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DORIA, AF.; ARRAIS DA SILVA, W. W. Avaliacido do nerol sobre promastigotas e
macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania amazonensis. Dissertacdo de

Mestrado, Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia (PROBIO), 2023.
RESUMO:

As leishmanioses estédo entre as doencas negligenciadas mais importantes do mundo. Trata-se
de uma afec¢do parasitaria transmitida pela fémea de um vetor denominado de flebotomineo.
A transmissdo da doenca ocorre durante o repasto sanguineo da fémea desse vetor, que
deposita formas infectantes no hospedeiro vertebrado e desencadeia assim a infeccdo. A
depender da resposta imunoldgica e do status nutricional e sanitario do individuo, e da espécie
incriminada na infeccdo, a doenca pode desencadear desde apresentacOes cutaneas localizadas
até a alteracGes viscerais mais significativamente graves, que quando ndo tratadas tornam-se
fatais. Os tratamentos utilizados como de primeira escolha, como o Glucantime ® e o
estibogluconato de sdédio, e os tratamentos de segunda escolha, como a anfotericina B,
mostram-se com muitos efeitos adversos, tempo de tratamento longo, além do surgimento de
parasitos resistentes as drogas. A procura por novos compostos terapéuticos com potencial
leishmanicida e que possuam menos efeitos colaterais tem guiado as pesquisas mais recentes.
Com isso, nosso estudo direcionou esforgos para alternativa de tratamento com metabdlito
secundario de produto de origem vegetal, utilizando nerol, um monoterpeno muito empregado
em perfumarias e ja com aplicabilidades biologicas reconhecidas, a citar como antifungico,
ansiolitico, cardioprotetor e protozoaricida. Para avaliacdo da acdo leishmanicida, foram
testadas diferentes concentragdes do nerol (de 3,25 pg/mL a 100 pg/mL) em culturas de
promastigotas (2 x 10 parasitos/ml) colocadas em microplaca de 96 pogos, com as diluicdes
feitas em quadruplicata. Apds a incubacdo das promastigotas, a atividade leishmanicida da
droga foi avaliada através do método colorimétrico Resazurina. Ja a potencial modulacdo da
infeccdo de diferentes concentragdes de nerol (12,5 pg/mL a 400 pg/mL) foi realizada em
culturas de macrofagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de Leishmania
amazonensis, colocadas em placa de 24 pocos, pelo periodo de 24 horas, e tendo como
controle positivo o Glucantime ®. O Ultimo fator a ser analisado foi a citotoxidade da droga
em células de mamifero, com macréfagos peritoneais colocados em placa de 96 pocos (2 X
10 céulas / pogo) com a viabilidade celular determinada pelo método colorimétrico de MTT,
objetivando mensurar a seguranca da droga. O nerol demonstrou um excelente potencial
leishmanicida em formas flageladas (promastigotas), com reducdo concentracdo-dependente
na viabilidade dessas promastigotas, tendo a partir da concentragdo de 25 pug/mL apresentado
uma reducdo de mais de 65% de da viabilidade em rela¢do ao grupo sem tratamento, além de
ter sido capaz de reduzir a taxa de infeccdo em todas as concentragdes testadas em no minimo
46% se comparado ao controle negativo, com viabilidade celular moderada, reduzindo a carga
parasitaria em todas as concentracdes de nerol quando comparada ao controle sem tratamento
e ao controle positivo com Glucantime ®, apresentando dessa forma resultados
biologicamente interessantes, abrindo espaco para novas pesquisas sobre 0S mecanismos
envolvidos na citotoxicidade do nerol, afim de aperfeicoa-lo em seu uso terapéutico.

Palavras-chaves: Leishmania, nerol, tratamento, alternativas terapéuticas
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macrophages infected with amastigotes of Leishmania amazonensis. Masters
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ABSTRACT:

Leishmaniasis is among the most important neglected diseases in the world. It is a parasitic
disease transmitted by the female of a vector called sand fly. The transmission of the disease
occurs during the blood meal of the female of this vector, which deposits infective forms in
the vertebrate host and thus triggers the infection. Depending on the immune response and
nutritional and health status of the individual, and the species incriminated in the infection,
the disease can trigger from localized skin presentations to more significantly severe visceral
changes, which, when untreated, become fatal. Treatments used as first choice, such as
Glucantime ® and sodium stibogluconate, and second choice treatments, such as
amphotericin B, have many adverse effects, long treatment time, in addition to the appearance
of parasites resistant to drugs. The search for new therapeutic compounds with leishmanicidal
potential and that have fewer side effects has guided the most recent research. With this, our
study directed efforts towards an alternative treatment with a secondary metabolite of a
product of plant origin, using nerol, a monoterpene widely used in perfumeries and already
with recognized biological applicability, to mention as an antifungal, anxiolytic,
cardioprotective and protozoaricide. To evaluate the leishmanicidal action, different
concentrations of nerol (from 3.25 pug/mL to 100 pg/mL) were tested in cultures of
promastigotes (2 x 10° parasites/ml) placed in a 96-well microplate, with dilutions made in
quadruplicate. After incubating the promastigotes, the leishmanicidal activity of the drug was
evaluated using the Resazurin colorimetric method. The potential modulation of infection
with different concentrations of nerol (12.5 pg/mL to 400 ug/mL) was performed in cultures
of murine peritoneal macrophages infected with amastigotes of Leishmania amazonensis,
placed in a 24-well plate, for a period of 24 hours, and having Glucantime ® as a positive
control. The last factor to be analyzed was the cytotoxicity of the drug in mammalian cells,
with peritoneal macrophages placed in a 96-well plate (2 x 10* cells / well) with cell viability
determined by the MTT colorimetric method, aiming to measure drug safety. nerol showed an
excellent leishmanicidal potential in flagellated forms (promastigotes), with a concentration-
dependent reduction in the viability of these promastigotes, with a concentration of 25 pg/mL
showing a reduction of more than 65% in viability compared to the group without treatment,
in addition to being able to reduce the infection rate at all concentrations tested by at least
46% compared to the negative control, with moderate cell viability, reducing the parasite load
at all concentrations of nerol when compared to the control without treatment and to the
positive control with Glucantime ® , thus presenting biologically interesting results, making
room for new research on the mechanisms involved in the cytotoxicity of nerol, in order to
improve its therapeutic use.

Keywords: Leishmania, nerol, treatment, therapeutic alternatives

Vi



SUMARIO

e 1 1Y 1 S i

A B S T R A C T et e e e ettt ee e et ae e ee e e e e arteaanraeenraeenns i
LISTA DE FIGURAS. ... .ottt et sttt ae et ae et e e eeenneaeenneaeennes WY}
LISTA DE TABELAS . ... oottt et s e et e s e ene e e anaeaeaaee s Y
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS. ...ttt Vi

1. INTRODUGAO. .......oooetoeiceee et es s ss s en s s 01
1.1 ProdutOs NAUIAIS € TEIPENOS. ....ccueiueitirieeteeetie ettt st sr et bbbttt ne e 07
2. OBIETIVOS. ...ttt ettt e e et e e e et e e et e ese e e aeanneaeasaeeeanaeennsaeean 10
00 T - | SRS 10
2.2, ESPECITICOS. ...ttt et bbb e 10
3. MATERIAIS E METODOS.......ooceeeeeee et ee et ee e e en e 11
3L ANIMEIS. ...t ettt ettt se ettt e st e st et es e e es e et e se e e neenbees e eeeene e reen e enee s 2reeereennenneenne s 11
3.2. Obtencdo e ManUteNGaO dOS PATASIEOS. .......ccveriririeeiiiieie et et 11
3.3. MaCrOTag0S PEILONEAIS. ......eeveeeerieieesie sttt sttt ekttt et bt et sn e e sr e e 11
3.4. Obtencdo doS COMPOSIOS QUIMICOS. .....veuveeiriereiie st sttt ettt 12
3.5 Ac¢do leishmanicida in vitro do nerol sobre as formas promastigotas de L.
AIMAZONENSIS. 1. v evte vttt sttt sttt e b bbb et e £ b e s e ee et ee b eb e b b £ Rt bt bt n bt nr e e 12
3.6. Infeccdo e tratamento das culturas de macrofagos peritoneais por amastigotas de L.
AIMAZONENSIS. 1.ttt sttt ettt etttk ettt bt e s e et es e es e eh e bt R b e Rt ekt eh 2h e et en e st e et nr et 12
3.7. Analise da carga parasitaria e taxa de infec¢do das culturas de macrofagos peritoneais
INfeCtados COM L. @MAZONENSIS. ......cciiiirieitireeiiee ettt ettt sr e bbb e s 13
3.8. Determinacdo da citotoxicidade do nerol em macréfagos peritoneais através do
Y I SRRSO 13
3.9, ANALISE ESTALISTICA. ... .c.veiviie ittt ettt sttt nr e e 15
4. RESULTADOS.....co oottt ettt bbbt st b et b e ettt et s e s e 16
4.1. Avaliacdo do potencial leishmanicida do nerol em culturas de promastigotas de L.
AIMAZONENSIS. 1.ttt vereesiesee st eteste et et es e st este st es b sb et sb e e bt beeb e Rt ek e e Rt eh et eR b et en b e en e en et e Rt en b e n b 16
4.2. Determinacdo da taxa de infeccdo e carga parasitaria em macréfagos peritoneais
infectados com amastigotas de L. @mMazOoneNSIS ..........cccueveeieiieiieeiesie e e see e eee s sre e 17
4.3. Avaliacdo da citotoxicidade do nerol em macrdfagos peritoneais de camundongos
BALB/c atraves do ensaio colorimétrico de MT T .....ccoeveeiiie i s 20
5. DISCUSSAD......ouieiireireieeeeess ettt st 22
B. CONCLUSOES ...t is ettt sttt 28
REFERENCIAS. .....oooitiiisieee ettt ettt 29

Vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formula estrutural da molécula do nerol (cis-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-ol),
disponivel em: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sial/50949, acessado em
LATLLI22. ..ottt eh et et e et e et e e ahte e e e e ataearaeeate e e e e ns 9

Figura 2. Efeito do nerol sobre a viabilidade da cultura de promastigotas de Leishmania

BTN OZ O IEINISES. .ttt et ettt ettt e e s s et s e e s e e e et e et n e e e e e nn e nnne nnnn e e e e e nnnnnnnnn 15

Figura 3. Taxa de infeccdo dos macrdéfagos peritoneais submetidos a tratamento com nerol e
grupos controle negativo (CTL- Controle sem tratamento) e positivo (com GLUCA-
GIUCANTIME ®) ...ttt et bbb bbbt b et s et nr e b bttt 16

Figura 4. Carga parasitaria demonstrando a quantidade media de amastigotas por célula de
macrofagos infectados. Notar diferenca significativa entre os tratamentos com nerol e os

GPUPOS CONLIOIES. .....veeeie ettt ettt sttt et e st e st e e e e teenae e sre e e e neeneeeneenrennes 18

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Grupos de tratamento das culturas de macr6fagos peritoneais infectados com
amastigotas de L. AMAZONENSIS. ........ocuiiiiiieireie et se bbbt e s sr et sr et sr e nns 13

Tabela 2. Taxa de infeccdo diminuida ap6s tratamento com nerol e com controle positivo,
carga parasitaria (nimero de amastigotas por célula apos 24 horas de tratamento) e reducgdo da

quantidade de parasitas dentro da célula apds tratamento com nerol e Glucantime ®.......18

Tabela 3. Atividade citotoxica do nerol em macrofagos peritoneais de camundongos
BaAID/C... e e ee e et e e be e e aearre s 20



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA: Anélise de Variancia

ATP: Adenosina trifosfato

CCBS: Centro de ciéncias bioldgicas da Saude

CTL: Controle

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

ELISA: Ensaio da imunoabsor¢do enzimatica

GLUCA: Glucantime ®

GTP: Guanosina trifosfato

IC50: Taxa de inibi¢do de 50% do parasita

IFN-y: Interferon gama

LC: Leishmaniose cutanea

LCL: Leishmaniose cutanea localizada

LM: Leishmaniose mucosa

LTA: Leishmaniose tegumentar americana

LV: Leishmaniose visceral

MS: Ministério da saude

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

NO: Oxido nitrico

OES: Oleos essenciais



PBS: Tampéo fosfato-salino

PCR: Reagdo em cadeia da polimerase

SF: Solugéo fisiologica

SINAN: Sistema de informacao de agravos de notificacao

TNF: Fator de necrose tumoral

UFS: Universidade Federal de Sergipe

UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas

Xi



1. INTRODUCAO

Aproximadamente um quarto da populacdo mundial é afetada por doencas causadas
por protozodrios. Dentre essas enfermidades, as leishmanioses estdo entre as dez mais
importantes doengas que acometem humanos. Essa doenga tem uma vertente
antropozoonotica, sendo ocasionada por espécies de parasitas do género Leishmania spp. que
podem ser transmitidas ao homem por intermédio da picada de insetos vetores hemat6fagos
(WHO, 2021).

Os primeiros relatos e a origem remetem ao inicio da doenca na antiguidade. Trés
hipGteses sdo apresentadas para essa origem: paleartica — sugere que a Leishmania se originou
na regido paleartica, uma area envolvendo Europa, Asia, norte da Arabia e Africa, no periodo
Paleoceno, sustentada por registros fosseis que indicam que flebotomineos ancestrais e
roedores tambeém evoluiram na regido paleartica durante o periodo Paleoceno. A hipdtese
Neotropical, onde admite-se uma origem de Leishmania na regido Neotropical, com
mamiferos como o0s primeiros hospedeiros vertebrados e, por fim, a hipdtese de
Supercontinente, com a quebra do supercontinente Gondwana, na regido Mesozoica, onde
mamiferos seriam os primeiros hospedeiros vertebrados e com os eventos de vicariancia
(fragmentacdo de uma especie ancestral em duas ou mais areas) foram fatores que
contribuiram para a separacdo da linhagem (NOYES, 1998; KERR, 2000; Harkins et. al.,
2016).

As leishmanioses foram disseminadas em todo o planeta pelo ser humano durante as
primeiras migracdes humanas e novas especies de Leishmania spp. patogénicas para humanos
estdo por ser descobertas (STEVERDING, 2017). O termo Leishmania, remete a descricdo do
parasito feita pelo patologista escocés, o tenente-coronel Sir William Leishman, que é
referenciado junto ao Major irlandés Charles Donovan, pela descoberta do parasita que causa
a Leishmaniose Visceral (LV). O médico britanico Ronald Ross publicou artigo, em 1903,
concluindo que os corpos ovoides encontrados nos bacos de pacientes com esplenomegalia e
piroxia crénica ndo eram tripanossomas degenerados, mas Sim um novo organismo
protozoario e que o quadro se assemelhava ao de calazar, sendo entdo posteriormente
definitivo o emprego do termo Leishmania (ROSS, 1903; STEVERDING, 2017).

De acordo com o Organiza¢do Mundial da Saude, ha entre 700 mil e 1 milh&o de casos
novos da doenga ao ano (WHO,2022). Ainda segundo OMS, 92 paises s&o endémicos ou ja
reportaram casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), ao passo que 83 paises sao
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endémicos ou ja notificaram casos de Leishmaniose Visceral (LV) (WHO, 2022). No Brasil,
concentram-se 14% dos casos de LV relatados no mundo, considerado ainda um pais com
transmissdo dita em expansdo. Com relacdo & LTA, somente em 2020, o Brasil notificou
17.772 casos da enfermidade (MS, 2020; WHO, 2021).

Alguns fatores sdo considerados cruciais para o entendimento dessa doenga, como a
minuciosa identificacdo da espécie de Leishmania spp. (PIRAJA LUCHEIS, 2014), e no que
tange a prevaléncia da doenca em muitas regides do Brasil, itens como a falta de manejo e
saneamento, negligéncia de industrias farmacéuticas em investir em novas terapias, condicoes
de moradia e falta de uma boa nutricdo estdo entre os fatores mais determinantes para a
perpetuacdo do problema (MACHADO et. al., 2020).

O que se observa € um paralelo estabelecendo igualdade proporcional, quando a
elevacdo da incidéncia de doencas infecciosas ou parasitarias esta diretamente ligada as mais
precarias condigdes socioeconémicas dos habitantes, a condigdes menores de saneamento em
regides do territorio brasileiro mais vulneraveis socioeconomicamente (MARCHI et. al.,
2019).

Dentre essas regides, o Nordeste, segundo dados do Ministério da Saude, representa
mais do que um terco dos casos de leishmanioses diagnosticados em todo o territorio
brasileiro (MS/2020). Nessa grande regido brasileira, Sergipe, o menor dos estados, com
21.926,908 km? de extenséo territorial, vem desde o inicio do Século XX relatando casos de
leishmanioses em seu territorio (SANTOS et al., 2018). Em uma analise dos casos
diagnosticados no periodo compreendido entre 2007 a 2020, em Sergipe, 109 casos de LTA
foram confirmados, ao passo que 842 casos de LV foram notificados (SANTOS et. al., 2018;
SS/SE, 2020).

Existem mais de 20 espécies de mamiferos, incluindo roedores, carnivoros e humano
(que é um hospedeiro acidental), que podem ser reservatorios da Leishmania spp. (MOKNI,
2019). O céo (Canis lupis familiaris, Linnaeus 1758), exerce, nas cidades, o principal papel
de reservatorio da infeccdo, por ser o principal mamifero ndo-humano, incriminado no ciclo
zoonotico de LV, ainda que outras espécies como gatos e aves domesticos, ja foram
detectadas com o parasito; ao passo que, no ambito da LTA, os animais domésticos ainda nao
tém uma correlacdo de atuacdo como reservatorios domésticos da doenca (SS/PR, 2018;
DANTAS-TORRES,2019). No que tange a LTA especificamente, ja foram registradas
espécies de marsupiais, e roedores como 0s principais hospedeiros e candidatos a
reservatorios naturais no ambiente silvestre (VASCONCELOS et.al., 2018).



As leishmanioses sdo causadas por parasitas com ciclos digenéticos, isto €, o
organismo precisa de a0 menos dois hospedeiros para ter seu ciclo evolutivo completado. A
infeccdo do hospedeiro vertebrado (mamiferos, incluindo o homem) acontece durante o
repasto sanguineo das fémeas de insetos vetores, chamados de flebotomineos. Esses insetos
inoculam as formas promastigotas metaciclicas, e uma vez que essas formas estdo no
hospedeiro vertebrado, ocorre a fagocitose dessas por meio de macréfagos, que € uma das
células pertencentes ao sistema reticulo endotelial, e essas formas ficardo entdo restritas ao
fagolisossoma (jungdo de fagossomo com lisossoma), cujo ambiente interno € acido e faz com
que os promastigotas se diferenciem em amastigotas, que se multiplicardo por divisao binaria
simples. Com a alta carga parasitaria, os macr6fagos rompem-se, liberam as amastigotas que
infectardo novas ceélulas, levando deste modo, ao estabelecimento do processo infeccioso no
hospedeiro vertebrado (TEIXEIRA et. al., 2013; BATES, 2018; GALVAO, 2019). As fémeas
de flebotomineos, durante o hematofagismo, ingerem as amastigotas livres no hospedeiro
vertebrado, e essas, por sua vez, se diferenciam no interior do inseto em promastigotas,
replicando-se e, no trato digestorio do inseto, alguns protozoarios diferenciam-se em
promastigotas metaciclicos, fechando o ciclo (NEVES, 2022).

Apos a infecgdo do hospedeiro vertebrado (mamiferos), a resposta imunoldgica tem
papel fundamental na evolugdo fisiopatologica desta zoonose. Sabe-se que vérias citocinas
estdo envolvidas no contexto da infeccdo leishmaniotica, sobretudo o Interferon gama (IFN-y)
e o Fator de Necrose Tumoral (TNF), ativando estes os macrofagos, que produzem radicais
livres (principalmente Oxido Nitrico - NO) no interior de fagolisossomos, e destroem as
amastigotas, controlando a infeccdo (RODRIGUES, 2016). De fato, macrofagos ativados
pelo TNF e IFN-y em hospedeiros infectados por Leishmania spp possuem niveis aumentados
de Oxido Nitrico, sendo o NO uma molécula que, juntamente com espécies reativas de
oxigénio em macrofagos, € determinante na eliminacdo do parasita intracelular (FREITAS,
2010; CONCEICAO-SILVA e ALVES, 2014).

Dessa forma, dependendo do status imunolégico do hospedeiro vertebrado (a citar os
seres humanos), sua condicdo nutricional, comorbidades e, sobremaneira, da espécie de
parasita envolvida em cada transmissdo, o desenvolvimento da infeccdo reverbera em
diferentes situacdes e manifestacdes clinicas (MUNIZ, 2017; BURZA et. al., 2018).

A leishmaniose visceral ocorrera em infecgdes causadas por espécies viscerotropicas,
ou seja, Leishmania infantum e L. donovani. A LV é considerada a forma mais grave da

doenca, e, se ndo tratada, pode levar o individuo a 6bito. No ser humano, ela pode causar:
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febre, esplenomegalia, hepatomegalia, hemorragias, edemas, emagrecimento progressivo e até
morte (BURZA et. al., 2018). No Brasil, essa forma é endémica em muitas areas urbanas,
apresentando como agente etioldgico a L. infantum (SANTOS, 2019).

J& a Leishmaniose tegumentar americana (LTA), ocorrerd em infecgdes causadas por
espécies dermotrdpicas. Pode levar a lesbes cutaneas (Leishmaniose cutédnea —LC) e em
mucosas (Leishmaniose mucosa-LM). No Brasil, a maioria dos casos é causada pela espécie
Leishmania braziliensis, que produz uma das principais formas clinicas da leishmaniose
tegumentar: a Leishmaniose cuténea localizada (LCL) e lesbes em mucosas que podem ser
desfigurantes e estigmatizantes (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014). A espécie L.
amazonensis, usada nesse trabalho, é considerada uma espécie dermotrdpica, por causar, na
maioria das vezes, lesbes cutaneas e em casos raros, lesdes cutaneas difusas, com presenca de
nddulos ndo ulcerados na pele (BRASIL, 2017).

O diagnostico precoce da infeccdo corrobora para um prognostico favoravel e esta
baseado na observagdo direta do parasita (diagnéstico direto) ou em testes imunoldgicos
(diagnostico indireto), que buscam a deteccao de resposta imune contra o parasito. De fato, o
principal desafio nos ensaios diagnosticos de infeccdo por Leishmania spp. nos altimos anos
tem sido alcancar o teste padrdo ouro para estabelecer programas estratégicos eficazes para
controlar e tentar erradicar a doenca (OLIVEIRA e FERNANDES, 2014; ELMAHALLAWY
et. al., 2014). Dentre os exames de diagnostico direto, estdo o0 exame microscopico por meio
de aspirado de 6rgédos e tecidos e a cultura do parasita. Ao passo que, 0s metodos moleculares
de diagndstico, como os ensaios de biologia molecular para deteccdo do DNA do parasita
(Reacdo em cadeia de polimerase- PCR) apresentam uma alta sensibilidade e mostra-se uma
ferramenta menos invasiva e bastante confiavel para um diagnéstico em larga escala
(ELMAHALLAWY et. al., 2014).

Além das dificuldades de diagnostico, o efetivo controle das leishmanioses esbarra na
presenca de animais silvestres susceptiveis ao parasitismo (zoonose), na diversidade de
espécies com capacidade vetorial e potencial sinantrépico, no avanco de areas construidas e
diminuicdo das florestas e na auséncia de inovacdo terapéutica (DRUMOND E COSTA.,
2011; VIRMOND, 2011).

Sendo assim, o controle das leishmanioses requer abordagens integradas, como uso
regular de inseticidas, mosquiteiros, limpeza de quintais e terrenos, evitar exposi¢cdo nos
periodos de maior atividade do vetor (do entardecer ao anoitecer), repelentes topicos e,

sobretudo, determinacdo de areas de risco, para possibilitar a reducdo desses vetores nas
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proximidades de humanos (DANTAS-TORRES et. al., 2019). Além dos esforgos para se
conter o vetor transmissor, no ambito do controle das leishmanioses, as mais recentes
estratégias dependem do diagndstico celere da enfermidade, sempre que for possivel,
associado com abordagens quimioterapicas para minimizar sintomas da doenca e a
transmissé@o continuada do parasita (DE OLIVEIRA, et.al., 2020).

Afora a dificuldade de obtencdo de diagndstico precoce e a instituicdo de um
tratamento seguro e eficaz disponiveis para as leishmanioses, sem mencionar a diversidade de
espécies do parasito que dificulta a obtencdo de vacinas, o fato dos vetores transmissores
possuirem habitos ecléticos e ocuparem diferentes nichos ecoldgicos e a presenca de
reservatdrios (mamiferos) em ambiente silvestre e antrépico, um dos fatores que mais estdo
impactando na problematica da doenca é a falta de inovacdo medicamentosa para tratamento
das leishmanioses, configurando um cenario de negligéncia que esta importante zoonose se
encontra (OLIVEIRA et. al., 2013; TELES, 2022).

No entanto, uma das formas de contencdo da doenca é justamente uma terapéutica
eficaz e, desse modo, vérias tem sido as drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses. As
drogas ditas de primeira escolha na terapéutica sdo 0s antimoniais pentavalentes (Sb):
antimoniato de N-metil-glucamina-(Glucantime ®) e estibugluconato de sodio. Ambos
apresentam tratamento longo, elevado custo, além de efeitos colaterais cardioldgicos e outros
efeitos nocivos (alta toxicidade), além de serem, por vezes, ineficazes (BRASIL,2014;
NAGLE et. al. 2014; TIWARI et. al., 2018).

Gaspar de Oliveira Vianna desenvolveu, na década de 10 do século XX, o0s
antimoniais pentavalentes, que aléem de toxico, ja& foram descobertos muitos episddios de
resisténcia medicamentosa, sobretudo em é&reas endémicas, além de sua forma de
administracdo, que se da por via intramuscular ou endovenosa (BRASIL, 2017). Como se
desencadeia a sua acdo no organismo ainda é pouco compreendido, mas acredita-se que 0
antimoniato altera a atividade bioenergética do parasito, acarretando na sua morte por perda
de moléculas energéticas, de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP).
(SILVA, 2017). O principal dos efeitos colaterais dos antimoniatos € a arritmia cardiaca, mas
injuria renal e pancredtica também podem ocorrer (MENEZES-FILHO et. al., 2019;
HENDRIX et. al., 2019).

Ja como abordagem de segunda escolha, em casos em que o uso dos antimoniais, por
alguns fatores, ndo se mostrou eficaz, utiliza-se anfotericina B, ou anfotericina B Lipossomal,

que sdo drogas utilizadas como antifingicos advindo de uma cepa de bactérias da espécie
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Streptomyces nodosus. A anfotericina B lipossomal foi uma forma produzida a fim de
minimizar os incomodos efeitos adversos da anfotericina B, porém tem elevado custo e o seu
mecanismo se da por toxicidade seletiva no ergosterol, na membrana do parasito,
desencadeando alteracdo na integridade da membrana, resultando em vazamento de ions e,
finalmente, levando a morte celular. Efeitos adversos como nauseas, dor de cabeca e
nefrotoxicidade tem sido relatados (ZHANG et. al.,2020; KUMARI et. al., 2022).

Em pacientes impossibilitados de usar os farmacos de primeira escolha, seja por
imunocomprometimento ou por resisténcia medicamentosas, a anfotericina B lipossomal é
considerada de primeira escolha. Além de que, a associagcdo da anfotericina B lipossomal com
outra droga com acdo leishmanicida, a miltefosina, tem obtidos excelentes resultados em
paciente com supressdo da imunidade (MONGE MAILLO E LOPES-VELEZ, 2021).

As pentamidinas, do grupo das diramidinas, sdo drogas que atuam em casos tambem
que ndo respondem aos antimoniais, estando na sua elevada toxicidade um obstaculo a sua
ampla implementacdo em protocolos terapéuticos, apresentando efeitos como nauseas,
vomitos, hepatotoxicidade, tosse, hipotensdo, nefrotoxicidade, hipoglicemia e até morte
subita. A droga pode ser administrada por via intravenosa ou intramuscular. A pentamidina
interfere na sintese de poliamina, na atividade de RNA polimerase, entra na célula do
protozoario ligando-se a0 RNA de transferéncia e impede a sintese de proteinas, acidos
nucleicos, fosfolipidios e folato. Além desse mecanismo, as pentamidinas possuem excelente
acdo anti-inflamatoria (HAFIZ e KYRIAKOPOULOQS, 2022).

A miltefosina, desenvolvida como uma substancia anticancerigena, € uma molécula
anfifilica (caracteristica hidrofilica e hidrofobica), composta por ésteres de fosfocolina de um
alcool de cadeia longa. Seu mecanismo de acdo ainda estd sendo investigado, e tem sido
relacionado a inibicdo da sintese da membrana celular. E a Gnica droga eficaz administrada
contra leishmaniose por via oral disponivel no mercado. Apresenta taxas de cura de até 90%
dos casos apds sua introducdo inicial. Por outro lado, o elevado custo e o aumento da
resisténcia tém limitado seu uso a combinacBes com outras drogas. Apesar de eficiente,
também pode produzir efeitos colaterais gastrointestinais, distdrbios reprodutivos e até, mais
recentemente descoberto, problemas articulares intensos. Mesmo assim, mostra-se uma
alternativa viavel para uma ampla gama de espécies de Leishmania spp., principalmente com
associacOes terapéuticas empregadas (BERMAN 2005; ARMITAGE et. al, 2018;
GHORBANI e FARHOUDI, 2018; ROAT et. al., 2020; DAGA et. al., 2021).



O emprego de derivados de metais, metais de transicdo e semimetais também tem sido
visto em experimentos com uma certa regularidade. O ruténio, por exemplo, ja teve sua
atividade testada em modelos experimentais de leishmanioses (SALAMA, 2013). Metais de
transicdo como o zinco, cobre, ferro e niquel foram complexados a outras substancias e
tiveram boas respostas em macrofagos infectados, embora novos estudos sejam necessarios
para 0 aprimoramento dos mecanismos de atuagdo dos compostos e a concentracédo ideal para
cada espécie de parasito (RICCI, 2015).

1.1 Produtos naturais e terpenos

Diante do exposto, é visto que se faz necessario novos estudos utilizando alternativas
terapéuticas para tratamento da leishmaniose, com diminuicdo de efeitos adversos, maior
eficiéncia, menor custo (GALVAO, 2019). As plantas medicinais advém de uma cultura
milenar de um amplo grupo de nacdes espalhados pelos continentes e vém ganhando um
grande espaco no ambito da pesquisa cientifica devido as recorrentes descobertas de seus
beneficios e propriedades fitoterapicas (SANCHITA E SHARMA, 2018).

Considerando o fato de serem mais acessiveis e sustentaveis, o tratamento com
produtos naturais oriundos de ordem vegetal deve ser preconizado em estudos, dado os efeitos
colaterais que se tem com o uso de farmacos de primeira frente no combate as leishmanioses
(BORGES et. al., 2017).

Os compostos derivados de bases vegetais, a citar, 0s 6leos essenciais (OES), tém cada
vez mais ganhado corpo nas pesquisas mais recentes, conseguindo bons resultados nos testes
in vitro, colocando OES como promissores nos experimentos cientificos de alternativas de
tratamento. Diversos estudos demonstraram uma correlacdo positiva entre a utilizacdo de
plantas usadas no Brasil e a atividade leishmanicida desempenhada por seus derivados
(BRITO et. al. 2013; SILVA et. al., 2014; PEREIRA, 2014; SALAMA et. al., 2017; TELES,
2022).

Os terpenos encontrados em OES, por exemplo, sdo sabidamente compostos ja
descritos com atividades fungicidas, bactericidas e leishmanicidas, apresentando indices bons
e esperancosos, para mais estudos in vitro e in vivo (SILVA et. al., 2020, TELES, 2022).
Dentre esse grupo dos terpenos, tem-se 0s monoterpenos, que tem demonstrado potencial
terapéutico contra Maléria, Esquistossomose, Tuberculose, Doenga de Chagas e Leishmaniose
(COELHO et.al., 2016).



O composto monoterpeno pineno, majoritario dentre os derivados de plantas da
espécie Thymus hirtus, Agaricus campestris e Myrtus communis, apresentou atividade
leishmanicida moderada quando wusado de forma isolada contra L. amazonensis
(RODRIGUES et al., 2015). Ao passo que, um outro estudo mostrou os monoterpenos o.-
pineno, p-cimeno e 1,8-cineol, compostos mais representativos nos OES de plantas do género
Protium sp., sendo eficientes contra as formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis
in vitro, tendo a 1C50 dos OES de uma das espécies do género da planta testada, apresentado
valor de 14,8 pg/mL para promastigotas e 7,8 pg/mL para amastigotas. Na citotoxicidade para
macréfagos, ndo foi observada toxicidade na concentracdo de 50 pg/mL com os OES testados
no estudo. A viabilidade dos macrdfagos foi cerca de 90%, mesmo a 200 pg/mL (SANTANA,
2020).

No grupo dos monoterpenos, o nerol, que & muito utilizado em produtos cosméticos e
aromatizantes, possui uma ampla gama de atividades biologicas. O nerol (cis-2,6-dimetil-2,6-
octadien-8-ol) tem potencial de diversos tratamentos in vitro e in vivo. Esse monoterpeno tém
estudos ja demonstrando atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-
helminticas. (NOGUEIRA et. al., 2013; ALMEIDA et. al., 2014; COSTA et. al.,2014; SILVA
et. al., 2014).

O nerol € encontrado em Oleos de vérias espécies vegetais, como as do género
Humulus sp., Cymbopoogon sp., Rosa sp., Lavandula sp., e foi primeiramente isolado do 6leo
de Neroli, obtidos das flores da laranja amarga (Citrus x aurantium), o que justifica seu nome.
E um isdmero cis (apresenta a mesma formula molecular) do geraniol (KUMAR et. al., 2013,
MSAADA et. al., 2012).

TIAN et. al. (2013) ja relataram potente acdo antifingica do nerol. Quanto a
viabilidade celular da droga, SILVA et. al. (2021), utilizando teste de azul de tripano,
demonstraram uma diminuicdo significativa na viabilidade celular, sobretudo a partir da
concentracdo de 100 pg/mL. Usando o teste de integridade mitocondrial (MTT), na
concentra¢do maxima testada de 1000 pg/mL, as células exibiram atividade celular diminuida
(SILVA et. al., 2021).

OES contendo monoterpenos, sobretudo o nerol, como composto majoritario, foram
extraidos das folhas de Lippia alba (Mill.), e, quando testados quanto a sua atividade para
com Leishmania spp, este apresentou atividade antipromastigota de L. amazonensis com 1C50
de 50,8 pg/mL (SANTOS, 2016). Nessa mesma linha, tendo como um dos compostos

majoritarios o nerol, os 6leos essenciais da planta malva-cheirosa (Pelargonium graveolens),
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tiveram atividade leishmanicida confirmada, com nimero de parasitas reduzidos em mais de
90% do seu total, tendo um potencial leishmanicida, na amostra avaliada, maior do que a de
anfotericina B, isso para L. infantum e L. major (ESSID et. al., 2015). Mais recentemente,
outros terpenos tiveram ratificadas sua acdo em amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis (ARAUJO et. al., 2022).

Além disso, SILVA et. al. (2021), observaram um numero significativo de trabalhos
envolvendo propriedades bioldgicas de alguns monoterpenos, como o nerol, embora o
potencial leishmanicida deste terpeno em particular ainda nao foi bem descrito, encontrando-
se limitado na literatura, apresentando entdo promissoras investigagdes, 0 que mostra a
relevancia de estudo dessa alternativa terapéutica (SILVA et. al., 2021). Isto posto, nosso
trabalho se baseia na avaliacdo, in vitro, da atividade do nerol em formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis, assim como mensurar a sua toxicidade sobre a célula de

mamifero.

HsC_-~_OH

HaC.
CHa

NEROL

Figura 1. Formula estrutural da molécula do nerol (cis-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-ol),
disponivel em: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sial/50949, acessado em
14/11/22.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Investigar atividade bioldgica do terpeno nerol no modelo experimental da leishmaniose.

2.2. Especificos
1. Estudar o potencial leishmanicida do nerol em culturas de promastigotas de L.

amazonensis.

2. Avaliar o potencial do nerol sobre a infeccdo de macréfagos com amastigotas de L.

amazonensis.

3. Avaliar citotoxicidade do nerol em células de mamifero
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas com idade entre 4 e 6
semanas, SPF (Specific pathogen free), foram fornecidos pelo Centro de bioterismo da
Fiocruz - Bahia. Os animais foram mantidos com &gua e racao estéreis fornecidos no biotério
do Departamento de Fisiologia- CCBS/UFS. Todos os procedimentos foram executados de
acordo com os principios éticos recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e com aprovagdo do comité de ética em pesquisa animal da Universidade
Federal de Sergipe (NUmero de registro: 26/2017).

3.2. Obtenc¢do e manutencao dos parasitos

A espécie utilizada neste trabalho foi a Leishmania (L.) amazonensis
(MHOM/BR/73/M2269), gentilmente cedida pelo laboratério da Dra. Selma Giorgio
(UNICAMP). As formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através de
inoculagdo subcutanea de 2 x 10° parasitos no coxim plantar da pata direita traseira, em
repiques mensais de 20uL. A partir das lesGes desenvolvidas, os camundongos, por
deslocamento cervical, foram sacrificados e a pata infectada retirada. O tecido da ferida
leishmaniotica raspado com bisturi em solucdo fisioldgica (SF) e a solucdo obtida foi filtrada
em gaze estéril para remocao dos residuos. Os amastigotas foram contados em camara de
Neubauer (SALAMA, 2013). Ja as formas promastigotas foram mantidas a 26 °© C em meio
RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO) suplementado com 25 pug/mL de gentamicina ¢ 10% de
soro fetal bovino, pH 7,2 (ARRAIS-SILVA et al., 2005).

3.3. Macrofagos peritoneais

Os macréfagos peritoneais foram obtidos em colaboracdo com o Laboratorio de
Histologia e Embriologia da Professora Rosilene Calazans, do Departamento de Morfologia
da UFS. Apos a eutanasia dos camundongos BALB/c, procedeu-se a antissepsia com a
colocacdo de alcool 70% na regido abdominal, incisdo na linha média do abdémen do animal
e posteriormente injetou-se um volume de aproximadamente 5 ml de tampéao fosfato-salino

(PBS). Realizou-se massagem abdominal por cerca de 1 minuto e apds isso foi feita a

11



aspiracdo do conteudo liquido abdominal para posterior anélise e contagem das células. Os

macrofagos foram entdo cultivados sob condigdes propostas por AYRES et. al. (2007).

3.4. Obtencado dos compostos quimicos

O nerol (cis-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-ol) (98%; peso molecular 154,25 g.mol -1),
foi adquirido da Sigma-Aldrich ® (St. Louis, Missouri, EUA).

3.5 Acédo leishmanicida in vitro do nerol sobre as formas promastigotas de L.
amazonensis

Formas promastigotas de L. amazonensis em fase metaciclica (definidas pela curva de
crescimento), foram distribuidas em placas tipo ELISA com 96 pocos em concentracdo de 2 x
108 parasitos/mL, em meio de cultura Schneider (Sigma®), acrescido de 10% de soro fetal
bovino e antibidtico. A solucdo fora entdo incubada por 24 horas em estufa incubadora tipo
BOD (demanda bioquimica de oxigénio) a 26° C na presenca de diferentes concentracfes de
nerol. As diluicdes foram feitas em quadruplicata. ApoOs a incubag¢do das promastigotas, a
atividade leishmanicida da droga foi avaliada através do método colorimétrico Resazurina.
Apos o periodo de incubacdo das promastigotas com a droga, 20 pL de solucdo de Resazurina
(10% do volume total) fora adicionado a cada pocgo. A placa foi entdo incubada por mais duas
horas no escuro e depois a absorbancia da amostra foi medida no leitor de ELISA a 570 nm
(ALTMAN, 1974. MOSMANN, 1983; DENIZOT E LANG, 1986; CAMPQOS, 2008).

3.6. Infeccdo e tratamento das culturas de macrofagos peritoneais por amastigotas de L.

amazonensis

As culturas de macrofagos peritoneais foram quantificadas e ajustadas para uma
densidade final 2,5x10° células /pogo. Um volume de 200uL, com essa concentracdo de
células, foi distribuido em uma placa de 24 pocos sobre laminulas de 13 mm de diametro e
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds uma hora, os macrofagos foram infectados
com amastigotas de L. amazonensis na razdo de 5 amastigotas para 1 macréfago e mantidos
em estufa a 37 °C e 5% CO2 durante 24 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
removido e as laminulas foram tratadas, em quadruplicata, de acordo com o0 grupo

correspondente conforme a tabela abaixo:
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GRUPOS Tratamentos

1 400 pg/mL
2 200 pg/mL
3 100 pg/mL
4 50 pg/mL
5 25 pg/mL
6 12,5 pg/mL

Tabela 1. Grupos de tratamento das culturas de macréfagos peritoneais infectados com

amastigotas de L. amazonensis.

As concentragdes do nerol foram determinadas com base em alguns trabalhos
relatados na literatura e adaptado de acordo com os testes realizados (TEIXEIRA et. al.,
2019). Sendo assim, as doses utilizadas no presente trabalho séo adaptacGes obtidas apos
varios experimentos.

Todos os tratamentos e o0 grupo controle (negativo e Glucantime) foram
homogeneizados em meio DMEM e distribuidos no volume de 200 uL por pogo. A incubacao
ocorreu por 24 horas mantidas nas mesmas condi¢cdes experimentais anteriores e, apds esse
periodo, foram fixados em metanol por 10 minutos e corados com Kit Pandtico Rapido
(DIGILAB), de acordo com recomendacdes do fabricante (ARRAIS-SILVA et al., 2005;
GOMES, 2015). As laminulas, em quadruplicata, foram coladas com Entellan e montadas em

laminas.

3.7. Andlise da carga parasitaria e taxa de infeccdo das culturas de macréfagos
peritoneais infectados com L. amazonensis.

As andlises da taxa de infeccdo e carga parasitaria foram verificadas por contagem em
Microscopio éptico comum e contador de células. O campo avaliado foi quantificado por 100
macrofagos totais, dentre os quais foram diferenciados em infectados por amastigotas de
Leishmania amazonensis e ndo infectados, além do nimero médio de parasitas intracelular. A
carga parasitaria foi avaliada pela razdo entre 0 nimero de parasitas intracelular e 0 nimero
de macrdfagos infectados (ARRAIS-SLVA et. al., 2005). A taxa de infeccdo (T.l.) foi obtida

por regra de trés simples, conforme a exemplificacdo seguinte:
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Macro6fagos totais 100%
Macrofagos infectados ----- x (T.1)

3.8. Determinacao da citotoxicidade de células de macrdéfagos peritoneais através do
MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT (brometo de 3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5difeniltetraz6lio). Macréfagos peritoneais, mantidos em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB e antibidtico, foram distribuidos em placas de 96 pogos (2x10
4 células / poco) e incubados por 24 h em 5% de CO2 a 37°C. Apos esse periodo, as células
aderidas foram tratadas com os compostos e concentracdes de 400 a 3,125 pug/mL e mantidos
nas mesmas condigcdes anteriores por 24 horas. O grupo controle, células ndo tratadas, foi
considerado com 100% viabilidade. A dosagem e incubacdo do MTT foram realizadas
conforme recomendacdo do fabricante (Life Tecnologies, USA) e a absorbancia foi medida
em um leitor de microplaca no comprimento de onda de 570 nm (SALAMA et al., 2017). Os
resultados da viabilidade foram verificados como porcentagem pela relacdo entre a
absorbancia (células tratadas) e a absorbancia de células controle, com resultado desta relacéo
multiplicado por 100. A escala de intensidade foi usada para classificar a citotoxicidade dos
compostos: com atividade (95 a 100 % de viabilidade), com atividade moderada (viabilidade
celular variando de 70 a 90%) e sem atividade (viabilidade menor que 50 %), segundo
RODRIGUES et al. (2014).

Concisamente, efetuou-se primeiro a extracdo dos macrofagos peritoneais em
camundongos Balb/c, colocou-se uma aliquota de 10 uL. em camara de Neubauer para efetuar
a contagem celular. Com esses dados obtidos, procedeu-se o célculo do meio com regra de
trés simples. O resultado dessa contagem sera o valor total de meio somado com o volume
contendo as células. Distribui-se, posteriormente, 200 uL do meio com as células em placa de
96 pogos. Apos 4 horas na estufa a 37°C e 5% de CO2, foram adicionados 200 uL do
composto nerol ja previamente preparados nas concentracdes de 400 pug/mL a 3,125 pg/mL e
mantidos por 24 horas sob as mesmas condicGes de estufa relatadas. Apds esse periodo, 0
composto fora retirado, e os pocos lavados com PBS e posteriormente colocado MTT nos
poc¢os (200 uL por poco) e deixado na estufa por 3 horas. Apos, procedeu-se entdo a leitura da
placa e a medicdo da absorbancia num leitor com comprimento de onda de 570 nm
(SALAMA et. al., 2017).
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3.9. Andlise Estatistica

O método de Analise de Variancia (ANOVA), seguido pelo Teste de ComparacGes
Mdltiplas de Dunnett foram utilizados para analise dos resultados obtidos. Os testes
estatisticos foram realizados no software Graph Pad Prism 8.0.2 (2019) e no Microsoft Excel
(2016) com suplemento Action 2.4. (Adaptado de ARRAIS-SILVA, 2003). Os valores foram
considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p
<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo do potencial leishmanicida do nerol em culturas de promastigotas de L.
amazonensis.

A anélise da atividade metabdlica (viabilidade) de culturas de promastigotas de L.
amazonensis submetidas ao tratamento com diferentes concentracfes de nerol foi realizada
através do método colorimétrico (Resazurina). Como mostra a Figura 2, o tratamento com
nerol por 24 horas mostrou efeito em todas as concentragbes testadas de maneira
concentracdo-dependente. De fato, fora observado que somente nas concentracdes de 3,125
pug/mL. 6,25 pg/mL e 12,5 pg/mL, houve efeito moderado, com redugdo da viabilidade de
18,25% + 1.835, 29,21% + 1.167 e 58, 62% = 2.933, respectivamente, quando comparada
com a condicdo controle (ndo tratada). Foi interessante notar que o tratamento com 25 pg/mL
de nerol reduziu fortemente a viabilidade parasitaria (66% + 1.589 de reducdo comparada ao
controle). Este efeito foi intensificado, sugerindo acdo concentracdo-dependente, em
concentracdes elevadas do 6leo essencial, como ocorreu com 50 pg/mL e 100 ug/mL, com

reducdes de 90% =+ 4.158 e 99% + 1.224, respectivamente, em relacdo a condi¢do nao tratada.
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Figura 2: Efeito do nerol sobre a viabilidade da cultura de promastigotas de Leishmania
amazonensis. Os resultados apresentados estdo expressos em Média £ DP (Anélise de
Variancia (Anova) seguido do teste de Dunnett). O grau de significancia da diferenca entre o
tratamento € mostrado na figura quando * p < 0,05. [ indica diferenca significativa entre os

tratamentos.
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4.2 Determinacdo da taxa de infeccdo e carga parasitdria em macrdfagos peritoneais

infectados com amastigotas de L. amazonensis

Apos os resultados indicarem acdo leishmanicida do nerol em formas promastigotas,
passou-se a analise do potencial do nerol em culturas de macréfagos infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Conforme esperado, a condicdo experimental ndo tratada
(controle negativo) apresentou elevados indices de infeccdo, com 83,5% das células estando
parasitadas. Também conforme o esperado, a condicdo tratada com a droga de primeira
escolha, Glucantime ®, na concentracdo de 300 pg/mL, apresentou redugdo na porcentagem
de células parasitadas em torno de 26,5% se comparada a condigdo controle negativo 24 horas
pos o tratamento, com 57% dos macrdfagos parasitados com amastigotas de L. amazonensis.

Ja tratamento com nerol, em nossas condi¢Ges experimentais, foi capaz de reduzir a
infeccdo de macrdfagos por amastigotas em todas as concentracdes testadas e de maneira
concentracdo-dependente. Conforme mostra figura 3, macréfagos submetidos a 12,5 pg/ mL
de nerol, apresentaram 37,5 % de infeccdo, ou reducdo de 46% quando comparado ao controle
negativo. Essa reducdo da porcentagem de células infectadas manteve-se evidente em culturas
submetidas ao tratamento com 25 pg/mL de nerol, com apenas 29% das células infectadas.
Ao aumentar a concentra¢do para 50 pg/ mL, notou-se mais uma vez uma reducdo, mostrando
uma estabilidade na reducdo, com 24% dos macrdfagos infectados, havendo entdo uma
progressao de reducao estavel, mais uma vez ratificada na concentragdo de 100 pg/ mL, que
apresentou 21,6% das células infectadas, com mais de 60% de reducdo ao controle negativo.
Na concentragdo de 200 ug/ mL, 16% dos macréfagos infectados, apresentado uma reducéo
5% maior do que a reducdo da concentragdo de 100 pg/ mL. Por fim, a maior concentracao
testada no nosso experimento, apresentou 11% de macrdfagos parasitados. Este indice de
infeccdo é cerca de 70% menor que a condicdo ndo tratada e 45% menor que a condicdo
controle positivo (Tabela 2). Um fato relevante foi a constatacdo de que, o controle positivo,
representado pelo Glucantime ®, apresentou uma taxa de reducdo mais baixa que as

concentracdes do nerol testadas.
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Figura 3: Taxa de infeccdo dos macréfagos peritoneais submetidos a tratamento com
nerol e grupos controle negativo (CTL- Controle sem tratamento) e positivo (com
GLUCA- Glucantime ®). Os resultados apresentados estdo expressos em Média £ DP.
(Analise de Variancia (Anova) seguido do teste de Dunnett). O grau de significancia da

diferenca entre o tratamento € mostrado na figura quando * p < 0,05.

Porcentagem de Numero de Reducéo da taxa

Concentracéo macréfagos amastigotas por de infec¢do em
Tratamento (ng/mL infectados apds o macraéfago apos relacdo ao grupo
ng/mL) tratamento(%o) tratamento controle sem
tratamento (%)
NEROL 12,5 37,5+0,577 1,75 £ 0,055 46
NEROL 25 29,3+1,154 1,49 £ 0,035 54,2
NEROL 50 24,3+ 1,54 1,51 £ 0,045 59,2
NEROL 100 21,6 £ 0,577 1,6 £ 0,200 61,9
NEROL 200 16,6 = 2,309 1,80 £ 0,040 66,9
NEROL 400 11,3+ 0,577 1,47 £ 0,021 72,2
GLUCANTIME 300 57+1,732 3,37 £ 0,335 26,5
CONTROLE - 83,5+ 1,527 3,19 £ 0,045 -
NEGATIVO(SEM
TRATAMENTO)

TABELA 2. Taxa de infeccdo diminuida ap6s tratamento com nerol e com controle
positivo, carga parasitaria (nUmero de amastigotas por célula apdés 24 horas de

tratamento) e reducdo da quantidade de parasitas dentro da célula apds tratamento com
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nerol e Glucantime ®. Os resultados s, a exce¢do da reducdo da taxa de infeccdo em
relacdo ao grupo controle, estdo expressos Média + DP. (Andlise de Variancia (Anova)
seguido do teste de Dunnett).
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Figura 4. Carga parasitaria demonstrando a quantidade média de amastigotas por
célula de macrdéfagos infectados. Notar diferenca significativa entre os tratamentos com
nerol e os grupos controles. Os resultados estdo expressos Média = DP. (Analise de
Variancia (Anova) seguido do teste de Dunnett). O grau de significancia da diferenca entre o

tratamento € mostrado na figura quando * p < 0,05.

Com a boa relacdo concentracdo-dependente do nerol em infec¢do de L. amazonensis,
0 préximo passo foi a analise da carga parasitaria, isto é, quantas amastigotas estdo presentes
em cada célula fagocitica, sendo um importante determinante para se mensurar a acdo
leishmanicida de uma droga nos modelos in vitro aqui testados. No delineado experimental,
no grupo controle negativo, foi evidenciada uma proporcdo de 3,19 amastigotas por célula.
Nos tratamentos com a droga nerol, na menor concentragdo testada, a de 12 pg/mL,
apresentou 1,75 formas amastigotas para cada uma célula, ao passo que quando se dobrou
essa concentracdo, obteve-se uma propor¢do de 1,49 amastigotas por célula, diminuindo a
carga. Na concentragdo de 50 ug/mL, quase a mesma propor¢do foi encontrada, cerca de 1,5

amastigotas por célula, mostrando entdo uma manutencdo da carga. Quando se dobrou a
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concentragdo, na de 100 ug/mL, um ligeiro aumento na carga parasitéria: 1,6 amastigotas por
célula. Nas maiores concentragdes, de 200 e 400 ug/mL, foram observadas, respectivamente,
as proporcdes de 1,81 e 1,5 amastigotas por célula. Um fato digno de nota, foi que o grupo
controle positivo, com o Glucantime ®, apresentou, dentre todas as varidveis de tratamento
(inclusive o grupo controle negativo), aquela com a maior carga parasitaria, com cerca de 3,4
amastigotas por célula. Esses elementos resultantes nos mostram que a carga parasitaria, nesse

caso, nao esta acompanhada necessariamente da reducao de células infectadas (Figura 4).

4.3 Avaliacdo da citotoxicidade do nerol em macréfagos peritoneais de camundongos

BALB/c através do ensaio colorimétrico de MTT

Com um bom indice de reducdo de infeccdo e da carga parasitaria, foram testados os
tratamentos com as variadas concentracdes do nerol, a fim de avaliar se o 0leo seria toxico
para as células de mamiferos, e a citotoxicidade foi analisada com a utilizagdo do método de

viabilidade celular colorimetrico usando o MTT, nas diferentes concentracdes apresentadas.

Tratamento Concentracdo (pg/mL) Viabilidade (%) com desvio
padréo(z)

NEROL 3,125 90,4346 +0,74
NEROL 6,25 94,1766 + 0,98806
NEROL 12,5 90,7903 +0,5209
NEROL 25 88,2424 +0,053
NEROL 50 88,0513 +0,3516
NEROL 100 90,7613 +0,50045
NEROL 200 90,4237 +0,75709
NEROL 400 85,4804 +0,86488

CONTROLE - 100

NEGATIVO(NAO
TRATADO)

TABELA 3. Atividade citotoxica do nerol em macro6fagos peritoneais de camundongos

Balb/c. Os resultados estdo expressos em porcentagem com desvio padrao + dos valores.
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Foi considerado como viabilidade celular de 100% o grupo controle negativo. A
viabilidade do Glucantime ®, uma droga muito utilizada como controle positivo, ja teve sua
viabilidade celular testada em macréfagos peritoneais murinos nao infectados, apresentando
uma viabilidade de 87,45 %, na concentracdo padrdo de 300 pg/mL, apés 24 horas de
exposicdo ao Glucantime ® (PRITSCH, 2015). Para analise da citotoxidade, nosso grupo de
pesquisa estabeleceu parametro de classificacdo segundo RODRIGUES et.al. (2014), tendo
grupos de viabilidade considerados: com atividade (variando de 95 a 100% de viabilidade),
atividade considerada moderada (70 a 90% de viabilidade), e sem atividade quando a
viabilidade for menor que 50%. Dessa forma, ao analisarmos os resultados dos testes de
citotoxicidade celular com o nerol, observamos que a maioria das concentracdes é
considerada com atividade dita moderada, apresentando cerca de 90% de viabilidade celular,
ao passo que 3(trés) concentragdes, as de 25 ug/mL, 50 pg/mL, 400 pg/mL, tiveram valores
de viabilidade menores que 90%, mas continuam também classificados com atividade
moderada, ou seja, ainda com relevancia no contexto de analise citotoxica celular. Todavia,
podemos notar um dado interessante, que, as concentracbes maiores ndo necessariamente
apresentaram valores de viabilidade celular menores que as doses menos elevadas utilizadas,
mantendo-se ainda assim com valores biologicamente interessantes, porém com atividade de

viabilidade moderada.
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5. DISCUSSAO

A melhora da terapéutica de implementacdo para pacientes com leishmaniose tem
ganhado destaque em virtude, dentre outros fatores, da ineficiéncia dos tratamentos atuais,
altos custos, alta toxicidade, alem da especificidade da espécie do parasita (MUNIZ, 2017,
BURZA et. al., 2018). Os esforgos tém sido direcionados em desenvolver novas ferramentas
de alternativas de tratamento para melhorar a acessibilidade a droga e minimizar os efeitos
adversos. O emprego de tratamentos alternativos € realizado através de experimentos
envolvendo metais, semi-metais, além de extratos de plantas medicinais, sendo a utilizacdo de
produtos naturais para fins medicinais uma técnica utilizada ha mais de 3000 anos, tendo sido
empregado inicialmente no Egito antigo. Dentre 0s compostos derivados de produtos naturais,
estdo os Oleos essenciais, como 0s monoterpenos, e destacam-se como alguns dos mais
utilizados. Esse grupo de terpenos possuem 10 moléculas de carbono em sua composicéo
quimica, e tem sido frequentemente usado em estudos que ratificaram diversas acOes
biologicas relevantes, como anti-inflamatdria, antioxidante, antiviral, antiflngica,
cardioprotetora, ansiolitica, antitumoral e antileishmania (LEAL-CARDOSO et. al, 1999;
KALEMBA et. al., 2003; HAMID et.al., 2011; ROMERO E ROMERO, 2014; SANTOS,
2019; MEI-YAN BAI et. al., 2022).

Na classe dos monoterpenos, o nerol (cis 3-7-Dimethyl-2-6-octadien-1-0l) € um
monoterpeno com algumas propriedades biologicas importantes e com aplicacfes relevantes,
como metabolito secundario obtido de diversas plantas, como Lippia alba (erva cidreira),
Rosa dasmascena (rosa-chd), Cistrus aurantium (Laranja-da-terra) (INOUYE et al., 2001;
PIMENTEL et. al., 2007; BORBA et. al., 2021). Dessa forma, nosso trabalho avaliou a
atividade do nerol frente a Leishmania amazonensis, nas variaveis aplicaveis de viabilidade
em formas promastigotas do parasita, a taxa de infeccdo em macrofagos de mamifero, assim
como testamos o nivel de toxicidade celular e viabilidade da droga.

Terpenos ja tiveram efeitos anti-leishmania testados tanto na forma amastigota do
parasito como na sua forma flagelar (promastigota) (LIMA et.al, 2015). No entanto, nenhum
trabalho havia mostrado o efeito de nerol no modelo experimental das leishmanioses. O
primeiro quesito avaliado entdo foi a viabilidade em formas promastigotas do parasita, e
nossos resultados apontaram uma 1C50 em culturas de promastigotas de 22 ug/mL,
apresentando resultados proximos aos ja descritos na literatura com outros terpenos, como 0s
de MONDEGO-OLIVEIRA et. al. (2021), utilizando como compostos majoritarios
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sesquiterpenos B-caryophyllene, Germacrene D, Caryophyllene oxide, a-humelene ¢ o-
copaene, e observaram atividade leishmanicida com IC50 de 39 pg/mL, frente a
promastigotas de L. infantum. Nos testes de viabilidade celular com promastigotas verificou-
se, a partir da concentracao de 25 pug/mL, uma redug¢do de mais de 50% da viabilidade,
corroborando com os achados de LIMA et. al. (2015).

Nossos resultados aplicando desafio terapéutico em promastigotas também se
assemelham aos de SANTANA et. al. (2020), que, trabalhando com dleos essenciais de duas
espécies de plantas amazonicas Protium altosnii (PaEO) e Protium hebetatum (PhEO),
contendo como constituintes majoritarios compostos monoterpénicos 1,8- cineole, a-pinene e
p-cymene, observaram reducdo da inibicdo das formas flageladas de L. amazonensis a medida
em que a concentracdo da droga era aumentada, demonstrando efeito também concentragéo-
dependente.

Esse efeito concentracdo-dependente ja havia sido notado por ARRUDA et. al. (2005),
analisando atividade do terpeno nerolidol em cultura de promastigotas de L. amazonensis
quando um efeito dependente da concentracdo da droga ja foi percebido com apenas
decorridas duas horas de experimento, tendo se intensificado o efeito apds 24 horas de
incubacéo das culturas, sobretudo nas concentragdes mais inferiores. A 1C50 do nerolidol para
promastigotas de L. amazonensis foi de 85,22 + 5,45 pug/mL. A atividade do nerolidol ainda
foi testada contra duas outras espécies de Leishmania sp., com uma IC50 para promastigotas
de L. brasiliensis de 74,15 + 10,51 pg/mL, e para formas flageladas da L. chagasi um valor de
75,10 £ 22,9 pg/mL, indicando uma ampla susceptibilidade in vitro dentro do género
Leishmania sp. A poténcia entdo da droga utilizada no nosso experimento, parece ser superior
ao do nerolidol para formas promastigotas (ARRUDA et. al., 2005).

Analisando a atividade leishmanicida in vitro de extratos de Croton blanchetianus
(EECB), conhecido popularmente como Marmeleiro-da-caatinga, ricos em terpenos,
PEREIRA et. al. (2020) observaram que, embora tivesse sido encontrada uma diferenca
significativa entre a IC50 para promastigotas de L. amazonensis e a IC50 para L. infantum
(considerando que a IC50 da L. amazonensis foi trés vezes menor que a de L. infantum), foi
observado que na menor concentracdo testada, a de 100 pg/mL, houve reducdo de cerca de
70% na sobrevivéncia de promastigotas de L. amazonensis e esse mesmo indice de reducéo sé
foi encontrado nos testes com L. infantum utilizando uma dose trés vezes maior. N0ss0s
resultados também evidenciaram reducdo significativa, de mais de 95% na sobrevivéncia

nessa mesma concentragio de 100 pg/mL, pelo periodo de 24 horas de experimento. E
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importante salientar que esse resultado nos mostra a relevancia que a espécie do parasita
incriminada na infeccdo tem sobre determinantes de indices e varidveis de mensuragdo
bioldgica, como a IC50 (PEREIRA et.al., 2020).

Tendo obtido bons resultados na avaliagdo da viabilidade com promastigotas,
avaliamos entdo a taxa de infeccdo em macréfagos murinos infectados com L. amazonensis.
Como esperado, macr6fagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L.
amazonensis sem tratamento (controle negativo) mostraram altos niveis de células parasitadas
(figura 3), 83,5%. Semelhante taxa de infecg@o foi observada por MARQUES et. al. (2021),
que obtiveram porcentagem de infeccdo superior a 80%. SOUZA et.al. (2018) também
evidenciaram que macrofagos sem tratamento apresentaram indice de infeccdo em torno de
80%, quando infectados com L. amazonensis. Ja a condi¢do experimental, no controle
positivo usado nesse trabalho, Glucantime ®, obteve 57% de células infectadas, e 25% de
reducdo em relacdo ao grupo controle, resultado menor que o achado por GELVEZ et. al.
(2021), que obtiveram mais de 50% de reducdo com a utilizagdo do Glucantime ® como
tratamento positivo em relacdo ao grupo sem tratamento.

No presente experimento, notou-se que a concentracdo de 25 ug/mL ja se mostrou
capaz de reduzir em mais de 50% a infec¢do se comparado ao controle negativo, ao passo que
0 nosso controle positivo reduziu aproximadamente metade dessa quantidade (Tabela 2).

ARRUDA et. al. (2009) no ensaio de tratamento de macrofagos infectados com L.
amazonensis, submetidas a tratamento com monoterpeno limoneno na concentracdo de 300
ug/mL, obtiveram 78% de reducdo na taxa de infeccdo, resultado semelhante aos do nosso
experimento, que foi de aproximadamente 67% de reducdo em relagdo ao grupo sem
tratamento, porém numa concentracdo inferior, que foi de 200 ug/mL, por um periodo de 24
horas.

Nos testes de infeccdo com a droga nerol, pode-se perceber uma reducédo da taxa de
infeccdo proporcional ao aumento da concentracdo da droga, isto €, um efeito dose
dependente. WANG et. al. (2020), também verificaram que o nerol poderia ter maior efeito
deletério na membrana do fungo Candida albicans a medida que se aumentava a dose
empregada. ALBUQUERQUE et. al. (2020) também sugeriram que quando se emprega 0 uso
de tratamentos com monoterpenos em infeccdes leishmanidticas, nota-se uma reducao
significativa da infecgdo em concentracoes elevadas.

Nossos dados também sugeriram que o tratamento com nerol foi capaz de reduzir o

namero de amastigotas por macréfago (Figura 4) em cerca de 40%, em concordancia com
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SANTANA et. al. (2020), que observaram uma reducdo da carga parasitaria em torno de 50 a
60% com o tratamento & base majoritariamente dos monoterpenos 1,8- cineole, a-pinene e p-
cymene, em macrofagos infectados em relacdo ao grupo infectado ndo tratado. No entanto,
ndo houve um efeito concentracdo-dependente, visto que em todas as concentragdes testadas a
reducdo na carga parasitaria intracelular se manteve estdvel. SALAMA et.al. (2017),
obtiveram resultados similares ao presente trabalho, ao tratar cultura de macréfagos com
boldina, substancia derivada do boldo (Peumus boldus Molina) foi capaz de reduzir o namero
de amastigotas por célula, mas sem efeito diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo. Para PEREIRA et. al. (2017), a carga parasitaria por si s6 ndo parece ser um
bom preditor de progressdo da doenca e que, muitas vezes, a infeccdo depende do sistema
imunologico do hospedeiro e da resposta individual.

Com atividades do potencial do nerol obtendo indices interessantes de redugédo da
infeccdo, passamos entdo a analise da sua citotoxicidade frente a células de mamifero. Como
esperado, a maior concentracdo do nerol (400 pg/mL), apresentou a mais elevada
citotoxicidade e consequente menor viabilidade celular, com cerca de 85 % de viabilidade,
sendo considerada uma viabilidade moderada, segundo classificacdo proposta por
RODRIGUES et.al. (2014). A concentracdo que apresentou melhor viabilidade foi a de 6,125
ug/mL, considerada boa viabilidade com 94% de células vidveis apos 24 horas de tratamento
(Tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos por SANTANA et.al. (2020), quando apos
analise de citotoxicidade obtiveram viabilidade variando entre 85 a 98%, utilizando
monoterpeno a-Pineno frente a macréfagos de mamifero. Podemos considerar que esses
efeitos podem estar associados a uma boa seletividade da droga contra Leishmania
amazonensis, podendo esses mesmos efeitos estarem vinculados a danos mitocondriais,
prejudicando, portanto, a divisdo do citoplasma em novas células, acarretando na reducao da
taxa de multiplicacdo do agente parasitario (PEREIRA et. al., 2020).

SILVA et. al. (2021) observaram uma diminuicdo significativa na viabilidade celular
apenas com a concentragdo de 1000 pg/mL de nerol, utilizando células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMC), ao passo que, nesse mesmo estudo, dessa vez utilizando
células de hepatomas HepG2/C3A, apos 24 horas de exposicao a diferentes concentracdes de
nerol, foi observada diminuicdo significativa de viabilidade celular a partir da concentracao de
100 pg/mL. No entanto, a viabilidade celular, mesmo na maior concentragéo testada em

células de hepatomas, manteve-se superior a 70%.
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COELHO et.al. (2022) relataram efeitos citotoxicos significativos do nerol em ensaios
com eritrocitos de camundongos e também in vivo utilizando o fungo Saccharomyces
cerevisae em todas as concentragcOes da droga testadas, divergindo dos resultados encontrados
em nosso trabalho. Com o nerol possuindo, dentre os compostos avaliados, 0 maior potencial
de produzir hemolise de forma concentracdo-dependente e mostrando também acéo
antirradical livre proeminente nos ensaios no respectivo experimento.

Embora saibamos que a atividade de compostos testados in vitro ndo seja equivalente
a atividade de tratamentos com drogas ja usualmente prescritos na terapéutica, 0S
monoterpenos tem apresentado uma toxicidade contra os parasitas de 200 a 500 vezes maior
do que para células humanas, por exemplo, acarretando num bom indice de seletividade
dessas drogas para células do homem, despertando interesse no aprofundamento de avaliagdes
envolvendo essa classe de terpenos (SOARES PETRI et. al., 2016; YALLUF et. al., 2016).

Os resultados de citotoxicidade em macrofagos murinos do nosso estudo tornam-se
também importantes pois se sabe que, apesar de algumas drogas possuirem boa aplicabilidade
leishmanicida em formas amastigotas, por outro lado isso costuma estar concomitantemente
associado a elevados indices de toxicidade para células de mamiferos, o que ndo ocorreu no
nosso trabalho (PEREIRA et.al., 2020). Interessante notar também que a citotoxicidade
envolvendo terpenos é semelhante, in vitro, com a citotoxicidade de drogas ja utilizadas
amplamente como alternativa terapéutica para o tratamento das leishmanioses, como a
miltefosina (CAMARGOS et. al., 2014).

Apesar de um dos mecanismos de acdo leishmanicida dos derivados metabolicos dos
Oleos essenciais mais aceito ser o dano gerado a membrana celular, considerada a
caracteristica de hidrofobicidade dos compostos monoterpénicos, pesquisas mais recentes
apontam para multiplos fatores envolvidos na acdo microbicida desses derivados dos 6leos
essenciais (DI PASQUA et. al., 2007; HYLDGAARD et. al., 2012; YALLUF et. al., 2017).

ROTTINI et. al. (2015), realizando estudo ultra-estrutural, verificaram danos gerados
na membrana mitocondrial com a IC50 do terpeno testado, sugerindo inibicdo metabdlica do
parasita. WANG et. al. (2015), concluiram que o tratamento utilizando nerol frente ao fungo
Aspergiullus niger foi eficiente pois o nerol propiciou mudancas na permeabilidade da
membrana, inibindo o microorganismo. O nerol também parece ter como alvo a inibicdo da
biossintese de ergosterol, inibindo o crescimento do patdégeno, levando a ruptura da

membrana do agente etioldgico; um mecanismo de acdo semelhante ao de uma das principais
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drogas leishmanicidas utilizadas, a Anfotericina B, colocando ent&o o nerol como promissor

em terapéuticas leishmanicidas (WANG et. al., 2015).
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6. CONCLUSOES

e O nerol foi eficiente na reducdo da viabilidade de promastigotas de L.

amazonensis.

e O tratamento com nerol reduziu a infeccdo de macréfagos peritoneais infectados

com amastigotas de L. amazonensis.

e O nerol apresentou atividade citotéxica moderada sobre células de mamiferos.
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