componentes da saliva do inseto vetor, que possuem
propriedades que facilitam o estabelecimento da infeccdo (BANETH e AROCH, 2008;
BIFELD e CLOS, 2015).

Apesar dos avangos, ainda existe uma problemdtica muito grande a respeito do
tratamento da doenga, principalmente da leishmaniose visceral canina (LVC). No Brasil, de
acordo com a Portaria Interministerial n° 1.426/2008, entre o Ministério da Saide (MS) e o
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o tratamento de caes s6 é
permitido com medicamentos registrados no MAPA e que ndo sejam utilizados na
terapéutica humana (BRASIL, 2008a). Apenas um produto atende tais condicOes e foi
liberado para comercializag@o no pais, o Milteforan™, cujo principio ativo ¢ a miltefosina
(BRASIL, 2016). Em decorréncia da escassez medicamentosa, faz-se necessario o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose ou o aprimoramento

de terapias com farmacos ja existentes (DNDi, 2019).

O uso de plantas medicinais € uma alternativa terapéutica promissora, aliando o
conhecimento farmacogndstico com pesquisas que visem comprovar cientificamente os
efeitos terapéuticos das plantas. A prépria Organizacao Mundial da Saide (OMS) reconhece
a importancia dessa medicina tradicional, especialmente nos paises em desenvolvimento

(FORMAGIO et al., 2013; WHO, 2013).
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No Brasil, o Ministério da Saide implementou em 2008 a Portaria Interministerial n°
2.960, que instituiu o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos e criou o
Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, que t&ém por objetivo ampliar as
opcdes dos usudrios do Sistema Unico de Satde (SUS) mediante uso sustentdvel de plantas
(BRASIL, 2008b). Com isso, o SUS listou 71 espécies vegetais com potencial terapéutico,
dentre elas, espécies do género Vernonia (BRASIL, 2009).

O género Vernonia é um dos mais numerosos e complexos da familia Asteraceae,
que € amplamente distribuido no planeta. O uso popular também ¢ bastante disseminado,
principalmente no continente africano e no Brasil (HATTORI e NAKAJIMA, 2008).
Tradicionalmente conhecida como assa-peixe, as plantas deste género sdo usadas na
medicina popular com as mais diversas finalidades, especialmente no tratamento de doencas
respiratérias e infeccdes em geral (CORREA er al., 2004). Diversos trabalhos comprovaram
o potencial farmacolégico de espécies de Vernonia, em especial V. amygdalina. No Brasil,
V. brasiliana tem grande importincia medicinal, no entanto, os estudos sobre suas
propriedades farmacoldgicas sdo centrados nos efeitos antiplasmddico e antibacteriano

(CARVALHO et al., 1991; ALVES et al., 1997; MAIA et al., 2010).

Trabalhos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que V.
brasiliana possui atividade leishmanicida promissora no modelo in vitro, em formas
promastigotas de L. amazonensis (CORTEZ DE SA, 2015), o que nos abriu perspectivas
para testes com a espécie L. infantum, causadora da LVC. Nosso grupo vem trabalhando
com a fitoterapia, no intuito de testar formulagdes a base de plantas, que exercam efeito
direto sobre o parasito, levando a sua destrui¢do, ou efeito indireto, por meio da modulacao
do sistema imunoldgico dos animais, o que pode acarretar também em uma melhor acdo
terapéutica de outros medicamentos. No panorama atual, tem-se a cidade de Sado Luis,
hiperendémica para LVC, com numero crescente de animais com manifestacdes clinicas
atipicas da doenca. Do outro lado, tem-se a escassez de op¢des terapéuticas para cies, com
apenas uma droga disponivel no mercado. Diante destes fatores, aliada a disponibilidade de
matéria vegetal, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade leishmanicida do dleo

essencial de V. brasiliana em L. infantum.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos epidemiolégicos da Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose negligenciada, que afeta
principalmente as populacdes mais pobres e em maior situacdo de vulnerabilidade social e
econdmica (ALVAR et al., 2006). E uma enfermidade infecciosa causada por protozodrios
do género Leishmania, ndo contagiosa e de cardter cronico, presente nos tropicos,

subtrépicos e regides temperadas (ALVAR et al., 2012).

Aproximadamente 350 milhdes de pessoas em todo o mundo encontram-se sob risco
de contrair a doenga. Estima-se que entre 50 a 90 mil casos de LV ocorram mundialmente a
cada ano, dos quais apenas 25 a 45% sao relatados a OMS. Em 2017, mais de 95% dos casos
notificados estavam restritos a apenas dez paises: Bangladesh, Brasil, China, Etiépia, India,

Quénia, Nepal, Somalia, Suddo e Sudao do Sul (WHO, 2019).

Em uma perspectiva global, o Brasil é um dos principais focos de LV, com uma
incidéncia anual média em 2017 de 2 casos para cada 100.000 habitantes (SINAN, 2018).
No ano em questdo, o pais apresentou 3.987 casos confirmados (SINAN, 2019a) e, dentre as
unidades federativas, os estados de Minas Gerais e Maranhdo apresentaram os maiores

quantitativos, com 781 e 709 casos, respectivamente (SINAN, 2019b; SINAN, 2019¢).

Caes sao considerados os principais reservatorios domésticos de L. infantum, agente
etiol6gico da LVC, e a principal fonte de infeccdo do vetor. Por isso, a presenca desses
animais em dreas endémicas representa um fator de risco para o desenvolvimento da doenga
humana (ALVES e BEVILACQUA, 2004). Anélises espaco-temporais evidenciam que
casos humanos tendem a estar mais concentrados em dreas com alta incidéncia de casos de

LVC (TEIXEIRA-NETO et al., 2014; WERNECK, 2014).

A principal forma de transmissdo do parasito para os seres humanos e outros
hospedeiros mamiferos é por meio da picada de flebotomineos fémeas infectadas. No Brasil,
as principais espécies envolvidas na transmissdo sdo Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi

(SANTOS NOGUEIRA et al., 2019).

As manifestagdes clinicas da LVC sdo variadas, com um amplo espectro de sinais
clinicos ndo especificos. A maioria dos cdes infectados nao desenvolve a doencga e vive sem

nenhum sinal aparente (FOGLIA MANZILLO et al., 2013), enquanto uma popula¢do mais
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suscetivel desenvolve sua forma mais severa. Animais infectados saudaveis servem como
uma fonte parasitiria marginal aos vetores. Por sua vez, os doentes sdo altamente
infecciosos, em decorréncia da resposta imune celular ineficaz e do parasitismo moderado a

elevado, especialmente na pele (COURTENAY et al., 2014).

No Brasil, apesar dos esfor¢cos do Ministério da Sadde, os casos de LV mais que
dobraram durante o periodo de 1990-2016 (MARTINS-MELO et al., 2018). As provaveis
razdes para este crescimento sao a migra¢do humana das 4reas rurais para dreas urbanas, o
estabelecimento de populacdes permanentes de fleb6tomos em localidades anteriormente
livres, como consequéncia do éxodo rural, e o fluxo descontrolado de animais, com particular
atencdo para a circulacdo de caes errantes (ALVAR et al., 2012; BELO et al., 2015). Dada
a disseminacdo da doenca e o aumento do nimero de casos, € evidente que as medidas de

controle aplicadas ndo sdo completamente adequadas (QUINNELL e COURTENAY, 2009).

Com o objetivo de reduzir a propagacdo da doenca e os indices de mortalidade, o
Ministério da Sadde estabeleceu o Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral (BRASIL, 2006), que se baseia em trés estratégias: diagndstico precoce e
tratamento dos pacientes humanos; controle do vetor por meio de gestdo ambiental e uso de
inseticidas; e identificacdo e eutandsia do reservatério canino. No entanto, esta ultima
estratégia € objeto de considerdvel controvérsia, tanto do ponto de vista ético como de

eficdcia (GONTLO e MELO, 2004; BRASIL, 2014).

Estudos de modelagem matematica preveem que o programa de eliminacdo de caes
soropositivos no Brasil deve ser eficaz em dreas de baixa e média, mas ndo de alta
transmissdo de Leishmania (COSTA et al., 2013). Contudo, a pritica permanece
questiondvel pois, apesar da eutandsia de milhares de cdes com infec¢do suspeita e
confirmada a cada ano, o programa nao obteve sucesso (DANTAS-TORRES et al., 2012;
SILVA et al., 2018).

H4 vérias explicacdes para esta situagdo: a falta de profissionais qualificados causada
por restricdes financeiras, o que leva a atrasos nas coletas, na realizacdo dos testes e na
remogdo dos cdes soropositivos; falhas em identificar e remover o alto nimero de animais
assintomadticos; a recusa de proprietdrios em cumprir as medidas de vigilancia; a alta taxa de
substituicdo dos animais eutanasiados por caes jovens, imunologicamente imaturos; e a falta

de um teste diagndstico preciso no local de atendimento (ZUBEN e DONALISIO, 2016).
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Teoricamente, o controle vetorial seria a estratégia mais eficaz no combate a
leishmaniose, mas sua implantacdo encontra grandes entraves, devido a problemas
operacionais: o alto custo de manuten¢do da pulverizacio de inseticidas em larga-escala; o
conhecimento limitado sobre a ecologia e biologia do vetor em 4reas urbanas; e a
necessidade de um extenso sistema de vigilancia entomoldgica, que pudesse estimar o
tamanho da populagdo de vetores (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; RANGEL e VILELA,
2008).

O resultado da adog¢do de determinada medida de controle e prevencdo da LV
depende da variabilidade das taxas de transmissdo do parasito. Por ser considerada uma
doenca em que as circunstancias de transmissdo dependem de fatores locais, a escolha das

medidas de controle deve ser baseada no contexto especifico para o qual serd implementada

(WERNECK, 2014).
2.2 A imunologia da infec¢ao por Leishmania

Desde a entrada de formas promastigotas metaciclicas na corrente sanguinea do
hospedeiro, apds a picada do flebotomineo, até sua transformac@o em amastigotas no interior
dos macréfagos, a batalha entre o estabelecimento da doencga e a eliminacdo do parasito
depende de vérios fatores: de componentes da saliva do inseto vetor; do estado imunolégico
do hospedeiro; e da capacidade de Leishmania em evadir-se da resposta imune (GUPTA et

al., 2013; BIFELD e CLOS, 2015).
2.2.1 Mecanismos de evasao de Leishmania
2.2.1.1 O sistema complemento

O sistema imunolégico, na maioria dos eucariotos superiores, € dividido em inato e
adaptativo. O sistema complemento é componente da imunidade inata e atua na eliminacao
de patégenos, favorecendo o processo de fagocitose. Consiste em pequenos precursores
inativos de proteinas, presentes no sangue, que sdo ativados quando estimulados por
antigenos. Quando elementos do complemento se ligam a superficie do patégeno ocorre
quimiotaxia, opsonizagdo, aglutinacao e lise celular, através da formacdo de um complexo

de ataque a membrana (BIFELD e CLOS, 2015).

As formas promastigotas de Leishmania aproveitam-se desse mecanismo de defesa

para entrar no macréfago de maneira silenciosa, além disso, possuem em sua superficie dois
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componentes que lhes conferem resisténcia ao complemento, a metaloprotease GP63 e o

lipofosfoglicano (LPG) (PUENTES et al., 1990; BRITTINGHAM et al., 1995).

A GP63 ¢ uma enzima multifuncional relacionada com a inativa¢ao de componentes
do sistema complemento. Ela inativa a proteina C3b em iC3b, o que inibe a formacdo do
complexo C5 convertase (Figura 1). Além disso, iC3b funciona como uma opsonina e, ao
ligar-se ao receptor do complemento 3 (CR3) presente nos macréfagos, diminui a produgio
de IL-12 e inibe o burst oxidativo, o que contribui para a sobrevivéncia do parasito
(MOSSER e EDELSON, 1987; BRITTINGHAM et al., 1995; UENO et al., 2009). Desta
forma, ao inibir a atividade do sistema complemento e reduzir a producdo de citocinas pro-
inflamatoérias, a GP63 atua como um importante fator de viruléncia no desenvolvimento

intracelular do parasito e no estabelecimento da infeccdo (MURASE et al., 2018).

O LPG, por sua vez, é um glicolipidio de organizacdo complexa e, assim como a
proteina GP63, contribui para a viruléncia de Leishmania ao impedir a formacdo do
complexo de ataque a membrana (C5b-C9) e sua ligacao a membrana do parasito (Figura 1).
Também interage com a proteina C reativa, proteina de fase aguda da inflamacao, que
desencadeia a fagocitose e inibe a formacao dos fagolisossomos, evitando as consequéncias
microbicidas do processo fagocitiario (PUENTES et al., 1990; TALAMAS-ROHANA et al.,
1990; LAZARO-SOUZA et al., 2018).

Em condicdes fisiolégicas, promastigotas de L. major, L. donovani, L. infantum e L.
amazonensis sao destruidas pelo sistema complemento apos 2,5 minutos no sangue humano.
Estudos mostram que, apds um minuto de contato de L. amazonensis e L. donovani com o
sangue humano, foram encontrados granuldcitos infectados. Portanto, para que o parasito
escape do sistema complemento, € essencial que infecte uma célula fagocitica

(DOMINGUEZ et al., 2002; MORENO et al., 2010).
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Figura 1. Papel das moléculas de superficie gp63 e LPG na evasdo da resposta imune causada
por Leishmania.
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FCyR: receptor da proteina C reativa. PCR: proteina C reativa. Fonte: a autora (2020).
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2.2.1.2 Neutrofilos e a estratégia do “cavalo de Troia”

Os neutréfilos sdo os leucdcitos mais abundantes do sangue e, por isso, sdo as
primeiras células a serem recrutadas para locais de lesdo tecidual e infec¢des microbianas.
Desempenham papel muito importante na imunidade inata e na regulacdo da imunidade

adaptativa (NAUSEEF e BORREGAARD, 2014).

Estas células possuem estratégias para eliminar patégenos invasores, que incluem a
fagocitose e subsequente destrui¢do do microrganismo nos fagolisossomos, a libera¢do do
seu contetido granular no microambiente local, e a produgado de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Além disso, liberam as armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETs, do inglés
neutrophil extracellular traps), estruturas de DNA associadas a proteinas microbicidas,
capazes de capturar microrganismos e até mesmo destrui-los (BRINKMANN et al., 2004).
Citocinas e quimiocinas liberadas por neutréfilos estdo envolvidas na ativacdo e/ou
recrutamento de outras células, contribuindo assim para a formagdo e desenvolvimento de

uma resposta imune adaptativa (SCAPINI e CASSATELLA, 2014).

Embora os macrofagos sejam as células predominantemente infectadas na
leishmaniose, ndo sdo as primeiras a serem recrutadas para o local da inoculagdo do parasito.
Ha evidéncias de que os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem no sitio de
inoculagdo e, embora seu papel durante a infeccdo nao seja consensual, hd indicios de que

Leishmania tem capacidade para modular sua vida ttil (CECILIO et al., 2014).

Os neutrofilos tém um periodo de vida curto, entre 6 a 10 horas e, apds atingir esse
tempo entram em apoptose, estando infectados ou ndo. No entanto, quando infectados, ha
um atraso no processo apoptético favordvel ao parasito, que se encontra em um nicho
intracelular seguro (AGA et al., 2002; GEERING e SIMON, 2011). O retardo da apoptose
dos neutréfilos € uma estratégia 6bvia do parasito para prolongar sua permanéncia nessas

células e utiliza-las para sua replicacdo (REGLI et al., 2017).

Depois de infectados, neutréfilos secretam diferentes fatores quimiotdticos para
macréfagos. Quantidades elevadas de IL-10 e baixas quantidades de IL-12, produzidas por
macrofagos, contribuem para a entrada silenciosa de L. major nos macréfagos (MENTEN e¢
al., 2002; VAN ZANDBERGEN et al., 2004; FILARDY et al., 2010). O parasito pode,

portanto, chegar de forma despercebida a sua célula hospedeira primaria e prosseguir com o
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processo de infeccdo, usando a estratégia denominada “Cavalo de Tréia” (JOHN e

HUNTER, 2008).
2.2.1.3 Sobrevivéncia no interior do macroéfago

Para sobreviver dentro do macréfago, Leishmania deve resistir as condi¢cdes adversas
intracelulares, que incluem pH 4cido, temperatura elevada e aumento do estresse
oxidativo/nitrosativo (GUPTA et al., 2013). Apds a fagocitose, as formas promastigotas sao
internalizadas em compartimentos endossdmicos, onde se transformam em amastigotas. A
fim de escapar do ambiente hostil do fagolisossomo, as promastigotas impedem
transitoriamente a fusdo do fagossomo e do lisossomo, retardando ou inibindo a maturagao
endossomica (OLIVIER ef al., 2005; PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX, 2015). O LPG
presente na sua superficie inibe a maturacao do endossomo, através do acimulo de F-actina.
Evita também a acidificacao do fagossomo, ao interferir na bomba V-ATPase, o que permite

a diferenciacdo de promastigotas em amastigotas resistentes (VINET et al., 2009).

A eliminagdo de esfingolipidios no hospedeiro € outra estratégia de sobrevivéncia
empregada pelas formas amastigotas para combater o ambiente dcido do fagolisossomo. Para
diminuir o efeito leishmanicida do 6xido nitrico, Leishmania regula a proteina do trafego
lisossomico (LYST), resultando na formagdo de vactolos parasitéforos (WILSON et al.,

2008; ALl et al., 2012).

Formas amastigotas requerem ferro para seu metabolismo e replicacdo, portanto a
aquisicdo de ferro € fundamental para sua sobrevivéncia no fagolisossomo dos macréfagos
(HUYNH e ANDREWS, 2008). O ferro medeia a geracao de EROs, que normalmente sdo
deletérios para patdgenos, mas que podem também atuar como moléculas sinalizadoras,
regulando a diferenciacdo do parasito (PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX, 2015). Em
macréfagos murinos, a proteina Nramp1 funciona como uma bomba de efluxo, que transloca
ferro do fagolisossomo para o citoplasma, restringindo assim sua disponibilidade ao parasito.
Leishmania neutraliza esse efeito pela ativacdo de seus préprios transportadores de ferro
(Leishmania iron transporters), LIT1 e LIT2, que competem efetivamente com o mecanismo

de sequestro de ferro do hospedeiro (KAYE e SCOTT, 2011).

O aminoécido arginina também € um fator de crescimento essencial exigido pelas
amastigotas para a sintese de poliaminas, mas também € usada por macréfagos para a

producdo de 6xido nitrico. Esses fatores de viruléncia expressos pelas amastigotas de
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Leishmania permitem que o parasito iniba a resposta imune celular do hospedeiro e

sobreviva no fagossomo (INIESTA et al., 2001; KROPF et al., 2003).
2.2.1.4 Alteracao das vias dos receptores tipo 7Toll

Os receptores do tipo Toll (TLRs), expressos nas células do sistema imunoldgico
inato, sdo essenciais para o reconhecimento de padrdoes moleculares associados a patégenos
(PAMPs), e a interagdo inicial do parasito com diferentes TLRs determina o resultado da

infec¢do (FARIA et al., 2012).

Nos macréfagos, TLR2 reconhece o LPG presente no glicocdlice das formas
promastigotas de Leishmania e antigenos especificos de amastigotas (SRIVASTAVA et al.,
2012). A interagdo LPG-TLR2 leva a producio de TNF-a, IL-12, 6xido nitrico (NO) e EROs
(FLANDIN et al., 2006; KAVOOSI et al., 2009; KAVOOSI et al., 2010).

O uso de agonistas de TLR2 induz a resposta imune protetora no hospedeiro, que
resulta na remog¢do do parasito de macréfagos infectados por L. donovani
(BHATTACHARYA et al., 2010). Para modificar essa resposta inflamatéria, L. major
recruta proteinas da familia dos supressores da sinalizacdo de citocinas, SOCS-1 e SOCS-3,
que regulam negativamente a indugdo de citocinas induzida por TLR2 (DE VEER et al.,
2003). Outro mecanismo de supressdao de TLR2 mediada por Leishmania envolve a ativacao
da enzima desubiquitinase A20 do hospedeiro por promastigotas de L. donovani, que
compromete a liberacdo de IL-12 e TNF-a mediada por TLR2, uma vez que o parasito

interfere na ubiquitinacdo de TRAF6 (SRIVASTAYV et al., 2012).

Por outro lado, L. amazonensis interfere na sinalizacio de TLR2 para facilitar o
estabelecimento da infeccdo, ao aumentar a expressao da proteina quinase dependente de
RNA (PKR) e IFN-B. O IFN-f eleva os niveis de superdxido dismutase 1, que inibe a morte
do parasito dependente de superoxido e aumenta sua replicagdo (KHOURI et al., 2009;
VIVARINI et al., 2011). Além disso, estudo semelhante com camundongos deficientes em
TLR2 mostrou o papel essencial deste receptor no desenvolvimento da lesdo durante a
infeccdo por L. braziliensis (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2009). Esses achados
sugerem multiplos mecanismos empregados por diferentes espécies de Leishmania para

alterar a sinalizacdo do TLR2 e permitir sua sobrevivéncia.
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O receptor TLR4 desempenha papel critico na formacdo da resposta imune do
hospedeiro durante a infeccdo por Leishmania. Estudos em ratos com duplo knockout para
TLR4 (-/-) demonstram a funcao de TLR4 no controle da infeccao por L. major (KROPF et
al., 2004a; KROPF et al., 2004b). O glicosfingofosfolipidio (GSPL) e o complexo
proteoglicolipideo (PS8GLC) de Leishmania ativam TLR4, promovendo uma forte resposta

imune antiparasitiria (WHITAKER et al., 2008; KARMAKAR et al., 2012).

Logo, o parasito desenvolveu estratégias para alterar as vias de sinalizacdo de TLR4,
para favorecer o estabelecimento de infeccao. Durante a infec¢do por L. donovani, a ativagao
de macréfagos mediada por TLR4 € suprimida através da liberacdo de TGF-B (DAS et al.,
2012). L. major utiliza os inibidores da serina protease (ISP) para impedir a ativacdo do
TLR4, inibindo a captagdo e a morte de Leishmania por macréfagos (RIBEIRO-GOMES et
al.,2007; FARIA et al., 2011). Por outro lado, L. mexicana interfere na sinalizacdo de TLR4
para inibir a producao de IL-12 por macréfagos infectados e promover o estabelecimento de

parasitos (SHWEASH et al., 2011).

Outros TLRs envolvidos na infec¢do por Leishmania incluem TLR3 e TLR9. O
TLR3 enddgeno se liga ao RNA de fita dupla e poder ser ativado durante a infeccao por
Leishmania. Foi demonstrado que cepas virulentas de L. guyanensis que abrigam o RNA
virus de Leishmania (LRV1) ativam a via dependente de TLR3-TRIF, essencial para o
aumento da expressdo de mediador pré-inflamatério apds a infeccdo por macréfagos
(HARTLEY et al., 2012). Curiosamente, as respostas imunes mediadas por TLR3 tornaram
os camundongos mais suscetiveis a infec¢do, mostrando edema nas patas e parasitemia,

juntamente com aumento de metdstases (IVES et al., 2011).
2.2.2 Resposta do hospedeiro frente a infeccao

Células T sdo consideradas as mais importantes do sistema imunoldgico, capazes de
se diferenciar em varios subgrupos, como as células Thl, Th2, Th17, Treg, entre outras.
Esses subgrupos sdo gerados a partir de um estimulo inicial, transmitido por diferentes
células apresentadoras de antigenos (APCs), como macréfagos e células dendriticas.
Leishmania reconhece as APCs e se multiplica no ambiente hostil dessas células (JAWED
et al., 2016; AZZOUZ ¢ LAWTON, 2017). Durante a progressdao da infec¢do, o parasito

modula o macréfago hospedeiro ou a célula dendritica para sua sobrevivéncia e, como
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resultado, os fatores especificos secretados pela APC reprogramada ajudam na diferenciacao

de subconjuntos especificos de células T (JAWED et al., 2019).

Os componentes do sistema imunolégico desempenham papel vital para remogao do
parasito por meio das APCs, producdo de citocinas e quimiocinas e das células T
(LUCKHEERAM et al., 2012; LIU et al., 2018). As células T sdo caracterizadas pela
presenca de marcadores especificos em sua superficie, tais como: CD3, CD4 e CDS§;
expressao de fatores de transcri¢do, como GATA-3, Tbet, RORYt ¢ Foxp3; e interagdo com
classes especificas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) para
reconhecimento de antigenos, como MHCI e MHCII (MINGARI e MORETTA, 1982;
JOAO et al., 2006).

Algumas células T, como as células Th17, secretam as citocinas IL-17 e IL-6, que
ajudam a atingir o estado pré-inflamatoério e fornecem imunidade protetora contra infecgoes
parasitdrias (BRINKHOFF et al., 2018). A ocorréncia de tal diversidade nos subgrupos de
células T nos ajuda a explorar seus aspectos funcionais e a categorizar o grupo especifico de
células sob o papel seletivo que elas desempenham. As células T reconhecem antigenos
ligados ao MHC, auxiliam na proliferacdo de outras células T, na ativacdo de células B, na
regulacdo da resposta imune intensa e na conexdo do sistema imune inato e adaptativo, para

inducdo de uma resposta da memoria (RABB, 2002).
2.2.2.1 Células T CD4+

A maioria dos linfécitos T sdo células T CD4+. Possuem esse nome por expressarem
em sua membrana a glicoproteina CD4, que reconhece antigenos ligados a molécula de MHC
de classe II. Linfécitos T CD4+ funcionam principalmente como células T auxiliares. Ao
interagirem com o complexo MHC II, as células T CD4+ “virgens” (naive) se diferenciam

em Th1 ou Th2, dependendo do microambiente (LUCKHEERAM et al., 2012).

No perfil Th1, sdo secretadas citocinas pré-inflamatérias, como IL-12, IFN-y e TNF-
a, associadas a uma resposta protetora do hospedeiro a Leishmania, enquanto no perfil Th2
sdao produzidas IL-4 (nos casos de leishmaniose cutanea), IL-10 e TGF- (nos casos da
doenca visceral), relacionadas a suscetibilidade e progressdo da doenca. No entanto, essa
polarizacao Th1/Th2 parece ser observada apenas em alguns modelos murinos e ndao pode

ser totalmente aplicdvel a doenca humana ou canina, que geralmente apresentam uma
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resposta mista de citocinas, varidvel e dependente da espécie infectante (CECILIO et al.,

2014; JAWED et al., 2018).
2.2.2.2 Células T CD8+

Células T CD8+ sdo linfécitos T citotéxicos, que expressam a glicoproteina dimérica
CD8 em sua membrana e reconhecem antigenos ligados ao complexo MHC classe I. Quando
as células T CD8+ naive sdo ativadas, podem acontecer trés mecanismos de defesa contra a
infec¢do. O primeiro € a producao de citocinas IFN-y e TNF-a, o segundo ¢ a liberacao de
granulos citotéxicos, como perforina e granzima, e o terceiro é a destruicdo das células
infectadas por meio das interagdes Fas/FasL. (WHERRY et al., 2003). No caso de LV
causada por L. donovani, foi relatado que a presencga de células T CD8+ confere protecio
contra o inicio e a progressdo da doencga através da secrecdo de perforina e granzima

(KAUSHAL et al., 2014).
2.2.2.3 Células Th17

Células Th17 também fazem parte da linhagem de células T CD4+, caracterizadas
pela producdo das citocinas IL-17, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-a, IL-6 e IL-26
(HARRINGTON et al., 2005; CROME et al., 2010). As células Thl7 sao altamente
responsivas a determinadas quimiocinas e receptores de citocinas, como CCR4, CCR6 e IL-
23R, expressos na sua superficie celular (SATO et al., 2007). As citocinas produzidas t€m
efeitos patogé€nicos e benéficos. Ajudam na eliminagdo de microrganismos patogénicos,
mas, por outo lado, a liberagdo continua de IL-17 leva a doencas autoimunes por inflamacao
cronica (OUYANG et al., 2008). Na LV, as células Th17 estdo associadas a resposta imune
protetora do hospedeiro, através da secrecao de IL.-17 e do recrutamento de neutréfilos para

o local de inoculagao (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017).
2.2.2.4 Células T regulatérias

As células T regulatérias (Treg) sdo um subconjunto de células T CD4+ que
expressam constitutivamente CD25 (ALLOS et al., 2019). Sao amplamente estudadas em
modelos humanos e experimentais de LV, onde foi evidenciado que estio associadas a maior
suscetibilidade a infeccdo, devido a secrecdes elevadas de IL-10 e TGF-f (RAl et al., 2012).
Tal estimulo leva a producdo de IL-10 por células Th2, o que confere maior supressao

imunolégica ao hospedeiro infectado (LEVEQUE et al., 2009).
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2.2.2.5 Células T Natural Killer (T NK)

E um subgrupo incomum do sistema imunoldgico, que néo exibem as moléculas de
membrana e os receptores tipicos de células T, que distinguem suas diferentes linhagens.
Geralmente sdo caracterizados pela presenga de marcadores como NK 1.1, NK 1.2, CD16 e
CD56. Atuam na auséncia de anticorpos ou de MHC, exercem funcdo de linfécitos
citotéxicos e produzem quantidade abundante de citocinas ao encontrar um antigeno (WU e
VAN KAER, 2009). Funcionam como uma ponte entre o sistema imune inato e adaptativo
produzindo rapidamente uma grande variedade de citocinas exclusivas (ROBERTSON et
al.,2014). Apés a ativagao, as células T NK secretam IFN-y, TNF-a, [L-23 e citocinas Th17,
que restauram a resposta imune do hospedeiro e ajudam na eliminac¢do efetiva do parasito

(JAWED et al., 2019).
2.3 Manifestacoes clinicas da LVC

Os aspectos clinicos e laboratoriais da LVC sdo bastante varidveis em decorréncia da
resposta imune orquestrada pelo organismo frente a infeccao. Por ser uma doenga sistémica,
pode envolver potencialmente qualquer 6rgdo, tecido e fluido biolégico (BANETH et al.,

2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; PALTRINIERI ez al., 2010).

Os sinais clinicos mais relatados pela literatura sdo dermatopatias (alopecia,
dermatite esfoliativa, hiperqueratose, tlceras cutdneas, onicogrifose), alteracdes oftdlmicas
(conjuntivite, ceratoconjuntivite, blefarite, uveite), linfadenopatia generalizada, perda
progressiva de peso, anorexia, apatia, atrofia muscular, politria, polidipsia, febre,
esplenomegalia, hepatomegalia e alteracOes renais. Outras manifestacdes clinicas mais
incomuns incluem ascite, sindrome nefrética, epistaxe, poliartrite, sinais neurolégicos e
cardiorrespiratérios (KOUTINAS et al., 1999; BLAVIER et al., 2001; BANETH et al.,
2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; MELENDEZ-LAZO et al., 2018). Como os sinais

sdo varidveis e inespecificos, € vasta a relacdo de diagndsticos diferenciais para LVC

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Os achados de patologia clinica de rotina reforcam ainda mais a suspeita clinica e,
em alguns casos, podem ser a tinica indicacao da doenca. Os mais frequentes incluem anemia
normocrdmica, normocitica € nao regenerativa, aumento da proteina total e globulina
(principalmente beta e gamaglobulina), hipoalbuminemia, diminuicdo da razdo

albumina/globulina, aumento da atividade das enzimas hepaticas e proteintiria glomerular
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(CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2001;
CORONA et al., 2004; CORTADELLAS et al., 2006; PLEVRAKI et al., 2006; SHAW et
al., 2009). Além da mensuracdo quantitativa da proteinuria (razdo proteina/creatinina na
urina), € imprescindivel a avalia¢do da fun¢do renal através das concentracdes de nitrogénio
da ureia no sangue, creatinina e fdsforo inorgadnico, uma vez que, quando presente, a
azotemia renal tem grande impacto nas decisdes terapéuticas e no progndstico do animal

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A classificagdo clinica cldssica dos animais em assintomaticos, oligossintométicos e
sintomdticos se baseia apenas no exame fisico e, por esse motivo, é bastante limitada
(SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2008; MOMO et al., 2014). Logo, buscou-se
estabelecer uma classificacdo mais apropriada, ja4 que existe uma diversidade de sinais
clinicos, com diferentes graus de gravidade e progndsticos. O estadiamento clinico € de
grande importancia em cdes com leishmaniose, ndo apenas do ponto de vista clinico, para
avaliacdo da gravidade e progndstico, mas também para fins de pesquisa clinica

(MELENDEZ-LAZO et al., 2018).

Virias tentativas foram realizadas para estabelecer a classificagdo clinica mais
adequada, sendo as propostas pelo LeishVet e pelo Canine Leishmaniasis Working Group
(CLWG) as mais utilizadas, com boa concordancia entre ambas (SOLANO-GALLEGO et
al., 2009; PALTRINIERI et al., 2010).

No sistema LeishVet, a doenca € classificada em quatro estdgios de evolucao: estagio
I (doenca leve), estagio Il (doenca moderada), estagio III (doenca grave) e estagio I'V (doenca
muito grave), com base no exame fisico, sorologia e parametros hematoldgicos e
bioquimicos, além de avaliagdo detalhada da funcdo renal, em conformidade com a
International Renal Interest Society (IRIS) (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). J4 o sistema
do CLWG classifica os cdes em quatro estdgios: estagio A (caes expostos), estagio B (caes
infectados), estdgio C (caes doentes) e estadgio D (caes gravemente doentes), de acordo com
a condigao clinica, associada ao diagndstico soroldgico e parasitolégico (citologia, histologia
ou PCR) e anormalidades clinico-patoldgicas. Vale ressaltar que os sistemas de classificagao
nao devem ser considerados como um esbogo rigido e esquemdtico de uma doenga tdo
complexa, mas como ferramentas udteis para o manejo de caes afetados (PALTRINIERI et

al., 2010).
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Nao existe consenso sobre a relevancia de cada fase da doenca ou de cada forma
clinica na transmissdo do parasito. Alguns trabalhos mostram que a maior parte da
transmissdo aos vetores resulta de uma pequena propor¢do de animais com alta carga
parasitdria, o que estaria relacionado a manifestacdes clinicas graves (COURTENAY et al.,
2002; COURTENAY et al., 2014). Por outro lado, animais assintomdticos também podem
ser altamente infecciosos, indicando seu papel na manutenc¢ao e disseminagao do protozoario
em dreas endémicas (LAURENTI et al., 2013). Embora os resultados sejam divergentes, ¢
prudente considerar igualmente cdes sintomadticos e assintomdticos na recomendacdo de

medidas de controle da doenga (RIBEIRO et al., 2018).
2.4 Tratamento da LVC

Ao contrario dos paises europeus, nos quais o tratamento da LVC € rotineiro e ha
disponibilidade de varias drogas, como os antomoniatos pentavalentes, anfotericina B,
miltefosina, alopurinol, domperidona, paramomicina e pentamidina, no Brasil o tratamento
foi vetado até o ano de 2016 (MIRO etal.,2009; OLIVA et al.,2014; MATTIN et al., 2014;
REGUERA et al., 2016).

Em 2008 foi estabelecida a Portaria Interministerial n° 1.426, entre o MS e 0o MAPA,
que proibiu a intervencao terapéutica em animais com drogas destinadas ao uso humano ou
ndo registradas no MAPA. Os argumentos para tal decisao foram que nenhum farmaco ou
esquema terapéutico garantiria a eficicia do tratamento e a ndo-infectividade dos caes, a falta
de evidéncias cientificas da interrup¢ao da transmissdo do parasito, além do risco de inducao
e selecdo de cepas resistentes aos medicamentos. Desta forma, o médico veterindrio que
descumprisse as determinacdes da Portaria estaria sujeito as penalidades do Cédigo de Etica

Profissional e do Cédigo Penal (BRASIL, 2008b).

Para obtencao do registro, era necessdrio que a parte interessada, além de observar
os previstos na legislacdo vigente, realizasse ensaios clinicos controlados e emitisse relatorio
de conclusao dos mesmos, mediante nota técnica conjunta (BRASIL, 2008b). Desta maneira,
em 2016, por meio da Nota Técnica n° 001/2016, foi autorizado o registro do farmaco
Milteforan™ (miltefosina), do Laboratério Virbac Saide Animal e, com isso, o tratamento

da LVC no Brasil passou a ter um carater legal (BRASIL, 2016).

Do ponto de vista quimico, a miltefosina (hexadecilfosfocolina) é um

alquilfosfolipidio, muito semelhante as lecitinas (REGUERA et al., 2016). Originalmente,
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foi desenvolvida como droga antitumoral para o tratamento tépico de metdstases cutaneas
de carcinomas mamarios (HILGARD er al., 1993; LEONARD et al., 2001) mas,
simultaneamente, seu potencial leishmanicida foi identificado (BERMAN, 2005). Foi o
primeiro e permanece sendo o unico medicamento oral utilizado no tratamento da
leishmaniose (SUNDAR et al., 2013), sendo eficaz para casos humanos e caninos
(SUNDAR et al., 1998; JHA et al., 1999; SUNDAR et al., 1999; VERMA E DEY 2004;
MATEO et al., 2009; MIRO et al., 2009; WOERLY et al., 2009).

O mecanismo de acdo da miltefosina ainda nao estd claramente definido, mas
acredita-se que seu principio ativo atue em mais de um alvo molecular (WOERLY et al.,
2009). Estudos in vitro mostram que a droga inibe a biossintese do receptor
glicosilfosfatidilinositol (GPI), a principal molécula para a sobrevivéncia intracelular do
protozoario; de fosfolipases e proteinas quinases C especificas de Leishmania (SANTOS
NOGUEIRA et al., 2019). Como a sintese de glicolipidios e glicoproteinas da membrana do
parasito € alterada, ocorre morte celular por apoptose e disfuncdo mitocondrial (VERMA e
DEY, 2004; LUQUE-ORTEGA E RIVAS, 2007). Além disso, a miltefosina promove
resposta Th1l dependente de IL-12 em cdes, que resulta no aumento dos niveis séricos de
IFN-y e na producdo de NO e EROs por macréfagos, o que demonstra suas propriedades
imunomoduladoras (MANNA et al., 2008; ANDRADE et al., 2011; BALANA-FOUCE et
al., 2012).

Quimicamente, a molécula da miltefosina possui natureza zwitteridnica, ou seja, é
eletricamente neutra, mas possui cargas opostas em diferentes atomos. O grupamento amina
quaterndria € carregado positivamente e o grupo fosforil, negativamente, o que a torna mais
solivel em dgua. Em termos praticos, isto representa uma grande vantagem sobre a maioria
das drogas leishmanicidas, pois permite sua administragdo por via oral (REGUERA et al.,

2016).

A dose recomendada quando utilizada como monoterapia para LVC € de 2 mg/kg/dia,
durante 28 dias (NOLI e SARIDOMICHELAKIS, 2014). Os parametros farmacocinéticos
da miltefosina tém interferéncia direta na pratica clinica em cées. E uma droga de absor¢io
lenta e biodisponibilidade estimada em 94%, com meia-vida de aproximadamente 159 horas.
Por apresentar baixa depuragdo plasmadtica, a taxa de acimulo no sangue € 5-6 vezes maior
apo6s repetidas administragdes. A miltefosina ndo é substrato de enzimas do metabolismo

oxidativo, mas pode ser clivada em colina nos hepatdcitos através das fosfolipases C e D, e
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seus produtos de degradacdo utilizados para a sintese de acetilcolina ou lecitina no

hospedeiro (DORLO et al., 2012).

Ensaios clinicos demonstram que o farmaco apresenta bons resultados para LVC e
contribui para a melhoria dos sinais clinicos até dois anos apds o tratamento (WOERLY et
al., 2009; ANDRADE et al., 2011). No entanto, apesar da reducdo da carga parasitiria na
maioria dos 6rgdos, a eliminagdo parasitdrio na medula dssea nao € alcangado, logo, os
animais permanecem parasitologicamente positivos (MATEO et al., 2009). Portanto, a
terapia combinada com outras drogas leishmanicidas ou leishmaniostaticas é desejada na

prética veterindria.

Pela auséncia de efeitos nefrotéxicos, a miltefosina pode ser utilizada em pacientes
com comprometimento renal e recidivantes (BIANCIARDI et al., 2009; MANNA et al.,
2015). Entretanto, ndo se recomenda a administracio em fé€meas prenhes, pois possui
propriedades teratogénicas j4 relatadas em roedores e seres humanos (SINDERMANN e
ENGEL, 2006). Embora ndo haja dados sobre a toxidade reprodutiva em cadelas, seu uso
deve ser evitado em casos de prenhez. Reagdes adversas ao medicamento ja foram descritas
em caes, especialmente desordens gastrointestinais (vOmito, diarreia, dor intestinal),
anorexia, diminui¢do do hematdcrito e da série branca do sangue (MANNA et al., 2009;

MATEO et al., 2009; WOERLY et al., 2009).

Além dos efeitos adversos, uma das maiores preocupacdes em torno do tratamento €
o surgimento de cepas resistentes de L. infantum, uma vez que ja foram relatados casos em
humanos (MONDELAERS et al., 2016). Um dos fatores que pode contribuir para a selecao
de cepas resistentes no hospedeiro € a meia-vida prolongada da droga, associado ao seu uso
indevido, seja por meio da administracdo de doses sub-6timas ou pela duracao insuficiente
da terapia (MANNA et al., 2009). Os possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia
incluem a captagdo reduzida da droga, permeabilidade diferencial da membrana plasmaética
e aumento do efluxo por transportadores especificos de MDR-1 (multi-drug resistance
protein 1), uma proteina associada a resisténcia a multiplas drogas (OUELLETTE et al.,

2004; PEREZ-VICTORIA et al., 2006).

Embora raramente se alcance a cura parasitolégica dos animais, aliada a
possibilidade de recorréncias clinicas apds o tratamento, é vélido ressaltar que o protocolo

terapéutico pode promover a cura clinica, aumentar a expectativa e a qualidade de vida do
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animal, bem como reduzir a carga parasitdria. E importante frisar também que a decisdo de
tratar um cdo doente deve ser consensual, entre 0 médico veterindrio, que deve avaliar a
evolucdo clinica do animal através de exames fisicos e laboratoriais (perfil hematoldgico,
bioquimico, sorolégico e urindlise), e o tutor, que deve cumprir o protocolo determinado.
Por razdes de satide publica e para impedir a reinfeccdo, € necessario também o uso continuo
de coleiras inseticidas a base de flumetrina ou deltametrina, bem como monitoramento

veterinario constante (GHARBI e al., 2015; RIBEIRO et al., 2018).
2.5 Tratamentos alternativos: o uso de plantas medicinais

Apesar da disponibilidade da miltefosina para o tratamento da LVC no Brasil, esta
permanece como a Unica droga liberada para fins terap€uticos em cdes, o que traz a tona
alguns entraves. Um deles refere-se ao alto custo do produto. O preco médio da medicacao,
dependendo da quantidade (frascos de 30 mL, 60 mL ou 90 mL), pode chegar até R$
2.000,00, valor acima da média para boa parte das familias brasileiras. Por esse motivo,
acaba ndo sendo acessivel a toda populacdo, com consequente diminui¢do a adesdo ao

tratamento (MIDIAMAX, 2018).

Somado a isso, caso o animal ndo tenha uma resposta clinica satisfatoria, ndo ha
outras opcdes quimioterdpicas disponiveis. Por fim, como ja discutido anteriormente, o
surgimento de parasitos resistentes € um risco potencial (MANNA et al., 2009). Desta forma,
o desenvolvimento de novas drogas, com menos efeitos adversos, mais eficazes e com
melhor custo-beneficio, bem como de estratégias terapéuticas alternativas mais acessivelis,

tornou-se uma necessidade (LAGE et al., 2013).

A formulacdo de novos farmacos segue trés vertentes: a exploracdo das vias
metabolicas do parasito, para fins de producdo de drogas sintéticas que atuem em alvos
especificos; o reposicionamento de produtos ja existentes no mercado, mas utilizados para
outros propdsitos terapéuticos (a exemplo da miltefosina e da anfotericina B) e a utilizacdo

de plantas como fonte de compostos bioativos (LINDOSO et al., 2012).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), plantas
medicinais sdo aquelas utilizadas tradicionalmente pela populacdo, com propdsitos
terapéuticos e/ou profildticos (ANVISA, 2019). Ao longo da histdria, tém sido utilizadas
como fontes de novos compostos, servindo como substrato para muitos produtos da rotina

médica (CRAGG et al., 2009). O uso de plantas medicinais tornou-se uma alternativa aos
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servicos tradicionais de satde, especialmente nos paises em desenvolvimento, tanto em
condicdes de escassez de recursos publicos ou como op¢do ou complemento aos

medicamentos alopaticos (FORMAGIO et al., 2013).

O Brasil € um pais extremamente rico em termos de biodiversidade de flora, com
potencial para a exploracdo racional dos recursos vegetais e difusdo das praticas fitoterdpicas
(MYERS et al. 2000). Tais praticas geram beneficios do ponto de vista cultural, através da
dissemina¢ao do conhecimento empirico, bem como do ponto de vista cientifico, por meio
da validacdo das propriedades bioldgicas das espécies vegetais (KULKAMP et al., 2007;
MENEZES et al., 2012).

O interesse da comunidade cientifica mundial nesse campo € crescente, ao
reconhecer o verdadeiro beneficio a saiude que as plantas fornecem (MIGUEL e MIGUEL,
2004). Uma solucdo para o combate a numerosas doencas, sobretudo aquelas de cariter
negligenciado, consiste no conhecimento tradicional e no desenvolvimento de novos

medicamentos derivados de produtos da biodiversidade (WHO, 2013).

Extratos brutos e Oleos essenciais possuem em sua composi¢do constituintes
quimicos com um rol de atividades bioldgicas, dentre elas, potencial capacidade anti-
Leishmania, que pode ser atribuida a presenga de metabdlitos secundarios, como alcaloides,
compostos fendlicos e terpenos (DA SILVA et al., 2018a). Tal efeito pode se dar de forma
direta sobre o parasito ou de maneira indireta, através da modulacdo da resposta imune do
hospedeiro (CALLA-MAGARINOS et al., 2009). Deste modo, a busca por extratos e 6leos
com amplo espectro de atividade leishmanicida e imunomodulatria pode permitir a

descoberta de substancias adequadas para o tratamento da LV (RODRIGUES et al., 2015).
2.6 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OEs) sdo produtos do metabolismo secundério de plantas. Sdo
substancias de natureza complexa, caracterizados por odor forte. Apresentam-se na forma
de liquidos volateis, de coloragao translicida a amarelada, misciveis em solventes organicos
e lipideos e com densidade menor que a da 4gua. Podem ser produzidos por todas as partes
da planta: botdes germinativos, flores, folhas, frutos, sementes, caule, raiz, galhos e cascas;
sendo armazenados em células secretdrias, cavidades, canais, células epidérmicas e tricomas

glandulares (BAKKALI et al., 2008).
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Virias metodologias ja foram desenvolvidas para a extracdo de OEs, dentre as quais
hidrodestilacdo, destilacdo por arraste de vapor, uso de diéxido de carbono supercritico,
micro-ondas, ultrassom e solventes lipofilicos (WASEEM e LOW, 2015). O perfil quimico
dos 6leos, bem como o tipo estereoquimico das moléculas extraidas, pode diferir de acordo
com o0 método de extracdo escolhido. Por isso, € importante que esta seja determinada de
acordo com o propdsito de uso. Por exemplo, na inddstria farmac€utica e de alimentos
prefere-se a extragdo por destilagcdo a vapor, para melhor preservacdo das propriedades
antimicrobianas. Ja para usos em perfumaria e na indudstria cosmética de modo geral, o uso

de solventes lipofilicos é favorecido (BAKKALI et al., 2008; WINSKA et al., 2019).

Fatores de ordem genética e ambiental podem interferir na composi¢do quimica, na
quantidade e qualidade do OE. Diferentes quimiotipos de plantas do mesmo género
geralmente possuem compostos distintos, logo, a atividade bioldgica e suas aplicagdes
também podem ser diferentes (DUNNING, 2013; CRAFT et al., 2017; RETNOSARI et al.,
2018).

O meio ambiente possui uma importante interface com a producdo de metabolitos
secundérios, por isso sua sintese € frequentemente afetada pelas condi¢cdes ambientais.
Sazonalidade, ritmo circadiano, idade e desenvolvimento da planta, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutri¢do, altitude, polui¢do atmosférica,
estimulos mecanicos e ataque de patégenos podem, em maior ou menor grau, coordenar ou
alterar a taxa de producdo de metabdlitos pelas plantas. Além disso, as etapas pds-coleta
também podem influenciar na constituicdo do 6leo, como a forma de extracdo, ja
mencionada anteriormente, a duragio do processo e o armazenamento do produto (GOBBO-

NETO e LOPES, 2007; MORALIS, 2009).

Para obtencdo de um 6leo padronizado, de composi¢ao constante, todo processo deve
ser realizado sob as mesmas condicdes, desde a coleta até a extragdo. A mesma parte da
planta deve ser coletada, sempre no mesmo hordrio, local e periodo do ano; cultivada nas
mesmas condi¢des de solo e clima (BAKKALI et al., 2008). A uniformizac¢io da produgao
¢ importante, pois permite a melhor qualidade do produto € o minimo de perdas

(FIGUEIREDO et al., 2009).
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2.6.1 Composicao quimica

OEs sao misturas complexas, que apresentam em torno de 20 a 60 compostos
quimicos em sua composicao, em concentracdes varidveis. De modo geral, possuem dois a
trés constituintes presentes em maior quantidade quando comparados aos demais,
denominados compostos majoritdrios. Em sua grande maioria, os compostos majoritdrios
podem ser os responsaveis pela atividade bioldgica dos 6leos, mas também podem atuar de
maneira sinérgica com as demais substancias presentes (IPEK et al., 2005; BAKKALI et al.,

2008).

Os componentes quimicos dos OEs podem ser divididos em dois grupos, o primeiro
formado por terpenos e terpenoides e o segundo, por compostos aromdticos e aliféticos,

todos caracterizados por baixo peso molecular (PICHERSKY ez al., 2006).
2.6.1.1 Terpenos e terpenoides

Os terpenos correspondem a um extenso grupo de substincias quimicas, que formam
uma variedade de classes estruturalmente e funcionalmente distintas. Apesar disso, todos
sdo compostos pela mesma unidade bédsica de formacao, o isopreno (C5), blocos de cinco
carbonos cada, ligados entre si pela ordem “cabeca-cauda” (ESCHENMOSER e ARIGONI,
2005). Quando contém uma molécula de oxigénio em sua composi¢do, o terpeno é
denominado terpenoide, que pode se apresentar na forma de diferentes funcdes quimicas,

como alcoois, cetonas, éteres, ésteres, fendis, entre outras (FELIPE e BICAS, 2017).

A biossintese dos terpenos pode ocorrer através de duas rotas metabdlicas distintas,
a via do 4cido mevalonico (MVA) ou mevalonato, que acontece no citoplasma, e a via do
metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos plastideos (RODRIGUEZ-CONCEPCION e
BORONAT, 2002).

Na primeira rota, a acetil coenzima A (acetil-CoA) € convertida em MVA que, por
sua vez, sofre sucessivos processos de fosforilagdo e descarboxilagdo, que culminam na
formacdo do isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP),
isoprenos precursores de todos os terpenos. Na segunda rota biossintética, ocorre a
condensagdo da hidroxietil tiamina, derivada do piruvato, e do grupamento aldeido C1 do

gliceraldeido 3-fosfato (GA-3P), com formacdo de 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP). A
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molécula de DXP € reduzida a MEP que, por sua vez, passa por consecutivas reagoes de

reducdo e fosforilagio até formar uma mistura de IPP e DMAPP (VRANOVA et al., 2013).

Os terpenos sao classificados de acordo com a quantidade de residuos de isopreno
presentes em sua estrutura: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (>C40), sendo os

monoterpenos e sesquiterpenos os principais constituintes dos OEs (DEWICK, 2002).

Monoterpenos sao formados pela unido de duas unidades de isopreno, bastante
abundantes em plantas aromdticas. Podem ser subdivididos de acordo com seu grau de
ciclizagdo em aciclicos, monociclicos e biciclicos, o que contribui para formacdo de uma
diversidade de estruturas quimicas (VAN DER WERF, 2000; DEWICK, 1997).
Sesquiterpenos, por sua vez, sao compostos por trés unidades de isopreno e, com o aumento
da extensdo da sua cadeia, aumenta também o numero de cicliza¢des, podendo ser
encontrados na forma linear, monociclica, biciclica, triciclica e na forma de lactonas

(PERVEEN, 2018).

Por possuirem estruturas de menor peso molecular, monoterpenos € sesquiterpenos
acabam sendo mais volateis, o que contribui para o aroma dos 6leos e produtos naturais. J4
as moléculas maiores, como os tetraterpenos, colaboram de maneira indireta, através do seu

catabolismo em norisoprenoides (MENDES-PINTO, 2009).
2.6.1.2 Compostos aromaticos e alifaticos

Os compostos aromaticos e alifaticos presentes nos 6leos essenciais sdo derivados
dos fenilpropanoides, uma grande classe de metabdlitos secunddrios sintetizados a partir dos
aminodcidos fenilalanina ou tirosina. Consistem na juncdo de um grupamento fenila

aromético e uma cadeia lateral de propano de trés carbonos (DENG e LU, 2017).

A via dos fenilpropanoides inicia-se com a fenilalanina, produzida a partir da via do
chiquimato, embora a tirosina tenha sido proposta como ponto de partida em algumas
espécies de monocotiledoneas (NOEL et al., 2005; VOGT, 2010; LIU et al., 2015). A
fenilalanina passa pelo processo de desaminagdo, desencadeado pela enzima fenilalanina
amonia liase (PAL) e produz 4cido cinamico, que € hidroxilado e transformado em acido p-
cumarico (BARROS et al., 2016). Em seguida, o 4cido p-cumadrico € convertido em p-

coumaroil-CoA, um importante ponto de ramificacdo que gera varios compostos
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fenilpropanoides, como flavonoides, monolignois, dcidos fendlicos, cumarinas e estilbenos

(VOGT, 2010; LIU et al., 2015).
2.7 Oleos essenciais e leishmaniose

Os compostos quimicos presentes nos OEs possuem um amplo espectro
farmacol6gico, com reconhecida a¢do analgésica, antioxidante, antimicrobiana, entre outras
(SINGH et al., 2007; VICTORIA et al., 2012; ANDRADE et al., 2016). Trabalhos
evidenciam que véarios 6leos ou seus constituintes tém atividade inibitéria em protozoarios,
especialmente do género Leishmania (UEDA-NAKAMURA et al., 2006; SANTOS et al.,
2008; MEDEIROS et al., 2011).

Como extensamente revisado por Luna et al. (2019), entre os anos 2000 e 2018 foram
testados OEs de 142 plantas e 44 compostos isolados, em diversas espécies e formas
evolutivas de Leishmania (L. amazonensis, L. braziliensis, L. aethiopica, L. donovani, L.
chagasi, L. infantum, L. guyanensis, L. panamensis, L. mexicana, L. tropica e L. major).
Destes, 51 OEs e 13 isolados exibiram valores de ICso (concentracdo inibitéria do
crescimento de 50% dos parasitos) iguais ou menores que 10 pg/mL, sendo considerados

ativos.

Dentre os estudos citados, destacou-se a atividade leishmanicida do 6leo de Croton
cajucara, rico em linalol, e do composto isolado purificado, em concentra¢cdes nanomolares
(ROSA et al., 2003). Outro composto isolado, a-bisabolol, principal constituinte do dleo de
Vanillosmopsis arborea, inibiu de forma eficaz o crescimento de formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis, € a baixa citotoxidade e alto indice de seletividade suportam

seu uso terapéutico para leishmaniose (COLARES et al., 2013).

Oleos vegetais sio ricas fontes de novas moléculas com potencial anti-Leishmania,
a maioria deles comercialmente indisponivel e estruturalmente dificil de sintetizar, mas seu
mecanismo de agdo ainda permanece pouco claro (EDRIS, 2007). Acredita-se que, por
possuirem baixa densidade, difundem-se com maior facilidade pela membrana plasmaética,
o que melhora a interagdo com alvos intracelulares, como observado em parasitos do género

Plasmodium (BOYOM et al., 2003).

Os OEs, em seu estado puro, devem ser a primeira escolha para o inicio de testes

bioldgicos e, conforme os resultados, avaliam-se os compostos isolados, in vitro e in vivo.
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Estas etapas devem ser seguidas por dois motivos principais: o alto custo para purificacao
das substancias isoladas e a incerteza se a atividade bioldgica do 6leo é decorrente do

sinergismo entre suas moléculas ou ndo (DA SILVA et al., 2018a).

Viérios compostos quimicos presentes em OEs apresentam alta seletividade para
Leishmania e induzem a morte do parasito em doses baixas, sem citotoxicidade para as
células hospedeiras. Embora os resultados encontrados gerem forte interesse na busca pelo
desenvolvimento de novas drogas, a maioria dos estudos foram realizados no modelo in
vitro, por isso, sdo necessdrios modelos experimentais in vivo, bem como ensaios pré-

clinicos, para caracterizar e validar o real potencial destas substancias (LUNA et al., 2019).
2.8 O género Vernonia

O género Vernonia pertence a familia Asteraceae, também conhecida como
Compositae, e a tribo Vernoniae. Numericamente, € um dos maiores géneros da familia, com
aproximadamente 1000 espécies (FISEHA et al., 2010). Seu nome foi dado em homenagem
a William Vernon, botanico inglés responsavel por sua coleta e identificacdo, no final dos

anos 1600 (QUATTROCCHLI, 1999).

As espécies de Vernonia encontram-se distribuidas no Velho e no Novo Mundo,
sobretudo nas regides tropicais. Desenvolvem-se nos mais diversos habitats, em termos
ecolodgicos e climédticos, incluindo florestas tropicais, pantanos e dreas imidas, planicies
secas, savanas tropicais, locais desérticos até regides mais frias (KEELEY e JONES, 1979).
Morfologicamente, o género € composto por ervas daninhas, arbustos, lianas e drvores,
anuais e perenes (DEMATTEIS E FERNANDEZ, 1998). Do ponto de vista sistematico, €
um dos mais complexos da familia Asteraceae, pois seus espécimes apresentam
variabilidade morfol6gica muito baixa, o que dificulta a classificacio taxondomica (KEELEY

et al., 2007).

O uso tradicional de Vernonia é bastante disseminado, principalmente no continente
africano, mas € no Brasil que o maior nimero de espécies é encontrado (HATTORI e
NAKAJIMA, 2008). Na medicina popular brasileira sdo conhecidas como "assa-peixe",
"assa-peixe preto", "assa-peixe roxo", "pau de muiquem" e "manjericdo de cavalo"
(FILIZOLA et al., 2003) e sdo amplamente utilizadas em quadros de resfriados, bronquites,
hemorragias, reumatismo e infec¢des uterinas (CORREA et al., 2004). Nos paises africanos,

essas espécies sao usadas no tratamento de amebiase, maldria e doencas sexualmente
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transmissiveis, além de serem tteis no combate ao estresse e como estimulante e afrodisiaco

(KAMBIZI e AFOLAY AN, 2001; TONA et al., 2004).

Algumas atividades bioldgicas do género Vernonia ja foram comprovadas
cientificamente, como por exemplo, o efeito antioxidante (OMOJOKUN et al., 2019), anti-
inflamatério (ADEPAPO et al., 2014), antimicrobiano (UNUOFIN et al., 2018), antitumoral
(HOWARD et al., 2016), antimaldrico (OMOREGIE e PAL, 2016), imunomodulador
(EZEONU et al., 2016), entre outros. Na Tabela 1, foram listados estudos realizados nos
dltimos seis anos, que avaliaram a acdo bioldgica de extratos, fracdes, 6leos essenciais e

compostos isolados de Vernonia.

A pesquisa foi realizada na base de dados Pubmed, utilizando o descritor “Vernonia”™.
Em virtude da grande quantidade de artigos encontrados, os resultados foram filtrados com
base no ano de publicacdo (de 2014 a 2020), sendo selecionados textos completos, que

abordassem alguma atividade bioldgica de espécies do género.



Tabela 1. Atividades bioldgicas de espécies de Vernonia descritas na literatura (2014-2020)
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Espécie Atividade biologica Extrato, fracoes ou compostos e MIEDCE Referéncia
planta estudo
V. adoensis Antiplasmédica Extrato aquoso, metandlico e Folhas Invivo  ZEMICHEAL e MEKONNEN (2018)
cloroférmico
Anti-inflamatéria In vitro
Antioxidante Extrato acetdnico Folhas . ADEPAPO et al. (2014)
.. . In vivo
Antinociceptiva
Anti-inflamatéria 1 .
Antinoci . Extrato metandlico Folhas In vivo ONASANWO et al. (2017)
ntinociceptiva
.. L. . In vitro
Anti-inflamatéria Extrato etandlico Folhas In vivo ASANTE et al. (2019)
Anti-inflamatdria Extrato hidroetandlico Folhas In vivo MADZUKI et al. (2019)
(modelo osteoartrite) Exvivo
V. amygdalina . .
Anti-inflamatéria
Antioxidante Extrato aquoso e alcéolico Folhas In vitro WANG et al. (2020)
Protetor de DNA
Anti-inflamatéria In vitro
Antinociceptiva Extrato etandlico Folhas n ‘\}}livo ASANTE et al. (2019)
Antipirética
An.t10x1da‘nte Extrato hexamccg, .cloroformlco e Flores In vitro HABTAMU e MELAKU (2018)
Antibacteriana acetdnico
Antioxidante .
Extrato aquoso Folhas In vivo ERUKAINURE et al. (2019)

Neuroprotetora
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Antioxidante

Antioxidante
(na disfungao erétil)

Antiobesidade

Antiobesidade

Antitumoral
(linhagens H?*S e MDA-MB-
468)

Antitumoral
(linhagem PC-3)

Antitumoral
(linhagens A-549 e PC-3)

Antitumoral
(linhagem HL-60)

Antitumoral
(linhagem MCF 7)

Antitumoral
(linhagem 4T1)

Antitumoral
Antimicrobiana

Alcaloides extraidos do extrato
hexanico

Fracdo rica em alcaloides

Extrato aquoso e metandlico

Extrato seco

Extrato aquoso

Extrato metandlico

Extrato metandlico

Extrato metandlico

Fracgdo acetato de etila

Fragdo acetato de etila

Extrato metandlico, fracdes
hexanica, acetato de etila e aquosa

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas
Tronco

In vivo

In vitro
In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro
In vivo

OMOIJOKUN et al. (2019)

OMOIJOKUN et al. (2019)

EGEDIGWE et al. (2016)

EKELEME-EGEDIGWE et al. (2017)

HOWARD et al. (2016)

JOHNSON et al. (2017)

YEDIJOU et al. (2018a)

YEDIJOU et al. (2018b)

FACHRUNISA et al. (2019)

HASIBUAN et al. (2020)

CHUKWUEMEKA et al. (2018)
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Imunomoduladora

Antiplasmédica
Antioxidante
Imunomoduladora

Antiplasmédica

Antidiabetogénica

Hipoglicemiante

Hipoglicemiante

Neuroprotetora

Neuroprotetora

Antidiarreica

Antidiarreica

Gastroprotetora

Vasorelaxante

Extrato aquoso

Extrato etandlico

Extrato metanolico

Extrato aquoso

Extrato hidroalcéolico

Extrato aquoso

Extrato metandlico

Fracdo rica em alcaloides

Extrato metandlico

Extrato metandlico

Extrato metandlico

Extrato etandlico

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Toda a planta

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

In vivo

In vitro
In vivo

In vivo

In vitro
In vivo
Ex vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro
In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

EZEONU et al. (2016)

OMOREGIE e PAL (2016)

BIHONEGN et al. (2019)

ERUKAINURE et al. (2018)

WU et al. (2018)

OKON e UMOREN (2017)

OLADELE et al. (2020)

OBOH et al. (2020)

MOSISA GUDETA et al. (2020)

DEGU et al. (2020)

ADEFISAYO et al. (2017)

CH'NG et al. (2017)
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Restauracdo da funcgao renal Extrato metandlico Folhas In vivo ACHUBA (2018)
Antiulcerogénica Extrato metandlico Folhas In vivo ADEFISAYO et al. (2018)
Anti-helmintica Extrato aquoso Folhas In vivo ADEDIRAN e UWALAKA (2015)
. L . . Folhas . E .
Anti-Toxoplasma Extrato etandlico e hidroetandlico Casca In vitro DEGBE et al. (2018)
Extrato aquoso, fragoes In vitro
Antifiingica metanodlica, hexinica e Folhas In vivo YUSOFEFF et al. (2020)
diclorometano
Carrapaticida Extrato metandlico Folhas In vitro KEMAL et al. (2020)
Antitéxica
(intoxicacao por metais Extrato etandlico Folhas In vivo BARNES et al. (2020)
pesados)
Antitumoral Compostos isolados
(linhagens A549, HelLa e (lacton p iterpénicas) Sementes In vitro ITO et al. (2016)
MDA-MB-231) actonas sesquiterpénicas
Antl—lpﬂa}matorla Extrato hexanico Sementes In W.t "o JAMIL et al. (2017)
Antioxidante In vivo
V. anthelmintica . )
Indutora de melanogénese Oleo essencial Sementes In vitro AOBULI et al. (2018)
. . Extrato metandlico e .
Anti-psoriase . Frutos In vivo DOGRA et al. (2018)
diclorometano
Hipoglicemica Extrato hexanico Sementes In vivo JAMIL et al. (2018)

Hepatoprotetora
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Extrato etandlico e composto

Anti-vitiligo isolado (1,5-D iCQA) Sementes In vitro MAMAT et al. (2018)
Cardioprotetora 1 .
S Extrato etandlico Folhas In vivo EGBUNG et al. (2017)
Hipolipidémica
V. calvoana
Antitumoral o ~ .
(linhagem OVCAR-3) Extrato metandlico e fragdes Folhas In vitro MBEMI et al. (2020)
Antitumoral Extrato etandlico, fragoes
(linhagens HelLa, A549, MCF o e § o Toda a planta In vitro APPADATH BEERAN et al. (2014)
etanolica, metanodlica e butandlica
7 e Caco-2)
Antioxidante Extrato metandlico, fracdes
.. . hexanica, cloroférmica e acetato ~ Toda a planta In vitro SONIBARE et al. (2016)
Antimicrobiana .
de etila
V. cinerea
Mistura de
Antioxidante Extrato aquoso folhas, flores In vitro KETSUWAN et al. (2017)
e sementes
Antidiabetogénica Extrato aquoso Toda a planta In vivo NAOWABOQOT et al. (2018)
Antiulcerogénica Extrato etandlico Folhas In vivo BOEING et al. (2016)
Antitumoral
V. condensata (linhagens Reh, Nalm6, K562 Extrato aquoso Folhas In vitro THOMAS et al. (2016)
Molt4 e MCF 7)
Hepatoprotetora In vitro
Antioxidante Fragdo acetato de etila Folhas In vivo SILVA et al. (2017)

Anti-inflamatoria
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Extrato etandlico, hexanica,

Antibidtico acetato de efila e diclorometano Folhas In vitro DA SILVA et al. (2018b)
Antitumoral Tronco
V. divarcata (linhagens MCF-7, PC-3 e HL- Extrato metandlico e hexanico Folhas In vitro LOWE et al. (2014)
60)
V. elaeagnifolia Antiulcerogénica Extrato metandlico Partes aéreas In vivo NAWALE et al. (2019)
V. fimbrillifera Antiplasmédica Extrato acetato de etila Folhas In vitro LEDOUX et al. (2018)
Antiulcerogénica Extrato aquose @ gsshssa"a“deos Raiz In vitro INNGJERDINGEN e al. (2014)
V. kotschyana
Extrato aquoso e fragdes
Antioxidante (cloroférmica, etandlica e acetato Raizes In vitro VASINCU et al. (2014)
de etila)
Fracdo hexanica, metandlica,
Anti-Trypanosoma diclorometanica, acetato de etilae  Partes aéreas In vitro KIMANI et al. (2017)
V. lasiopus compostos isolados
Antioxidante Extrato metandlico Folhas In vitro MUTHONI GUCHU et al. (2020)
V. mespilifolia Antlr.mcroblana Extrato etandlico e acetdnico Toda a planta In vitro UNUOFIN et al. (2018)
Antioxidante
Anti-inflamatéria Extrato etandlico Partes aéreas In vitro WU et al. (2020)
V. patula o '
Antinociceptiva Extrato etandlico Partes aéreas In vivo SIRAJ et al. (2020)

Sedativa
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V. polyanthes Anti-inflamatdria Extrato hexanico e acetato de etila Folhas In vivo RODRIGUES et al. (2016)
.. .. . L 1 In vitro
V. polysphaera Anti-inflamatdria Extrato hidroalcéolico Folhas In vivo OLIVEIRA et al. (2019)
Fracao hexanica, diclorometanica, Flores
V. scorpioides Antitumoral acetato de etila e composto Folhas In vivo SCHEFER et al. (2017)

isolado (diacetilpiptocarfol)
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Relacionado a atividade anti-Leishmania do género, poucos trabalhos foram realizados
até o momento, principalmente estudos in vitro e em formas promastigotas, por serem

tecnicamente mais viaveis (Tabela 2).

Tabela 2. Espécies de Vernonia com atividade leishmanicida

Esoéci Esoéci E fraca
spécie Fle specne d.e xtrato, fracido ou Modelo Referéncia
Vernonia Leishmania composto
Invitro
L. major Extrato aquoso, ALAWA et al. (2012)
metanoélico e hexanico  fy yivo
V. amygdalina
L aethioica Extrato metandlico e In vitro TADESSE et al.
’ P cloroférmico (1993)
L. major Compostos isolados Invitro ~ OKETCH-RABAH et
al. (1997)
V. brachycalyx
L. major Composto isolado In vitro OKETCH-RABAH et
-y P al. (1998)
V. brasiliana L. amazonensis Oleo essencial In vitro MAR(g)l\llg)et al.

L. amazonensis

. Extrato metandlico In vitro BRAGA et al. (2007)
e L. chagasi

V. polyanthes
MOREIRA et al.

L. infantum Oleo essencial In vitro (2017)

Quanto a espécie Vernonia brasiliana Druce, as atividades farmacoldgicas descritas
na literatura referem-se ao efeito antiplasmoédico (ALVES et al., 1997, CARVALHO e
KRETTLI, 1991; CARVALHO et al., 1991), inseticida e tripanocida (ROJAS DE ARIAS et
al., 1995), antimicrobiano (FILIZOLA, 2003; MAIA et al., 2010) e leishmanicida (CORTEZ
DE SA, 2015; MARTINS et al., 2015).

Logo, diante da escassez de pesquisas tanto sobre a espécie em questdo, bem como
sobre seu potencial leishmanicida, ressalta-se a importancia da realizacdo de novos estudos,
dada a relevancia clinica e epidemiolégica da leishmaniose, aliada a disponibilidade do

recurso vegetal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a atividade leishmanicida in vitro do 6leo essencial das folhas de Vernonia

brasiliana.

3.2 Especificos

Identificar por meio de andlise cromatografica os constituintes quimicos do 6leo

essencial das folhas de V. brasiliana;

Determinar a citotoxicidade do 6leo essencial de V. brasiliana em células da linhagem

DHRS2;

Avaliar a atividade leishmanicida in vitro do 6leo essencial de V. brasiliana em formas

promastigotas de Leishmania infantum;

Descrever a ultraestrutura de formas promastigotas de L. infantum apds tratamento

com o 6leo essencial de V. brasiliana;

Elucidar o mecanismo de acdo do o6leo essencial de V. brasiliana em formas
promastigotas de L. infantum, através da determinacdo do potencial de membrana

mitocondrial, da produgdo de espécies reativas de oxigénio e da inducdo de apoptose;

Analisar o efeito da interag@o entre o 6leo essencial e a droga de referéncia miltefosina

em formas promastigotas de L. infantum.



49

CAPITULO 1. Vernonia brasiliana (L.) Druce induces ultrastructural changes and

apoptosis-like death of Leishmania infantum promastigotes
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R. Mondego-Oliveira et al.

1. Introduction

Leishmaniasis is a neglected zoonosis that affects mainly the
impoverished population and those living under a situation of social and
economic vulnerability [1]. It is an infectious, non-contagious, and
chronic disease caused by Leishmania protozoa and spread by the bite of
an infected female sandfly [2].

Dogs are the most important domestic reservoir of L. infantum, the
causative agent of canine leishmaniasis (CanL), and also the main source
of infection of the vector. Thus, their presence in endemic areas repre-
sents a risk factor for the development of the human disease [3]. The
canine disease presents numerous clinical signs, including cutaneous
and visceral signs, but the majority of animals can remain asymptomatic
for years [4].

The treatment of leishmaniasis is still a challenge, especially for
CanL. The development of the first chemotherapeutic drugs occurred
several decades ago. The so-called first-line drugs are now antique and
disadvantageous but still are used. When sick animals no longer respond
to therapy with pentavalent antimonials, there are other options avail-
able, such as allopurinol, amphotericin B, pentamidine, paromomycin,
domperidone, and miltefosine. Among the mentioned drugs, miltefosine
stands out as the first oral drug approved for treating CanL [4]. Even so,
there are barriers to a proper treatment, as the cost of medications,
adverse effects, unsatisfactory clinical responses, and the emergence of
resistant parasite strains. Therefore, there is a need to look for alterna-
tive therapeutic strategies that are cheaper, more effective, and acces-
sible to the population [5,6].

One of the pathways for the formulation of new drugs is the use of
plants as sources of new bioactive compounds [7]. Crude extracts and
essential oils have chemical constituents with a variety of biological
activities, which can be attributed to the presence of secondary metab-
olites, such as alkaloids, phenolic compounds, and terpenes [8]. Among
the plants used for medicinal purposes, we highlight those belonging to
the genus Vernonia.

The Vernonia genus belongs to the Asteraceae family, also known as
Compositae, and to the Vernoniae tribe. Numerically, it is one of the
largest genera of the family, with approximately 1000 species [9]. It
comprises shrubs, lianas, and trees, distributed mainly in tropical re-
gions, and routinely used as part of traditional medicine [10]. The
traditional use of Vernonia is mostly widespread in Africa, although
Brazil has the largest number of species. They are used in the treatment
of amebiasis, malaria, sexually transmitted diseases, in addition to being
useful in combating stress and as an aphrodisiac [11,12]. Several of its
pharmacological properties have been proved, as the antiparasitic effect
against obligate intracellular parasites, as Trypanosoma brucei rhode-
siense [13], Toxoplasma gondii [14], Plasmodium spp. [15,16], and
Leishmania spp. [17-23].

Concerning antileishmanial action, extracts [17,18], fractions [19],
isolated compounds [20,21], and essential oils [22,23] of four species of
Vernonia were tested and showed activity against Leishmania spp.
However, except for one study, the biological effect was evident only
against species responsible for cutaneous leishmaniasis. Only Moreira
et al. [23] points out the leishmanicidal action against L. infantum. In
this study, the essential oil of V. polyanthes was testes and displayed a
significant activity against L. infantum promastigote forms, with ICsq
value of 19.4 pg/mL.

V. brasiliana is typical of the Brazilian territory and is used in popular
medicine, especially by indigenous peoples, quilombolas, and riverside
populations [24]. When compared to other specimens of the genus, its
biological properties are not as explored. The number of reports in the
literature is reduced and restricted to antimicrobial [25], insecticidal
and trypanocidal [26], antiplasmodial [27-29], and anti-Leishmania
amagzonensis actions [22,30]. Both studies with L. amagzonensis assessed
the essential oil from the leaves of V. brasiliana against promastigote
forms. Moreover, Cortez de S4 also evaluated the ultrastructural changes
caused by the essential oil and evidenced that it led to damages that
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compromise parasite viability [30].

Due to the clinical and epidemiological relevance of CanL, there is a
need to search for bioactive compounds with properties against
L. infantum to be used as a therapeutic alternative. Thus, this study
aimed to evaluate the antileishmanial effect of V. brasiliana essential oil
(VBEO) in L. infantum, describe its mechanism of action and investigate
the interaction of VBEO and miltefosine in promastigote forms.

2. Material and methods
2.1. Reagents

The reagents 2, 7-dichlorodihydro-fluorescein (HoDCFDA), 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), dimethyl sulfoxide
(DMSO), EPON 812 resin, glutaraldehyde, hydrogen peroxide, miltefo-
sine, osmium tetroxide, Schneider’s insect medium, and streptomycin
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Fetal bovine
serum (FBS), r-glutamine, and penicillin were acquired from Gibco
(Gaithersburg, MD, USA). FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit was
obtained from Invitrogen™ (Carlsbad, CA, USA) and tetramethylrhod-
amine ethyl ester (TMRE) from Molecular Probes (Carlsbad, CA, USA).

2.2. Plant material

V. brasiliana leaves were collected in the city of Santa Luzia,
Maranhao State, Brazil (4°13'43.6”S 45°59'51.4"W). The plant material
was identified at the Herbarium “Prisco Bezerra” of the Universidade
Federal do Ceard, and a voucher specimen was deposited under number
55227.

2.3. Essential oil extraction

The leaves were dried and submitted to hydrodistillation for the
obtention of the essential oil [31]. An aliquot was sent to the Instituto de
Tecnologia em Farmacos (FIOCRUZ/RJ) for chemical identification
through gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

2.4. Gas chromatography-mass spectrometry analyses (CG-MS)

The essential oil from V. brasiliana leaves was dissolved in ethyl ac-
etate (1 mg/mL) and analyzed on a Shimadzu QP 5000 gas chromato-
graph, with ZB-5ms capillary column (5 % phenyl arylene 95 %
dimethylpolysiloxane) coupled at 70 eV (40-500 Da) HP 5MS mass se-
lective detector of electronic impact, with a transference temperature of
280 °C. Chromatographic analyses were carried out under the following
conditions: volume injection of 0.3 pL of ethyl acetate, helium as carrier
gas (99.99 %), injector temperature of 280 °C, split mode (1:10), the
initial temperature of 40°C (5min) and final temperature of 300 °C
(7.5min) [32]. Peak areas and retention times were measured by an
electronic integrator. The relative amounts of individual compounds
were computed from GC peak areas without FID response factor
correction. The identification of essential oil components was achieved
based on similarity with data from Wiley Registry of Mass Spectral Data,
7th Edition (Wiley Interscience, New York).

2.5. Parasites

Promastigote forms of L. infantum (MCAN/BR/2014/21BACO) were
cultured at 26 °C in Schneider’s Insect Medium (Sigma, St. Louis, MO,
USA), supplemented with 20 % fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Gai-
thersburg, MD, USA), 100 U/mL of penicillin (Gibco, Gaithersburg, MD,
USA), 100 pg/mL of streptomycin (Sigma, St. Louis, MO, USA) and 2%
sterile male human urine.
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2.6. Cell culture

Canine macrophage cell line DH82 (ATCC® CRL-10389™) was
cultured in DMEM medium (Sigma, St. Louis, MO, USA), supplemented
with 15 % FBS, penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 pg/mL) and
2 mM of 1-glutamine (Gibco, Gaithersburg, MD, USA), at 37 °C and 5%
COs.

2.7. Activity against promastigote forms

L. infantum promastigotes (10° parasites/mL) were plated into 96-
well plates and treated with different concentrations obtained by se-
rial dilutions 1:2 of VBEO (100-3.125 pg/mL), with a final volume of
100 pL/well. After 72h incubation, the viability of the parasites was
measured by the modified colorimetric method with tetrazolium-dye 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
[33]. 10 pL of MTT (5 mg/mL) was added in each well and after four
hours, 80 pL of DMSO was added to dissolve the formazan crystals. The
absorbance was analyzed on a spectrophotometer at a wavelength of
570 nm. Data were normalized using the formula:

% survival = sample OD — blank OD/control OD — blank OD x 100

The results were used to calculate the ICsg (inhibitory concentration
for 50 % of parasites). Miltefosine (40-1.25pg/mL) was used as a
reference drug.

2.8. Cytotoxicity assay

DHB82 cells were seeded in 96-well plates (5 x 10° cells/mL) and
treated with different concentrations obtained by serial dilutions 1:2 of
the essential oil (250-1.95ug/mL). After 24h, cell viability was
measured by MTT colorimetric assay. 10 pL of MTT was added in each
well and after four hours, the medium was discarded and then 50 pL of
DMSO was added. Data were normalized using the aforementioned
formula, for CCs (cytotoxic concentration for 50 % of cells) calculation.
Miltefosine was used as a control (100-3.125 pg/mL).

2.9. Transmission electron microscopy

Promastigote forms of L. infantum were treated with the essential oil
at the ICs concentration for 72 h. The parasites were then fixed with 2.5
% glutaraldehyde in 0.1 M sodium-cacodylate buffer (pH 7,4) overnight,
post-fixed in a 1 % osmium tetroxide solution, washed in 0.1 M sodium-
cacodylate buffer, dehydrated in acetone series, and embedded in EPON
812 resin. Ultrathin sections were obtained from 100 nm cuts in Sorvall
MT 2-B (Porter Blum) ultramicrotone (Sorvall, Newtown, CT, USA)
stained with 5 % uranyl acetate aqueous solution and lead citrate (1.33
% lead nitrate and 1.76 % sodium citrate), and examined in a trans-
mission electron microscope JEM-1011 (JEOL, Tokyo, Japan) operating
at 80kV [34]. Images were recorded with a Gatan 785 ES1000W
Erlangshen camera.

2.10. Determination of mitochondrial membrane potential (MMP)(A¥'m)

L. infantum promastigotes (2 x 10° parasites/mL) were treated with
VBEO for 72 h, at the IC5( concentration. Parasites were centrifuged at
1500 rpm for 5 min at room temperature, washed in PBS, incubated with
300 pL of tetramethylrhodamine ethyl ester (TMRE, 50 nM) in the dark
for 15min, at room temperature, and submitted to flow cytometry.
Parasites killed by heat (60 °C, 1 h) and parasites treated with 1% DMSO
were used as positive and negative controls, respectively.

2.11. Detection of reactive oxygen species (ROS) production

ROS production was evaluated using fluorescent indicator 2, 7-
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dichlorodihydro-fluorescein (HoDCFDA). L. infantum promastigotes
(2 x 10° parasites/mL) were treated with the essential oil for 72h at
26 °C, at the ICsg concentration. Then, the parasites were centrifuged,
washed with PBS, and incubated with 150 pL of HoDCFDA (5 pM) for
30 min in the dark, at room temperature. The HoDCFDA-fluorescence
intensity was measured by flow cytometry and hydrogen peroxide
(50 pM) and parasites treated with 1% DMSO were used as positive and
negative controls, respectively.

2.12. Detection of L. infantum apoptosis by flow cytometry Infantum
apoptosis by flow cytometry

For analysis of parasite apoptosis (phosphatidylserine (PS) exter-
nalization) and necrosis (plasma membrane integrity), we used the FITC
Annexin V-FITC and propidium iodide (PI)/ Dead Cell Apoptosis Kit
(Invitrogen™), according to the manufacturer’s instructions, followed
by flow cytometry analysis. Briefly, promastigote forms of L. infantum
(2 x 10° parasites/mL) were incubated with the essential oil of
V. brasiliana at the ICsg concentration for 72 h at 26 °C. Parasites were
centrifuged at 1500 rpm for 5 min at room temperature, washed in PBS,
resuspended in 100 pL of 1X annexin-binding buffer, 5 pL of annexin V
and 1 pL of PI (100 pg/mL). After 15 min of incubation, protected from
light, at room temperature, 400 pL of 1X annexin-binding buffer was
added in each sample. From analysis, promastigotes were classified ac-
cording to their staining as apoptotic parasites (annexin V*; PI"®8), late
apoptotic/necrotic parasites (annexin V'; PI"), and viable parasites
(annexin V"¢; P1"®¢), Miltefosine (50 uM) was used as an antileishmanial
reference drug and untreated parasites as control.

2.13. Flow cytometry

Twenty thousand-event acquisitions were performed on Beckman
Coulter CytoFlex flow cytometer. The limits for the quadrant markers in
dot plots and histograms were set based on non-staining controls. The
flow cytometric analyses to determine the MMP, ROS and apoptosis was
performed using CytoExpert software (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
USA). TMRE, HyDCFDA, Annexin V-FITC and PI fluorescence were
excited by 488nm-blue laser and their fluorescence were collected at
585/42; 525/40; 525/40; and 610/20 bandpass filters, respectively.

2.14. Determination of drug interactions

The interaction between VBEO and miltefosine in L. infantum pro-
mastigotes was evaluated using the modified isobologram method [35].
The ICsg of both compounds, previously obtained, were used to establish
the maximum concentration of each drug in the combination. The
highest concentrations of the solutions were prepared in proportions of
4:1, 3:2, 2:3 and 1:4 of VBEO and miltefosine, as follows:

Association 1 (4:1): 80 % of VBEO (240 pg/mL) + 20 % of miltefosine
(20 pg/mL).

Association 2 (3:2): 60 % of VBEO (180 pg/mL) + 40 % of miltefosine
(40 pg/mL).

Association 3 (2:3): 40 % of VBEO (120 pg/mL) + 60 % of miltefosine
(60 pg/mL).

Association 4 (1:4): 20 % of VBEO (60 pg/mL) + 80 % of miltefosine
(80 pg/mL).

The experiments were performed in the same way as for the deter-
mination of antileishmanial activity, described in item 2.7. After 72 h of
incubation, parasite viability was measured by MTT colorimetric
method and the absorbance was analyzed on a spectrophotometer, at a
wavelength of 570 nm. After data normalization, fractional inhibitory
concentrations (FIC) at the ICs level were calculated for both drugs, as
follows: FICsg = ICs¢ drugs in combination/ICsy drug alone. FICsos of
each drug ratio (1:4, 2:3, 3:2 and 4:1) were used to build the isobolo-
gram. Later, the sum of the FICsps for each ratio was determined
(3>_FICso = FICsp VBEO + FICs¢ miltefosine) and then, the fractional
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inhibitory concentration index (FICI) was calculated, as an overall mean
of > FICsps. The value obtained was used to classify the nature of the
interaction as synergistic (FICI< 0.5), additive (0.5< FICI<4) or
antagonist (FICI >4) [36]. Five independent assays were performed,
each one in octuplicate.

2.15. Statistical analysis

Values were expressed as mean + standard deviation. The results
were analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s multiple
comparison test. Statistical analyses were performed with GraphPad
Prism 7.00 software (San Diego, CA, USA) and differences were
considered significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. Chemical composition

To identify and quantify the chemical constituents present in the
essential oil extracted from V. brasiliana, a chromatographic analysis
was done, and the compounds found were listed according to retention
time. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) revealed the
presence of 28 compounds, of which the main constituents detected
were B-caryophyllene (peak 7, 21.47 %), followed by germacrene-D
(peak 15, 14.57 %), caryophyllene oxide (peak 23, 10.28 %), a-humu-
lene (peak 10, 8.85 %), and a-copaene (peak 4, 5.15 %) as presented at
Table 1, Fig. 1 and Supplementary material (Fig. S1-S5). VBEO was
mostly composed of sesquiterpenes but presents a small fraction of

monoterpenes (terpinen-4-ol) and norisoprenoids (f-ionone).

Table 1

Chemical composition of Vernonia brasiliana essential oil.

Vernonia brasiliana essential oil

Peaks

Compounds Rt Content (Peak
(min) Area %)

1 terpinen-4-ol 7.18 0.1

2 a-cubenene 9.617 0.11
3 Ciclosativene 9.981 0.2

4 o-copaene 10.062 5.15
5 B-bourbonene 10.196 2.15
6 o-gurjunene 10.523 0.43
7 p-caryophyllene 10.746 21.47
8 p-cubenene 10.857 0.87
9 Isoledene 10.894 0.12
10 o-humulene 11.236 8.85
11 Alloaromadendrene 11.295 3.03
12 Aromadendrene 11.295 3.03
13 a-amorphene 11.466 0.99
14 p-ionone 11.526 0.55
15 Germacrene-D 11.593 14.57
16 a-elemene 11.704 0.32
17 a-muurolene 11.778 2.95
18 y-cadinene 12.001 0.46
19 §-cadinene 12.046 2.71
20 cis-calamenene 12.113 0.55
21 a-calacorene 12.677 0.34
22 Spathulenol 12.9 2.35
23 Caryophyllene oxide 12.982 10.28
24 salvial-4(14)-en-1-one 13.108 0.74
25 Viridiflorene 13.264 0.71
26 (3E,5E,87)-3,7,11-Trimetildodeca- 13.383 0.68

1,3,5,8,10-pentaene

27 t-muurulol 13.747 1.81
28 t-cadinol 13.91 1.13

Rt: retention time (minutes) of the compounds in column. Peak Area %: per-
centage of the normalized area which indicates the relative distribution of the
compounds in the sample.
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Fig. 1. Total ion chromatogram registered by GC-MS of Vernonia brasiliana
essential oil showing 28 peaks of which stand out the major compounds:
p-caryophyllene (7) (Rt=10.74min; 21.47 %), germacrene-D (15)
(Rt=11.59 min; 14.57 %), caryophyllene oxide (23) (Rt=12.98 min; 10.28 %),
a-humulene (10) (Rt=11.23 min; 8.85 %), and a-copaene (4) (Rt=10.06 min;
5.15 %). The mass spectra of majority compounds identified are presented at
supplementary material (S1-S5).

3.2. Anti-Leishmania activity and cytotoxicity

Antileishmanial activity assays were performed to evaluate the effect
of the essential oil in promastigote forms of L. infantum. The results
showed that VBEO had a concentration-dependent activity, with an ICsg
value of 39.01 + 1.080 pg/mL. In DH82 cells, the oil was cytotoxic at a
concentration of 63.13 +1.211 pg/mL (Fig. 2), indicating that VBEO
was more toxic to the parasites than the cells. The reference drug mil-
tefosine showed antileishmanial activity and cytotoxicity as expected
(Table 2).

3.3. Ultrastructural changes

Transmission electron microscopy was used to investigate the effects
of V. brasiliana essential oil at the ICsq concentration (39.01 pg/mL) for
72h on L. infantum promastigotes ultrastructure and morphology.

120,

- L. infantum promastigotes

100 -~ DHB82 cells

80+

60+

Viability (%)

40

Log [pg/mL]

Fig. 2. Dose-response curve of the effects of Vernonia brasiliana essential oil on
the viability of Leishmania infantum promastigote forms and DH82 macro-
phages. Data represents the mean + standard error of five independent exper-
iments carried out in triplicate.
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Table 2
Antileishmanial activity, cytotoxicity, and selectivity index of Vernonia bra-
siliana essential oil for 72 h of treatment.

Cytotoxicity (DH82 cells) L. infantum promastigotes

Compounds

CCs (pg/mL) ICs (pg/mL) SI
VBEO 63.13 +£1.211 39.01 +£1.080 1.61
Miltefosine 2.541 £1.164 4.608+1.110 0.55

Data represent mean + SD. VBEO: Vernonia brasiliana essential oil; CCsg: cyto-
toxic concentration for 50 % of cells; ICsq: inhibitory concentration for 50 % of
parasites. SI: Selectivity index.

Untreated promastigotes showed preserved ultrastructure (Fig. 3A),
while parasites treated with VBEO presented a variation in the
morphology of the parasites to a more rounded shape. Swelling in the
mitochondria (Fig. 3B) and kinetoplast (Fig. 3C and D), loss of mito-
chondrial cristae (Fig. 3B, star) and kinetoplast (Fig. 3C and D, asterisk),
and formation of membranous and vesicular structures was noted in the
flagellar pocket in L. infantum promastigotes (Fig. 3B and C, thin ar-
rows). The nucleus showed a decondensation of chromatin surrounding
the nuclear membrane (Fig. 3A), discontinuity of chromatin (Fig. 3B and
C, thick arrows), absence of nucleolus, and dilatation of the nuclear
membrane (Fig. 3D, thick arrows). Prominent nuclear changes were
observed, such as chromatin fragmentation and dispersion (Fig. 4A,
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white asterisk), irregular chromatin condensation (Fig. 4B and C), and
nuclear pyknosis (Fig. 4D, arrowhead). Loss of cytoplasmic organelles
(Fig. 4A, B, C, D), severe cytoplasm damage, and rupture of the plasma
membrane were also observed (Fig. 4E).

3.4. Mitochondrial membrane potential (Aym)

Flow cytometry analyses were performed to evaluate the mito-
chondrial transmembrane potential and the results showed that VBEO
leads to a significant decrease in the Aym in L. infantum promastigotes.
Untreated parasites showed 81.99 % of cells stained with TMRE. The
treatment with VBEO at 39.01 pg/mL for 72h caused mitochondrial
damage and reduced the Aym to 35.10 % (p = 0.0031) (Fig. 5).

3.5. ROS production

To investigate whether VBEO leads to ROS production, ROS levels
were measured using the cell-permeable dye HoDCFDA. The generation
of ROS was enhanced to 65.93 & 0.852 % in L. infantum promastigotes
treated with VBEO at 39.01 pg/mL for 72h (p=0.011), compared to
untreated parasites. Hydrogen peroxide (H202) was used as a control
and it induced ROS formation to 72.78 + 6.504 % (p = 0.012) (Fig. 6).

Fig. 3. Transmission electron microscopy of
Leishmania infantum promastigotes treated with
Vernonia brasiliana (39.01 pg/mL) for 72h. (A)
Untreated control, with normal characteristics
of the protozoan. (B) Mitochondrial swelling,
with breakdown of mitochondrial cristae (star)
and presence of a circular and granular material
inside the organelle (white arrow); membra-
nous and vesicular structures in the flagellar
pocket (B and C, thin arrow), kinetoplast
swelling (C and D, asterisk), and nucleus mem-
brane discontinuity (C and D, block arrow).
Dilation of nuclear membrane and absence of
nucleolus (D, block arrow). f: flagellum; k:
kinetoplast; m: mitochondria; n: nucleus.
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3.6. Evaluation of phosphatidylserine exposure and cell membrane
integrity

To determine the mechanism of cell death triggered by VBEO,
whether apoptosis or necrosis, the externalization of phosphatidylserine
and cell membrane integrity were evaluated using Annexin V-FITC and
PI staining. After treatment with VBEO for 72 h, the number of viable
parasites decreased from 95.67 % to 68.82 %. The percentage of the
necrotic population increased to 7.41 % (p = 0.028) and the apoptotic
population increased to 6.17 % (p =0.022), compared to untreated
parasites. The intensity of Annexin-V and PI fluorescence was increased
up to 17.60 % (p =0.020) compared to the intensity of untreated par-
asites, suggesting a late apoptotic process. There is a statistically sig-
nificant difference in the percentage of necrotic, late apoptotic, and
apoptotic parasites (Fig. 7D-F) between the groups treated with VBEO
and the reference drug miltefosine compared to the untreated group.
These data demonstrate that the treatment with VBEO induces late
apoptosis in L. infantum promastigotes.

Biomedicine & Pharmacotherapy 133 (2021) 111025

Fig. 4. Ultrastructural effects of Vernonia bra-
siliana essential oil on Leishmania infantum pro-
mastigotes treated for 72 h. Marked changes in
parasite morphology are observed. (A) Frag-
mentation and dispersion of nuclear chromatin
(white asterisk), presence of an autophagosomal
structure (arrow), and kinetoplast swelling
(asterisk). (B-C) Loss of cytoplasmic organelles,
and chromatin condensation (block arrow). In
C, mitochondrial swelling and loss of cristae are
also present (star). (D) Nuclear pyknosis
(arrowhead) and rounding of the parasite. (E)
Severe damage of the cytoplasm, rupture of the
plasma membrane (thin arrow). k: kinetoplast;
m: mitochondria; n: nucleus.

3.7. Antileishmanial association of VBEO-miltefosine

The ICs( values for both drugs, alone and in each association, the
fractional inhibitory concentrations and the fractional inhibitory con-
centration index are shown in Table 3. The interaction of VBEO and
miltefosine was classified as antagonist, with a FIC index of 4.779.

In the first combination (4:1), no leishmanicidal activity was
observed, since ICsq values obtained for the essential oil and miltefosine
were higher than the top concentrations used in the experiments. It was
also observed that ICso values for the essential oil decreased at each
combination rate (Fig. 8A). ICsq values increased for miltefosine, except
in a 1:4 ratio (Fig. 8B). An isobologram was constructed based on the
FICs( values of each association (Fig. 8C). Points corresponding to the
FICs values of VBEO and miltefosine were connected by a tendency
line. All points were located above the theoretical additive line, thus
characterizing antagonism.

4. Discussion

In this study, we assessed the chemical composition of the essential
oil extracted from the leaves of V. brasiliana, its cytotoxicity against
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version of this article).

DHB82 cells, its anti-leishmanial action on L. infantum promastigotes, the
alterations it induces in promastigote forms, and the effect of the com-
bination of the essential oil with the reference drug miltefosine.

Our chromatographic analysis revealed that VBEO is rich in sesqui-
terpenes, which comprise 26 of the 28 compounds found. The first report
of the chemical characterization of the essential oil from V. brasiliana
leaves was made by Maia et al. [25] that identified 8 substances, of
which 7 were sesquiterpenes. Similarly, Cortez de Sa [30] found 7
compounds, all classified as sesquiterpenes. When comparing the results
obtained by Martins et al. [22], they observed the presence of 53
chemical constituents, 17 belonging to the sesquiterpene class.

It is noticed that there is a variation in the number of compounds

found in each essential oil analyzed, which can be explained due to
environmental variations (seasonality, rainfall rate, the incidence of UV
rays, soil nutrients, plant age and stage of development, the time of day
the plant was collected, etc.), that influences in the total content of
secondary metabolites in plants [37]. However, despite quantitative
differences, most of the components found in the cited studies belong to
the same chemical family (terpenes). In addition, the major compounds
in all studies mentioned, including ours, were the same ($-caryophyllene
or germacrene-D), which may indicate that the essential oils of
V. brasiliana leaves follow a pattern in its chemical composition.
Except for salvial-4(14)-en-1-one and (3E,5E,8Z)-3,7,11-trime-
thyldodeca-1,3,5,8,10-pentaene), all compounds found in VBEO have
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Fig. 7. Changes in phosphatidylserine exposure and plasma membrane integrity in Leishmania infantum promatigotes treated with ICso of Vernonia brasiliana
essential oil for 72 h. Parasites were labelled with Annexin V-FITC and PI. (A) Untreated promastigotes used as control. (B) Parasites treated with miltefosine, an
apoptosis-inducing drug, at a concentration of 50 pM. (C) Promastigotes treated with Vernonia brasiliana essential oil, at the ICs concentration (39.01 pg/mL). In D,
E and F, statistical differences between the percentage of necrotic, apoptotic and late apoptotic cells, respectively, are shown. In all, the results obtained in the groups
treated with the essential oil and miltefosine were statistically different when compared to untreated parasites. (*) p < 0.05; (**) p < 0.01 when compared to un-
treated parasites by Mann-Whitney test. ULQ: upper left quadrant; URQ: upper right quadrant; LRQ: low right quadrant.

Table 3

ICs0, FICso and ZFICsq of Vernonia brasiliana essential oil-miltefosine combination against Leishmania infantum promastigotes.

Combined drugs

Combination rate
ICso (pg/mL)

FICso

S FICso FICI
VBEO Miltefosine VBEO Miltefosine VBEO Miltefosine
5 0 39.01 +1.080 - - - -
4 1 126.7 +1.095 10.56 +1.095 3.247 2.291 5.538
3 2 70.87 +1.056 15.75 + 1.056 1.816 3.417 5.233 4.779
2 3 36.34 +1.084 18.17 +£1.084 0.931 3.943 4.874
1 4 11.03 +1.056 14.7 £1.056 0.282 3.190 3.472
0 5 - 4.608 £1.110 - - -

Data expressed as mean + SD. VBEO: Vernonia brasiliana essential oil; ICsq: inhibitory concentration for 50 % of parasites. FICs: fractional inhibitory concentrations;
>"FICs: sum of fractional inhibitory concentrations; FICI: fractional inhibitory concentration index.

been described in the literature as active components of essential oils or
plant extracts with leishmanicidal activity [22,38-47], which would be
already an indicator of its biological effect.

Regarding the anti-Leishmania activity of VBEO, there are few reports
in the literature, all with L. amazonensis. In the published studies, there
was a variation in the ICs¢ values of the essential oil, from 213 pg/mL
after 48h of treatment [22] to 1.73 pg/mL at 72h of treatment [30].
This shows that there are factors that can directly interfere with the
biological activity of the oil, such as its chemical composition, the
treatment time, the Leishmania strain used in the experiments (intrinsic
sensitivity of the strain to the drug), among others.

In the light of our knowledge, this is the first description of the effect
of VBEO on L. infantum promastigotes, which showed that the oil is

active, with an ICsp of 39.01 ug/mL, considered promising for further
evaluation. Promastigote forms are widely used in screening tests to
search for new drugs, due to the ease of performing the experiments, but
it is necessary to evaluate the potential drug action in amastigote forms
[48,49]. Our study shows a satisfactory result of the essential oil in
promastigote forms of L. infantum, and additional tests will confirm
whether we are facing a possible leishmanicidal drug.

For cytotoxicity experiments, we used the DH82 cell line and ob-
tained a CCsp of 63.13 pg/mL. As these cells are canine macrophages,
they are a model closer to that found in the domestic reservoir. This is
the first report of VBEO toxicity in DH82 macrophages. Cytotoxic effects
of the essential oil were also evaluated in mice peritoneal macrophages,
RAW 264.7 and Vero cells. Vero and RAW 264.7 cells showed CCsg
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Fig. 8. Antagonistic interaction between Vernonia brasiliana essential oil and miltefosine on Leishmania infantum promastigotes. In A and B, the dose-effect curves of
different combinations of the essential oil and miltefosine are observed. In C, a representative isobologram of the in vitro interactions between the respective drugs.
The dotted line corresponds to the predicted positions of the experimental points for a simple additive effect. The points corresponding to the FIC values were
connected by a tendency line. VBEO: Vernonia brasiliana essential oil; MT: miltefosine.

values of 151 and 198 pg/mL, respectively [22], while peritoneal mac-
rophages were cytotoxic at a concentration of 88.35 pg/mL [30], closer
to that obtained in our study. These data allow us to infer that VBEO is
safe for several cell lines.

The antileishmanial activity of the essential oil of V. brasiliana
against promastigote forms of L. infantum was confirmed by the ultra-
structural changes found in the treated parasites. Kinetoplast and
mitochondrial swelling are indicators of damage in this organelle and
were the most reported structural finding in the literature for L. infantum
promastigotes, treated with essential oils from Thymus capitellatus [50],
Cymbopogon citratus [51], Croton cajucara [52], Lavandula luisieri and
L. viridis [53]. Other cellular alterations found in our study, such as the
presence of vesicular formations in the flagellar pocket, disruption of
nuclear membrane and nuclear chromatin condensation, resembling the
nucleus of apoptotic cells, have also been described for L. infantum
promastigotes treated with T. capitellatus [50], C. citratus [51] and
C. cajucara [52] essential oils.

Transmission electron microscopy showed that VBEO induced
changes in L. infantum mitochondria. Usually, these are associated with
alteration of mitochondrial membrane potential, as already observed in
the literature [38,51]. To confirm mitochondrial dysfunction, the A¥m
was evaluated by flow cytometry using TMRE, a positively charged
permeable dye that can detect negative charge across a healthy mito-
chondrion of viable cells [54]. The measurement of the membrane po-
tential of L. infantum promastigotes after incubation with VBEO suggests
that the loss of A¥m is involved in its antileishmanial effect.

Some authors have demonstrated similar findings in parasites treated
with essential oils. Rottini et al. [38] showed that the essential oil of
Endlicheria bracteolate, at the concentration of 7.93 ug/mL, leads to
mitochondrial damage in L. amazonensis promastigotes, independently
of the treatment time. In experiments conducted by Machado et al. [51],
C. citratus essential oil (25 pg/mL) caused depolarization of mitochon-
drial membrane potential in promastigotes of L. infantum. The same
authors evaluated the effect of T. capitelatus essential oil (37 pg/mL),
also against L. infantum promastigotes, and observed that it induced a
decrease on AYm [50].

In cells, it is observed that the depolarization of mitochondrial
membrane potential is linked to increased levels of ROS, and subsequent
cell death [55,56]. Thus, since VBEO led to mitochondrial membrane
depolarization, it is plausible that ROS generation had increased in
L. infantum promastigotes. Similar observations were made with other
essential oils: the eugenol-rich oil of Syzygium aromaticum (EROSA) led
to a significant increase in ROS levels in promastigotes of L. donovani

[57], in the same way as the essential oil from Artemisia annua leaves, for
the same parasites [58].

Previous studies have demonstrated that oxidative stress is involved
in apoptotic-like cell death in Leishmania [59,60]. To evaluate cell death
induction, parasites treated with VBEO were double-stained with
Annexin-V and PI, and it was observed that the essential oil induced late
apoptosis in L. infantum promastigotes.

There is still no agreement on the most appropriate terminology to
refer to the cell death process in Leishmania. According to the review
published by Basmaciyan and Casanovas [61], the authors claim that the
terms “apoptosis-like cell death” or “programmed cell death” are not
correct and that the term “apoptosis” is proper. In contrast,
Menna-Barreto [62] says the opposite, that “apoptosis-like cell death” is
more suitable. Here we use the terminology found most frequently in the
literature.

An apoptosis-like process has been proposed as a cell death mecha-
nism for Leishmania parasites [63]. The essential oils from both
A. herba-alba and A. campestris killed L. infantum promastigotes by
triggering apoptosis, in a dose and time-dependent manner [64].
C. citratus essential oil and its major compound citral induce apoptosis in
L. infantum, at its ICso values (25 and 42 pg/mlL, respectively) [51]. An
increment of the cellular phosphatidylserine externalization, charac-
teristic of apoptosis, was observed in promastigote forms of L. donovani
treated with the A. annua essential oil [58]. Also, in L. donovani pro-
mastigotes, treatment with EROSA led to a significant percentage of
parasites stained positive for both Annexin-V and PI (55.60 %), indi-
cating late apoptotic phase [57], as well as in our study.

Among the compounds identified in VBEO, eight are admittedly
apoptosis inducers: p-caryophyllene, caryophyllene oxide, a-humulene,
terpinen-4-ol, f-bourbonene, isoledene, f-ionone, and 8—cadinene. The
apoptotic effect of these isolated substances, as well as their effects on
ROS intracellular production and mitochondrial membrane potential,
have already been described in the literature for several cell lines, as
MG-63 [65,66], OVCAR3 [67,68], HCT116 [69-71], PC-3 [72-74],
MCF-7 [72,75], 1-929 fibroblasts [75], HL-60 cells [76], and others.
There are also reports that caryophyllene oxide induces late apoptosis in
Trypanosoma cruzi epimastigotes [77], a kinetoplastid as well as Leish-
mania infantum.

As cell death mechanisms are similar in cells and protozoa, the broad
description of the apoptotic effects for the isolated compounds was
sufficient to base our results and to suggest that the late apoptosis cell
death of L. infantum promastigotes caused by VBEO is related to the
presence of these active compounds.
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To improve the antileishmanial effect of VBEO, the effect of its as-
sociation with miltefosine, a standard drug for the treatment of visceral
leishmaniasis, was evaluated. However, the results obtained showed
that the combination had an antagonistic effect.

To date, few studies reported the association between synthetic
drugs and natural compounds, or between substances isolated from
plants, in the treatment of leishmaniasis. An additive effect between
oxiranes and meglumine antimoniate (Glucantime®) against
L. amazonensis amastigotes were observed by Gongalves-Oliveira et al.
[78], that may lead to an increment of global antileishmanial potential
both in vitro and in vivo. When evaluating the effect between combi-
nations of the major compounds of the essential oil of Chenopodium
ambrosioides (ascaridole, carvacrol, and caryophyllene oxide) against
L. amazonensis promastigotes, Pastor et al. [79] observed a synergistic
effect of ascaridol-carvacrol combination and additive interaction for
ascaridol-caryophyllene oxide and carvacrol-caryophyllene oxide. In
general, the studies reported additive and synergistic relationship be-
tween the tested compounds. Our results, by contrast, showed an
antagonistic interaction between a known leishmanicidal drug (milte-
fosine) and an essential oil with anti-Leishmania properties. This is
important to emphasize that, even when combining two substances with
recognized antiprotozoal activity, the result of the association will not
necessarily be the same.

The present work demonstrates that the essential oil from
V. brasiliana leaves holds antileishmanial activity against L. infantum
promastigotes, and it is more toxic to the parasites than to DH82 cells. In
contrast, its association with miltefosine did not show the same bio-
logical effect. The antiparasitic effect of VBEO was confirmed by the
ultrastructural changes, decreased mitochondrial membrane potential,
and increased ROS production, which together induced cell death by
late apoptosis. Therefore, our overall results strongly suggest VBEO has
active molecules that can be explored as sources for new antileishmanial
drugs.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e Os compostos quimicos presentes no 6leo essencial das folhas de V. brasiliana sao
predominantemente sesquiterpenos;

e O ¢leo essencial de V. brasiliana apresenta atividade leishmanicida em promastigotas
de L. infantum;

e O ¢dleo essencial apresenta efeito citotoxico em macréfagos da linhagem DH82;

e O dleo essencial de V. brasiliana induz altera¢des ultraestruturais em promastigotas de
L. infantum;

e O Oleo essencial de V. brasiliana promove alteracdo no potencial de membrana
mitocondrial e leva ao aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio em L.
infantum;

e O dleo essencial de V. brasiliana induz a morte celular por apoptose tardia em formas
promastigotas de L. infantum;

e O uso associado do 6leo essencial e da miltefosina apresentou efeito antagdnico em

promastigotas de L. infantum.
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