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Resumo

As opcdes de tratamento para leishmaniose tegument@almente disponiveis, apresentam
problemas envolvendo a eficacia, os efeitos ca@eter os casos de resisténcia do parasito
relacionados aos principais farmacos utilizadognAldisso, todos os farmacos sao de
administracdo parenteral, o que depende de paiEsi experientes e deslocamento do
paciente ao local de tratamento. Por esse motiudgpmabandonam o tratamento, o que leva
ao surgimento de cepas deishmaniaresistentes. Isso tem incentivado a pesquisa @asno
agentes, com caracteristicas leishmanicidas quesemiem menores efeitos colaterais e que
sejam de administracdo mais facil. Assim, a utiizade produtos naturais, derivados de
plantas, vem despertando o interesse de pesquisadarbusca de tratamentos alternativos
para a leishmaniose cutanea. Alguns Oleos essen¢@&in mostrado, em ensaios
experimentais, uma efetiva acdo leishmanicida, @ fz desses compostos promissoras
opcOes no tratamento desta doenca. Resultadososbtteriormente, pelo nosso grupo,
demonstraram que o ¢-pisabolol apresenta potente atividade leishmaaiandvitro, contra
formas promastigotas e amastigotas intracelulared..damazonensisAo avaliarmos a
citotoxicidade deste Oleo demonstramos que estepastm apresentou maior atividade
citotoxica para 0s parasitos que para 0os macréfajésn disso, foi possivel demonstrar
alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais nosstaradanto em formas promastigotas, como
em formas amastigotas interiorizadas por macrofagtedas com o (@}bisabolol, através da
microscopia eletronica de transmissédo. Baseaddssnesultados vitro, obtidos pelo nosso
grupo, desenvolvemos trés formulagBes tdpicas wodote-n-bisabolol com diferentes
concentracdes, as quais foram utilizados no trattonda leishmaniose experimental no
modelo murino. Durante o tratamento com as fornidagndo observamos alteracbes que
pudessem estar relacionadas com a citotoxicidadeatonento topico. Observamos que 0s
animais tratados com a formulagcéo contendo 1.00kgfdia de (-q-bisabolol mostraram
regressao e cicatrizacao das lesdes, com dimindga@arga parasitaria. Os animais tratados
com 500 mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia deafbisabolol também mostraram regressao e
cicatrizagdo das lesdes, entretanto, sem diminulg&arga parasitaria. Diante dos resultados
analisados, podemos destacar que @-k{igabolol possui acdo leishmanicida, dose
dependente, tantn vitro quantoin vivo, demonstrando ter eficacia no tratamento da
leishmaniose experimental, 0 que podera transféonmasm composto promissor, através de

um estudo futuro que possibilite aprimorar a symaci@ade leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmania amazonensisdleos essenciais, atividade leishmanicida.



Abstract

The treatment currently available for cutaneoushigianiasis have problems involving its
efficacy, side effects and resistance cases. litiaddall drugs are administrated parenterally.
For this reason, many patients abandon the treatmdnch leads to the emergence of
Leishmania resistant strains. This has encouraged the sefochnew agents with
antileishmanial features that have fewer side &gfethus, the use of natural products derived
from plants has aroused the interest of resear¢chéh& search for alternative treatments for
cutaneous leishmaniasis. Some essential oils tatésb compounds from plants have been
shown, in experimental trials, an effective acyivétgainstLeishmania which makes these
compounds promising options for the treatment ¢f thsease. Results obtained previously
by our group demonstrated thatofhisabolol has potent leishmanicidal activity vitro
against promastigotes and intracellular amastigated_eishmania amazonensidVhen
evaluating the cytotoxicity of this oil we demordéd that this compound present stronger
cytotoxic activity against parasites than macrogisagFurthermore, morphological and
ultrastructural changes of the parasite were detraied by transmission electron
microscopy, both in promastigotes and amastigotesgdad with (--bisabolol.Due to thein
vitro results obtained by our group, we have developeskttopical formulations containing
(-) a-bisabolol with different concentrations. Duringdtment with the formulations changes
that might be related to cytotoxicity to topicatdtment were not observed. Animals treated
with the formulation containing 1.000 mg/kg/day (Bbisabolol, showed regression and
healing of the lesions with reduction in parasi&d.The animals treated with 500 mg/kg/day
and 250 mg/kg/day (@}bisabolol also showed regression and healingefdbtions, however,
without reduction of the parasitic load. On thelgmed results, we emphasize that theof-)
bisabolol has leishmanicidal action bathvitro andin vivo, showing be effective in the
treatment of experimental leishmaniasis, which d@owrn it into a promising compound

through a future study enables leishmanicidal imerits capacity.

Keywords: LeishmanigLeishmania amazonensjessential oils, leishmanicidal activity.
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no 30° dia de tratamento. Coloracéo por HE e Gialadaennert.

Figura 4.46 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,
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infectados coniL.. amazonensie tratados com base, creme Lanette, no 30° dia
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de tratamento. Coloracéo por Picrosirius-red.

Figura 4.47 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,
infectados cont.. amazonensie tratados com Glucantifieapés 30 dias

de tratamento. Coloracao por HE e Giemsa de Lennert

Figura 4.48 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,
infectados cont.. amazonensie tratados com Glucantifieapés 30 dias

de tratamento. Coloracéo por Picrosirius-red.

Figura 4.49 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,
infectados conk.. amazonensjsno sexto e ultimo ponto de necropsia.

Coloracéao por HE e Giemsa de Lennert.

Figura 4.50 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,
infectados conk.. amazonensjsno sexto e ultimo ponto de necropsia.

Coloracéo por Picrosirius-red.
Figura 4.51 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,
nao infectados mas tratados cona{p)sabolol 1.000mg/Kg/dia,

apos 30 dias de tratamento.

Figura 4.52 - Andlise histopatoldgica da caudaateundongos BALB/c,

nao infectados e ndo tratados, no sexto e Ultimtopde necropsia.

Figura 4.53 - Quantificacdo da carga parasitarevas do PCR em
tempo real — fase aguda do tratamento.

Figura 4.54 - Quantificacdo da carga parasitarevas do PCR em

tempo real — fase crénica do tratamento.
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1.1. Leishmaniose — consideracdes gerais

As leishmanioses sdo doencas endémicas que censtiton grave problema de saude
publica, ameacando cerca de 350 milhdes de pes&tsmente ocorrem em 98 paises
distribuidos em cinco continentes (World Health &nrigation, 2015, Alvar et al. 2012). No
Brasil, a incidéncia desta doenca de 1990 a 2008ef@proximadamente 19 casos em cada
100 mil individuos, sendo quase 90% destes casfigrda cutanea (Neves et al. 2009).

As leishmanioses séo causadas por parasitos illi@es obrigatérios, pertencentes a
ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963, emend. Miolen, 1976), familia
TrypanosomatidaéDoflein, 1901, emend. Grobben, 1976), gérnegishmania(Ross, 1903),
0S quais sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrpdr insetos flebotomineos. Esses
parasitos apresentam-se principalmente sob as doramaastigotas nos hospedeiros
vertebrados e promastigotas nos hospedeiros itwades.

Os vetores das leishmanioses sdo fémeas de pequi¥p@sos que possuem
caracteristicas especificas como o corpo reveptidaerdas e coloracdo clara (castanho claro
ou cor de palha). Sao facilmente reconheciveis g@locomportamento ao voar em pequenos
saltos e pousar com as asas entreabertas (Mioidgsaude, 2003).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas detthaineos fazem seu repasto
sanguineo em mamiferos infectados e ingerem mao®fgparasitados por formas
amastigotas delLeishmania No intestino médio do vetor ocorre o rompimentos d
macrofagos, liberando as amastigotas que se difararem formas flageladas denominadas
de promastigotas prociclicas. Essas formas secagplintensamente por divisdo binaria e,
através do processo de metaciclogénese, diferersganem formas promastigotas
metaciclicas, que migram para a probodscide doanssor (Ministério da Saude, 2003; Sacks
& Perkins, 1985). Assim, durante um novo repastysmeo, essas formas infectivas séo
transmitidas a um novo hospedeiro. No novo hospedeéo fagocitadas por células do
sistema fagocitico mononuclear, especialmente rfeegws. A partir dai, no interior do
macrofago, dentro do fagolisossomo, as promassgbonsformam-se em amastigotas e
multiplicam-se até o rompimento da célula, libemmad amastigotas que serdo fagocitadas
por outros macrofagos (Murray et al., 2005; Mimistéla Saude, 2003).

As manifestacfes clinicas da doenca dependem efaghes complexas relacionadas
com o parasito, com a resposta imunolégica e cayengtica do hospedeiro, entre outros
fatores (Handman, 2002). Como consequéncia, temosspectro de efeitos que podem

variar desde infec¢des assintomaticas ou subctinicdesfes tardias de mucosas, até o
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envolvimento generalizado do sistema fagocitico anaclear (Sacks et al. 1993; Pearson &
Souza 1996). Em fung&@o do amplo espectro da doeagas formas clinicas estéo incluidas
no termo leishmanioses, mais notavelmente as lasiuses cutdnea, mucosa e visceral que
resultam da replicacdo dos parasitos no sistenrfanionocitario da derme, da mucosa
oronasofaringea e de forma sistémica, respectivienfelerwaldt, 1999). Em todas as formas
clinicas, os macrofagos sado os principais alvosegdicacdo intracelular do parasito e a
clinica da doenca é determinada tanto pela respuoateinflamatoéria do hospedeiro, quanto
pela espécie do parasito e a infeccao tecidualspemge é caracteristica da leishmaniose
(Murray et al, 2005).

A forma cutdnea da leishmaniose é a mais comurpresenta 50 a 75% dos novos
casos registrados. Noventa por cento desses aaisweas ocorrem no Afeganistao, Algéria,
Brasil, Iran, Per(, Arabia Saudita e Siria (Worldealth Organization, 1998). As
manifestacdes clinicas, relacionadas a esta fa@wainicialmente a presenca de uma papula
eritematosa no local da picada do vetor, que caresggmente, aumenta de tamanho levando
a ulceracdo da lesdo. As lesbes ulceradas apreséatalas elevadas e bem demarcadas;
outra caracteristica destas lesdes € a auséndi@ gelasmoudi et al. 2013).

O periodo de incubacdo da leishmaniose tegumerdde wariar num periodo
compreendido entre semanas e meses. Apesar daiandaw lesbes apresentarem cura
espontanea (Masmoudi et al. 2013), as lesdes midocwmas, uma forma secundaria das lesdes
cutaneas, podem surgir, no periodo de um a dois apés o inicio da infeccdo. Assim, o
tratamento adequado € necessario para evitar agéeolda doenca para uma forma mais

grave e destrutiva, como a designada forma mucasai¢ et al. 2014).

1.2. Tratamento

1.2.1. Antimoniais

No inicio do século passado, mais precisamenteSdia, Lim pesquisador pioneiro no
tratamento da leishmaniose, Gaspar de Oliveiranéiambservou que o antimonio (lll), o
tartaro emético, era eficaz na terapéutica darmsiinse tegumentar americana (Rezende,
2009, Rath, 2003). Depois de alguns anos, foi ooiafila, na Italia, a eficacia deste farmaco

no tratamento de calazar. Entretanto, devido amgegrefeitos colaterais toxicos, associados
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ao emprego de tartaro emético, este farmaco faicssubstituido por antimdénio pentavalente
(V) (Rath, 2003).

Em 1920, Bramachari desenvolveu o primeiro compastdbase de antimdnio
pentavalente, o uréia estibamina, derivado uréicaaido p-aminofenil estibinico. Em 1936,
Schmidt introduziu na terapia médica o gluconatoadémonio (V) sodico, conhecido
comercialmente como Pentostam® (Glaxo). Entretafo,durante a Segunda Guerra
Mundial, que surgiu na Franca um medicamento a&temm o antimoniato de N-metil
glucamina, comercializado como Glucantime® (Aventisu antimoniato de meglumina
(Frézard et al 2009; Rath, 2003). Mas, até hoje pouco se sabe sbmecanismo de acao
dos antimbnios, embora haja indicios de que o @mion trivalente Sb(lll) seja
substancialmente mais potente do que o antimOnmapalente Sb(V) contra fomas
promastigotas e amastigotas do parasito. Essesaadiugerem que o antimoénio pentavalente
Sb(V) seja uma pro-droga que, quando convertidoteménio trivalente Sb(lll), por uma
conversdo metabolica hepética e/ou intramacrofagiaasforma-se em droga ativa (Rath,
2003). Apos a converséo a antimonio trivalente I8b@ mecanismo de acdo deste farmaco
parece estar baseado na interferéncia de prodessreergeticos do parasito, interferindo no
processo de 3-oxidac&o dos acidos graxos e geodtigarasito, levando a uma deplecédo dos
niveis de ATP intracelulares (Mishra, 2009).

No tratamento atual, ainda sdo utilizados como d&om de primeira escolha os
antiménios pentavalentes (antimoniato de metilghina e o estibogluconato de sédio), além
dos farmacos de segunda escolha como; a anfoter®jnmitelfosina, paromomicina e

pentamidina.

1.2.2. Anfotericina B

A anfotericina B tem sido usada com maior frequndesde a década de 60, para o
tratamento das leishmanioses, devido a contraagd@ do uso de antimonio para alguns
pacientes (Chavez-Fumagalli et al., 2015, Kaur §p&a 2014, Croft, et al., 2006). A
anfotericina B € um antifngicgproduzido por cultura de actinomicet@&reptomyces
nodosusmuito utilizada para tratar infecgdes fungicasésiscas, o seu mecanismo de agéo
esta relacionado com a sua ligacdo a esteréidewddrana celular dos parasitos, bem como
dos fungos. ALeishmania sppcontém ergosterol na sua membrana, diferentecélaas

humanas que contém colesterol, assim, a anfotariBiratua por se ligar ao ergosterol,
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alterando a permeabilidade celular destes parateteando-os a morte (Chavez-Fumagalli et
al., 2015, Kaur & Rajput, 2014, Masmoudi, et ab12, Croft, et al., 2006, Rath et al., 2003).

1.2.3. Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) € o primeir@rfhaco oral testado para o
tratamento da leishmaniose cutanea e visceral. ilBssiicamento € um antineoplasico que
atua no parasito através da interferéncia em suabna@a celular, modulando a composicao
lipidica, a permeabilidade, a fluidez da membrarareetabolismo de fosfolipideos, o que
leva o parasito & morte (Filho et al., 2008). Atefdsina foi registrada na india em 2002, para
o tratamento da leishmaniose visceral, que consisteuma dose oral de 2,5 mg/Kg de
mitelfosina, diariamento por 28 dias. Uma das poiais dificuldades da utilizacdo deste
medicamento na clinica, principalmente para muthena idade fértil, € o seu potencial
abortivo e teratogénico, além possuir elevado tedgeliminacdo, tempo de meia-vida de
aproximadamente 150 horas, e de se acumular no ch@ante o tratamento (Kaur et al.,
2015, Masmoudi et al., 2013, Singh et al., 2012).

1.2.4. Paromomicina

A paromomicina, também conhecida como aminosidiga, um antibidtico
aminoglicosideo que demonstrou atividade leishndai(Singh et al., 2012, Tiuman et al.,
2011, Croft et al., 2006). Devido a mé absorcad asformulacdes desenvolvidas para este
medicamento, foram a tdpica e a intramuscular (@iret al., 2011, Croft et al., 2006). O
mecanismo de acao deste farmaco ocorre atravésbilzio da sintese de proteinas (Singh et
al., 2012).

1.2.5. Pentamidina

A pentamidina é outro medicamento utilizado conterahtiva para o tratamento das
leishmanioses, € utilizada através de injecdearmisculares eomercializada na forma de
sais de pentamidina, principalmente isotionato dmtgmidina. Com relacdo ao seu
mecanismo de acdo, sabe-se que este farmaco riaterfe transporte de aminoéacidos,
competindo com as poliaminas pelos acidos nuclé¢madendo preferencialmente ligar-se ao
DNA do cinetoplasto, causando a morte do parakiémi( & Rajput, 2014, Masmoudi et al.,

2013, Brum & Hatz, 2009, Croft et al., 2006). lalonente, a pentamidina foi utilizada para
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tratar pacientes, que nao respondiam bem ao tratancem antimonio, entretanto, com a
diminuicdo da eficacia deste farmaco e com o aumnelat risco de resisténcia a este
tratamento, sua utilizagéo na india foi suspensaytSet al., 2012).

1.3.Contra-indicacdes e efeitos colaterais

Embora estes farmacos sejam mais promissores @ogsgprimeiros farmacos, como
0s antinonios trivalentes, suas desvantagens eaeciowdicacdes devem ser consideradas
(Morais-Teixeira et al., 2013, Gazanion et al., Z(Hrézard et al., 2009).

As principais desvantagens relacionadas a estepastos séo: a necessidade da
grande maioria ser administrados por via parentet@riamente, por no minimo trés
semanas, além da necessidade de supervisdo medaa pdministracdo do tratamento.
Outra desvantagem é que nao sdo farmacos reconosndach tratar mulheres gravidas e,
principalmente, por ndo poderem ser administradosadiopatas e nefropatas. Ja os efeitos
colaterais causados por estes farmacos séo, nawgeasos, mialgia, diarreia, dores de
cabeca, rash cutaneo, efeitos hepatotoxicos eot@xdaios (Gazanion et al., 2011, Blum &
Hatz, 2009, Frézard et al., 2009). A sua utilizagi® forma ndo controlada, também pode
causar diminuicdo da suscetibilidade do parasitf@aoaco de primeira escolha (Gazanion et
al., 2011, Frézard et al., 2009)

1.4.Novas estratégias de tratamento

Devido as dificuldades encontradas e a inUmerosogfeolaterais, a pesquisa de
medicamentos que possam complementar ou subsatittiatamento atual, sdo de grande
interesse nesta area. Assim, alguns avancos témreldtados nos Ultimos anos para o
tratamento da leishmaniose cutanea (Tiuman e2@l1). Uma estratégia que atualmente tem
sido relatada é o tratamento experimental com féosaincorporados a formulacdes
lipossomais, como a anfotericina B (Tiuman et2011) e o antimoénio pentavalente (Frézard
et al., 2009).

Entretanto, devido ao alto custo destas preparagdas limitacdes tecnoldgicas
relacionadas com a sua producdo, como o caso idaldi#de de retirada total de solventes
organicos da formulagcdo com antimonio pentaval€hiteman et al., 2011, Frézard et,al

2009), sua utilizacdo ainda € limitada (Morais-&ai et al., 2013).
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Ja a utilizacao de anfotericina B incorporada entdacdes lipossomais tem sido cada
vez mais empregada. Atualmente, sua utilizacdoa@rendada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), devido ao seu elevado nivel de efic&ciseguranca, uma vez que a
anfotericina B lipossomal tem reduzida toxicidadeé emenos nefrotéxica do que a
anfotericina B de formulagéo convencional (Chavemé&galli et al., 2015). A anfotericina B
lipossomal € principalmente utilizada por paciemes apresentam resisténcia ao antimonio
pentavalente (S ou por contra-indicacdo a esse tratamento (Burdatz, 2009).

As formulacdes lipidicas possuem uma certa difedédpara a sua producado, contudo
a industria farmacéutica desenvolveu trés form@agdcontendo anfotericina B: a
AmBisomé&, que é uma preparacdo lipossébmica de vesiculasmelares pequenas,
constituidas de fosfatidilcolina hidrogenada deasajolesterol, diesteroilfosfatidilglicerol
(DMPG) e anfotericina B; a Ampho&jlque é uma dispersdo coloidal de anfotericina B em
sulfato de colesterila sédica, formulada em paaguiscoides; e a Abeletque é um
complexo lipidico com anfoterina B de estrutura titarhelar, constituido de
diesteroilfosfatidilcolina (DMPC) e diesteroilfosfilglicerol (DMPG) (Tiuman et al., 2011,
Filippin & Souza, 2006).

Apesar da anfotericina B lipossomal ser uma impéetaalternativa terapéutica, o
custo ainda é muito alto, o que dificulta a suéizagdo para tratar as diversas formas da
leishmaniose (Chavez -Fumagalli et al., 2015, (Eoret al., 2011).

Outros farmacos também ja foram testados comonatieas terapéuticas para
leishmaniose cutanea no Velho Mundo. Outros argiftos como o cetoconazol (200-600
mg/dia durante 28 dias), o fluconazol (200 mg/dieadte 6 semanas) e o itraconazol (100-
400 mg/dia durante 6-8 semanas), que interferemhiossintese da membrana celular do
parasito, demonstraram eficacia variada segundesbsdos realizados. Aléem disso, a
toxicidade hepéatica causada por estes farmacoga lemsua utilizacdo (Masmoudi, et al.,
2013).

Outra estratégia discutida, ja ha algum tempouéaodo tratamento tépico utilizando
paromonicina. Em estudo publicado por EI-On et B986, alguns resultados favoraveis
foram observados em pacientes infectados t@ishmania majore tratados com uma
pomada contendo 15% de paromonicina. Esse tratari@pito também ja foi ensaiado por
diversos grupos como Abahusein et al., (1992);i&sit al., (1995); Soto et al., (1995); Bell
et al., (1997); Van Gompel & Vervoot, (1997), ampmsndo, entretanto, resultados

divergentes.
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Contudo, no trabalho publicado por Gongalves et2@05, o grupo demonstrou que
guando camundongos BALB/c sao infectados lpgishmania amazonensgs tratados com
formulacdo topica, contendo 10% de paromomicinegs apresentaram cicatrizacdo da leséo
apos 35 dias de tratamento. Entretanto, houvalivecigradual das lesdes no final do
experimento e ndo havia diferenca significativaesatgrupo controle e o grupo tratado.

O tratamento topico utilizando antiménio tem umudet mais restrito com poucas
publicacdes disponiveis. Um creme a 1% de tartamétieo, embora sem dados muitos
precisos, ja foi relatado como tratamento favordral pacientes do estado de Sao Paulo
(Pupo, 1926). Além disso, Costa et al. (1986),dzstam o emprego de Pentostan em p6 com
a seguinte composicdo: 15g do po6 dissolvido em 2fenhgua e 15g de Aquaphor para
formar um creme. Esta féormula foi aplicada na gdade de 2g (correspondendo a 600mg de
Sk, duas vezes por dia na superficie da Ulcera. &g de 5 a 10 dias, eles obtiveram
resultados que variaram desde acentuada melhérpioah de algumas lesdes. Estes mesmos
autores apresentaram, em comunicagao pessoal,ubfioada, de McGreevy, P.B., o bom
resultado do creme de Pentostan em lesdo causataigomania(Viannia) panamensi€m
roedores. Ja el-On et al. (1984), trabalhando emletnoamurino de infeccédo pdweishmania
tropica, sugerem que antimonio-terapia topica ndo sestivaf neste modelo. Além disso,
Romero et al. (1996), fizeram um relato interessal@ um paciente da zona endémica de
Corte da Pedra, na Bahia. Este paciente informaw® qos 34 anos de idade, tinha
desenvolvido trés ulceras cutaneas nos antebramos estas lesbes haviam sido tratadas com
po de tartaro emético, comprado pelo paciente,@estricdo meédica. As lesdes cicatrizaram

em 40 dias, deixando cicatrizes tipicas de leislwsarde 15, 18 e 20mm de diametro.
1.5.Produtos de origem vegetal

Devido aos diversos efeitos colaterais e dificdéano tratamento com as principais
drogas, tem havido um crescente interesse pelaliesnovos agentes com caracteristicas
leishmanicidas que apresentem menos efeitos mkat@Chan-Bacab & Pefa-Rodriguez,
2001, Morale-Yuste et al., 2010).

Com isso, houve um maior desenvolvimento na peagutsizando produtos naturais,
com atividades contra protozoarios. Como resultadssa pesquisa, algumas plantas
comecaram a ser utilizadas no tratamento de doepcaxipalmente cutaneas, como a
leishmaniose cutanea (Monzote et @D07). O crescente interesse cientifico em estadar

avaliar plantas utilizadas nas preparacdes de liemgmpulares proporcionou a medicina
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moderna uma grande variedade de substancias eficqae podem ser utilizadas para o
tratamento de doengas causadas por protozoariasitpar(Monzote et al., 2007).

Os produtos de origem vegetal fazem parte da vidhainem desde os primordios,
como fonte de alimentos, de materiais para o vaet@aainda como meio restaurador da
saude. Contudo, nos dias de hoje, eles represant@muma alternativa dentre as diversas
fontes de insumos necessarios a existéncia dadsoleietendo como principal vantagem o
fato de serem renovaveis. Além disso, numerosodupse de origem vegetal tém sido
empregados na medicina popular, como tentativacatérale das mais diversas doencas
como, bronquites, pneumonia, Ulcera e diarréia éLénal., 2006, Schenkel et al., 2004).

Em todo o mundo, o uso de plantas medicinais aod#&ibui de forma significativa
para os cuidados primarios da saude. No Brasilndimero significativo de plantas tem sido
utilizado na forma de extrato bruto, infusdes ouplkastos no tratamento de infeccdes
comuns, embora existam poucas evidéncias ciergiiomprovando a eficacia dos mesmos.
Contudo, a medicina tradicional ainda € amplameritzada por pessoas que vivem no
interior do pais. Sob este aspecto, verifica-se ajdioterapia vem crescendo no Brasil,
ganhando importancia econémica devido a sua pogatle como alternativa nos cuidados
com a saude (Lima et al., 2006).

No inicio do século passado, os produtos de origegetal comecaram a ser
estudados e estabeleceu-se uma tendéncia pataacat das substancias ativas isoladas, 0s
chamados “principios ativos”. A partir dos anos 8(s dificuldades como o lento
desenvolvimento e o alto custo para se chegar@upanentes ativos, devido aos processos
trabalhosos para a separacédo e purificagdo dositpsochaturais e para a sua elucidacéo
estrutural em busca de novos farmacos, foram seitd@passadas. Através de avangos
técnicos significativos, tanto no desenvolviment® streening como nas técnicas de
isolamento e elucidacdo estrutural, estes novosduogtpermitiram, em pouco tempo, avaliar
um numero elevado de amostras que evidenciamidaatey sobre alvos especificos, enzimas,
receptores, determinadas células ou organismo. Gendelvimento de técnicas
cromatograficas e técnicas de elucidacdo estrutpaaticularmente relacionadas com a
ressonancia magnética nuclear (RMN) e com a egpeetria de massas (EM), também tém
sido consideradas capazes de acelerar a obtenc@ovde protétipos e tornar mais facil e
rapida as tarefas que condicionavam um lento desemento dos projetos (Schenkel et al.,
2004).

Novas possibilidades analiticas, como a analiséletes volateis através da aplicacéo

da cromatografia gasosa acoplada a espectrometrnizadsas (CG/EM) e ao uso de técnicas
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combinadas, como a cromatografia liquida de aitaéetia (CLAE/EM) e (CLAE/RMN),
permitiram maior rapidez na busca de novas sulisgativas e na obtencao de informacdes
preliminares sobre constituintes em amostras co@gplerlais tecnologias tém determinado o
ressurgimento do interesse pela investigacdo dgufw® naturais como possiveis fontes de
novos protoétipos (Schenkel et al., 2004).

Recentes trabalhos publicados com 6leos essenelatam a sua atividade bioldgica
e/ou de seus compostos majoritarios isolados, &gmttozoarios. Em estudo publicado por
Ueda-Nakamura e colaboradores em 2006, foram deérados os efeitos do 6leo essencial
de Ocimum gratissimumcontra formas amastigotas e promastigotas Leéeshmania
amazonensiOs resultados dos experimentiosyitro, demonstraram que parasitos incubados
com 100ug/ml desse Oleo foram totalmente destruibtwgzote e colaboradores (2007),
também evidenciaranm vitro, a atividade do 6leo essencial @aenopodium ambrosioides
contra Leishmania donovani Outros trabalhos semelhantes mostram a atividade
leishmanicida do éleo essencial Agemisia absinthiumEchinops keberich@Tarikua et al.,
2011) e dd.ippia sidoides ChamMedeiros et al., 2011). Tais resultados demansgue 0s
Oleos essenciais, derivados de plantas, represeiotaies promissoras de compostos que
poderdo, futuramente, ser empregados como tratanaéietnativo da leishmaniose cutanea.
Entretanto, em razdo da limitada disponibilidadendsdicamentos eficazes, a maioria das
pessoas que vivem em areas onde a doenca é enddepeadem em grande parte de
tratamentos realizados pela medicina tradicior@pular (Monzote et al., 2007 Com isso,
investimentos nesta area tornam-se importantesgoacmhecimento e obtencédo de matéria-
prima, ou para o desenvolvimento de outras clagsesibstancias ativas com maior eficacia e

menos efeitos colatérais.

1.5.1. (-)e-bisabolol

Um exemplo dos componentes que estamos discutirad¢-)é-bisabolol, um alcool
sesquiterpeno encontrado em varios 0Oleos essemgagiferentes plantas, como no oOleo
essencial diMatricaria chamomilla Por causa das suas propriedades farmacoldgidas e
seu odor agradavel, esse composto tem sido largamdilizado pela industria, em

dermatologia e preparacdes cosméticas (Gomes-@araeal., 2005).
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(-)-a-bisabolol

Figura 1.1. Formula quimica estrutural da{bjsabolol Corpas-Lopez et al. 2015).

Ja o cha daMatricaria chamomilla, popularmente conhecida como camomila, é
utilizado em varios paises como habito alimentatrétanto, as suas propriedades medicinais
somente comecaram a ser elucidadas ha trinta 8eagrta, 2009). Em paises europeus, 0
cha de camomila € amplamente empregado na megiomaar no tratamento de doencas
inflamatorias, febres, diarréias e por suas prdpdes sedativas. Muitas propriedades
medicinais desta planta sdo atribuidas ao seued@gencial. O 6leo de camomila possui um
alto teor de bisabolol que possui diversas ativdadarmacolégicas como acao
antiinflamatdéria, analgésica e bactericid?orpas-Lopez et al., 2015; Hojati et al., 2010;
Gomes-Carneiro et al.,2005).

Ja as caracteristicas quimicas debisabolol podem levar a alteracbes na
permeabilidade e integridade da membrana celuladifgeentes patdégenos, devido a sua
caracteristica lipofilica que facilita a penetrag@&osubstancias ativas na bicamada lipidica da
membrana celular (Morale-Yuste et al.,, 2010; Sikkeset al.,1995). Estudos recentes
demonstraram a atividade leishmanicidacelmisabolol contra promastigotas deishmania
infantumem experimentod vitro (Morale-Yuste et al., 2010). Além disso, segunddiKa
Barry (1991), oa-bisabolol é capaz de aumentar vitro a penetracdo de drogas
transepidermal. Estes achados corroboram com okawss encontrados por Brehm-Stecher
e Jonson (2003), onde este sesquiterpeno apresatintmade contra uma grande variedade
de agentes patogénicos, demonstrando que baixesrtoagdes de-bisabolol foram capazes
de aumentar a permeabilidade de células bacterippes certos compostos quimicos
exdgenos, incluindo compostos antimicrobianos.

Essa propriedade debisabolol pode ser importante para aumentar setbscade de
alguns patégenos, comolLaishmania Em estudan vitro realizado pelo nosso grupo foi
possivel demonstrar, através de ensaios leishrdasiei andlise por microscopia eletrbnica de
transmissao (MET), que o ¢Jpisabolol possui atividade contta amazonensidAs analises
realizadas por MET em formas promastigotas tratamam (-p-bisabolol identificaram
mudancas estruturais provocadas nos parasitoprévasiras organelas afetadas por este 0leo.
Foi possivel observar diversas alteracdes caugaglas(-n-bisabolol nestes parasitos, de
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forma crescente durante o tempo de tratamentotr®as principais alteracdes, podemos
destacar: aumento do volume da mitocOndria, preseme estruturas eletrondensas,
desorganizagdo celular com aumento de inclus6édidgs no citoplasma, presenca de
vesiculas na bolsa flagelar, descontinuidade dahbreera nuclear, dano no cinetoplasto,
condensacao da cromatina, membrana plasmatica esooldmento da bicamada lipidica,
perda da organizagdo dos microtubulos e perda r@melas citoplasmaticas com presenca
de projecdes na mesma (Rottini et al., 2015). Oetsaltado importante, obtido neste estudo,
foi a confirmacao da atividade leishmanicida inttalar. Demonstramos que oo-Disabolol

€ capaz de atravessar a membrana celular e demtrfiirmas amastigotas intracelulares,
sem causar qualquer dano nas células hospedeidsGB7 Além disso, também observamos
0 comprometimento do potencial de membrana mitatan@h¥m), que pode ser avaliado
utilizando o corante tetrametilrodamina, etil éstEMRE), que se acumula em células
viaveis, evidenciando a existéncia de alteracbes peameabilidade da membrana
mitocondrial. Foi possivel demonstrar que 69,06% @arasitos, formas promastigotas,
quando tratados com 8.07 pg/ml den-{p)sabolol apresentaram mudanca no potencial de
membrana mitocondriah¥m), o que levou os parasitos a morte (Rottini eR4I15).

Esta capacidade de atravessar a membrana de pgotesste amastigotas é
encontrada em componentes altamente lipofilicds, tamo os compostos derivados de
plantas. Esse atributo pode contribuir para a ddolé tdxica destes compostos que, ao
atravessarem a membrana celular, podem levar & pdgdimpermeabilidade de certos
compostos, tais como eletrélitos intrinsecos, aalsa morte celular (Medeiros et al., 2011).

Além da capacidade de aumentar a permeabilidadi&acetegundo Morales-Yuste, et
al, (2010) e Wink (2008), outra caracteristica guplicaria a acédo leishmanicida eficiente do
a-bisabolol seria a presenca do grupo hidroxilaenestposto.

Em estudo recent& orpas-Lopez e colaboradores em 2015, avaliaram a atividade
leishmanicida do (e}bisabolol, em tratamento oral, contra leishmanioseeral. A pesquisa,
inicialmente, avaliou a atividade leishmanicidaadntlular, desse alcool sesquiterpeno, contra
L. infantum.O resultado obtido, neste ensad@monstrou uma reducao de 85% de formas
amastigotas intracelulares deinfantumquando as células infectadas eram tratadas cam (-)
bisabolol. J& o ensain vivo utilizou camundongos Balc/c, infectados, por wiaaperitoneal,
com 10 formas promastigotas de infantum O tratamento oral, com duracdo de 14 dias, foi
iniciado apos 28 dias de infeccao e, a seguirnfaealizados os procedimentos de necropsia
para avaliacdo da atividade leishmanicida. Umae@lascas utilizadas neste procedimento foi

a quantificacdo da carga parasitaria utilizand®@GR, ensaio que foi realizado com o figado
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e 0 baco dos animais tratados, comparando-os conaiando grupo controle. Os resultados
obtidos, por esse grupo de pesquisa foram sighifosa na medida em que houve uma
reducdo da carga parasitaria do baco e do figaddl @6 e 89,2%, respectivamente, no
momento em que 0s animais foram tratados com 2f)8grfdia de (-k-bisabolol.Corpas-
Lopez et al., (2015) acreditam que ooisabolol possa vir a ser um composto promissor no
tratamento da leishmaniose.

Assim, a pesquisa de agentes leishmanicidas de baiicidade, alta eficacia e facil
administracdo € um desafio que tem envolvido dogergrupos de pesquisa (Miot et al.,
2005). Portanto, esse tratamento topico utilizapebisabolol se justifica, pois se trata de
uma formulagdo que pode ser facilmente aplicaviel pedprio paciente em sua residéncia,
possui baixo custo e ndo apresenta efeitos cakstmymo os induzidos pelo tratamento atual.
Outra vantagem seria sua utilizacdo em pacientesaomtra indicacdo ao tratamento atual,
como: cardiopatas, nefropatas, mulheres gravidésy de poder ser utilizado em animais, os
quais ndo podem fazer uso do tratamento atual milgplo devido ao risco de inducdo a
selecdo de cepas resistentes aos medicamentosnigiEpo para o0 tratamento das
leishmanioses em seres humanos, segundo a Pémtariainisterial N 1.426, de 11 de julho
de 2008.

Desta forma, acreditamos que a producdo e avalidedama formulacdo tdpica,
contendo (-}-bisabolol sera de grande valor por permitir untatreento sem a necessidade
diaria de supervisao e que, além de ser segucazetie facil aplicabilidade, ndo apresenta

toxicidade.
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2. Objetivos
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2. Objetivo geral:

Produzir uma formulacéo topica em forma de crernasg de (¢}-bisabolol e avaliar sua
eficacia no tratamento de lesbes cutaneas de laisbae tegumentar em modelo murino.

2.1. Objetivos Especificos:

Identificar os possiveis mecanismos de agdo deb{sabololin vitro contra as formas
promastigotas e amastigotas intracelulardsestghmania amazonensis

Produzir as formulagdes topicas a base debjgabolol;

Verificar as possiveis alteracdes hematologicabiaguimicas que possam ser
causadas pelo tratamento com as formulacdes t&pisase de (e}bisabolol;

Verificar a efichcia da formulacdo tépica a base (ge-bisabolol através da
determinacdo da carga parasitaaig)s o tratamento, pela técnica de PCR em tempmcea
local da inoculagéo do parasito;

Verificar a eficacia da formulacéo topica atravéasastaliacdo histopatologica da pele

na regido da cicatriz, deixada pela lesdo causait lp amazonensisg avaliacdo da
reparacao da matriz extracelular da area lesionada.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. (--bisabolol

O (-)a-bisabolol foi obtido comercialmente (Sigma, USApresentando através da

cromatografia gasosa (CG) 95% de pureza.

3.2. Creme Lanette

O creme Lanette € uma emulsdo O/A, de caracteribti@nco viscoso com carater
aniénico, sendo facilmente absorvido pela pelanalé ser compativel com 6leos e extratos

vegetais. Foi obtido comercialmente de farmacimdgipulagéo.

3.3. Ensaiosn vitro

Inicialmente, para identificar e confirmar os pess mecanismos de acdo dau{-)
bisabolol,in vitro, foram realizados dois experimentos que permitiragesr 0 mecanismo
de acao do (e}bisabololin vivo. Para isso, utilizamos o ¢bisabolol, diluido em meio de
cultura Schneider’s (Sigma, USA), em uma conceatalte 8,07 pg/ml, concentracdo capaz

de inibir 50% do numero de parasitosyitro, ICs, j& determinado em ensaios anteriores.

3.3.1. Microscopia eletrénica de transmisséo

A técnica de microscopia eletrdnica de transmisioempregada para avaliar
possiveis alteracfes ultraestruturais presentesfa@mas promastigotas e amastigotas
intracelulares e determinar as primeiras organaef@sadas pelo (e}bisabolol. Formas
promastigotas dé. amazonensiforam tratadas com 8,07 pug/ mloisabolol,diluido em
meio de cultura Schneider’'s (Sigma, USA), por éifees tempos (2, 4, 8, 16 e 24 horas).
Como controle, foram utilizados parasitos ndo tt@saApos o tratamento, os parasitos foram
fixados com 2,5% de glutaraldeido (Sigma, USA) eticgo tampao cacodilato 0,1M, pH
7,2 overnight Em seguida, foram lavados trés vezes com tampéoddato 0,1M e pos-
fixados com tetréxido de 6smio 1%, ferricianetgpdéassio 0,8% e 5mM de cloreto de calcio
em tampdo cacodilato 0,1M por 30 min. Os paragitasfixados foram desidratados em
acetona e emblocadas em resina epon. Cortes ndisaforam obtidos em ultramicrétomo
contrastados com acetato de uranila e citrato denbb e examinados em microscopio de

transmisséao eletronica Jeol JEM 1011 (JEOL, Jajiargrte et al. 1992).
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As analises de microscopia eletronica de transmiss@® formas amastigotas
intracelulares foram realizadas através da infedgicélulas de linhagem continua J774.G8.
As células foram cultivadas em uma concentracdd@ecélulas por garrafa em meio de
cultura DMEM (Dubelcco’'s modified Eagle’s meédiumig®a, USA), 5% de soro fetal
bovino (SFB; Sigma F3018), penicilina (10.000U/ne_gstreptomicina (10.000ug/mL). por
24 horas em estufa a 37 °C com 5% de.@®ds 24 horas as células foram infectadas com
formas promastigotas de amazonensisPara isso, foi utilizado um nimero de parasitds 1
vezes maior do que o numero de células. Vinte ¢&rgimras apos a infec¢do, as culturas
foram lavadas trés vezes com PBS, para retiradgd@sitos que permaneciam no meio
extracelular. Em seguida foram incubadas com @-hfgabolol na concentragédo de 8.07
ug/mL por 24 horas. Como controles, foram utilizadalturas com células nao infectadas,
porém tratadas com o ¢-pisabolol, culturas com células infectadas (seatainento) e
culturas somente com células (sem infeccédo e saamntento). Apos este periodo, as células

foram processadas conforme descrito para as fquroasastigotas.
3.3.2. Citometria de fluxo de formas promastigotade Leishmania amazonensis

Para investigar a possivel capacidade dekigabolol de atravessar a membrana da
mitocondria e causar mudangca no potencial de merabmitocondrial AY,,), formas
promastigotas dé. amazonensi¢lx1( parasitos) foram incubadas durante 24 horas, a 26
°C, com 8,07 pg/ ml de bisabolol (tratado). Apds este periodo, os parasibram
incubados com 50 nM de tetrametilrodamina, eté®@SEMRE) (Molecular Probes, Carlsbad,
EUA), durante 15 min, a temperatura ambiente. Aggie procedimento, as amostras foram
colocadas em gelo e imediatamente analisadas pometria de fluxo. Os mesmos
procedimentos foram realizados em parasitos néadtya, que funcionaram como controle.

As amostras foram analisadas num citbmetro de fllB&CSCalibur (Becton
Dickinson, CA, EUA). A fluorescéncia resultante @MRE foi medida no canal FL2 e o
software utilizado para a aquisicdo e analise deslfoi o Summit v4.3. Um total de 10.000

eventos foi adquirido na regido previamente es¢aiid como a dos parasitos.
3.4.Ensaiosin vivo

3.4.1. Animais
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Foram utilizados camundongos BALB/c, machos, corma 8 semanas de idade e
pesando de 20 a 30 gramas, fornecidos pelo CECALOCRUZ, RJ. Os animais foram
mantidos no biotério de experimentacdo do PavilH&to e Peggy Pereira — HPP sob
temperatura controlada, alimentacdo com racdo gpdape agua filtradad libitum Todos
os procedimentos com os animais foram previamgmievados pela Comissdo de Etica de
Uso de Animais de Laboratorio da FIOCRUZ (CEUA-FRIIZ) sob o numero de licenca
LW 72/12.

3.5. Formulacdes topicas

A base utilizada para a producéo da formulacdo fmieme Lanette e como principio
ativo o (-p-bisabolol, ambos obtidos comercialmente. Forandymimas trés formulacfes
com diferentes concentracdes deipjsabolol. A primeira correspondia a concentragéo
1.000 mg/kg/dia, a segunda a 500 mg/kg/dia e eitara 250 mg/kg/dia, levando em
consideragdo o peso dos animais. As formulaco@snfonantidas em geladeira e possuiam

duracdo de uma semana.

3.5.1. Testes de estabilidade do creme

As amostras foram submetidas ao teste de estalmligaeliminar/acelerada a
temperatura de 50 °C. Uma amostra de cada fornwfacéetirada e avaliada nos tempos de
zero, cinco, sete e dez dias. Foram avaliadas rastedsticas organolépticas e efeito da

centrifugacéo, especificados nos itens a seguir:

3.5.2. Caracteristicas organolépticas

As preparacdes topicas foram analisadas segundwitdeso Guia de Controle de
Qualidade de Produtos Comésticos (Anvisa, 2008)a Rarificacdo das caracteristicas
macroscopicas das formulac¢des, foram homogeneizastaseenas quantidades das amostras
em recipientes transparentes e foram observadasacom fundo branco, para observar
possiveis alteracbes como: a presenca ou nao ideassprecipitacdo, turvacao e separacao
de fases. Para a determinacao da cor, os proctm® favaliados por identificacao visual; e
para o odor foi utilizado o olfato como sentido yAsa, 2008).
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3.5.3 Teste de centrifuga

Para novamente avaliar a estabilidade das formesdacfoi realizado o teste de
centrifuga, que produz estresse na amostra, semeia que ocorre com 0 aumento na forca
de gravidade. Esse teste aumenta a mobilidade ddscytas e antecipa possiveis
instabilidades, que poderiam ser observadas nafdenprecipitacdo das amostras, separagéo
de fases e formagéo de sedimento compacto.

Para a realizacdo deste teste foi retirada umagpacamostra das formulacdes topicas
gue foram colocadas em tubos e estes encaminhamwgrduga (Jouan, 1995/3777a), a uma

velocidade de 1.500g durante um periodo de 30 wsn@tnvisa, 2008).

3.6. Infeccédo experimental

Os animais foram infectados com’ Hinastigotas de cepa MHOM/B7/76/Ma-51de
amazonensipor via intradérmica na base da cauda. Os pardeitas obtidos de uma leséo
nodular ndo ulcerada de camundongos BALB/c e padfis apds ruptura do tecido
infectado em um homogeneizador Potter-Elvehjeng quostilo em tampdo PBS. A
suspenséo foi filtrada em gaze e a viabilidade pdoasitos foi avaliada usando o corante
eritrosina B conforme técnica descrita (Hodgkinsk980).

Depois da infeccédo, os animais foram mantidos emdicdes apropriadas no biotério
e, apos seis semanas, todos os animais infectguleseatavam edema no local da

inoculacao e lesdes ulceradas.

3.7.Ensaio terapéutico com a formulacao topica

O tratamento foi realizado uma vez ao dia, dur80telias consecutivos, com aplicacdo
das formulagfes sobre a &rea do inoculo de pasasities de iniciar o tratamento, ap0s seis
semanas de infeccdo, os animais foram distribiedogrupos de forma aleatéria, para haver
semelhanca entre as lesGes nos diferentes grupespédimento foi realizado com 8 grupos
contendo 15 animais em cada grupo. Antes de calizagio da formulagéo topica foi
realizada limpeza da area de pele lesionada com dgstilada. Foram utilizadas trés
formulacdes com diferentes concentracbes debjgabolol, sendo a primeira formulacéo
com 1.000 mg/kg/dia; a segunda com 500 mg/kg/dia trceira com 250 mg/kg/dia,

seguindo como parametro o Guia para a conducastddos ndo clinicos de toxicologia e
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seguranca farmacoldgica necessarios ao desenvoldmde medicamentos (Anvisa).
Obedecemos ao seguinte esquema de tratamento: §UPO0- animais infectados que
receberam o creme com 1.000 mg/kg/dia de-l§i3abolol; grupo B500- animais infectados
que receberam o creme com 500 mg/kg/dia dehigabolol; grupo B250- animais infectados
que receberam o creme com 250 mg/kg/dia de-bigabolol; grupo BASE- animais
infectados que receberam somente a base (sempmrirativo); grupo Glu (Glucantime)-
animais infectados, que receberam 20mg/kg/dia dea®Btimé& por via intramuscular; os
animais do grupo CTRL/INF (controle/infectado), mpu controle da infeccdo, foram
infectados e ndo tratados; os animais do grupa&b (nfectado/B1.000 receberam apenas o
tratamento com a formulagcdo com 1.000 mg/kg/di& )ydebisabolol, e ndo foram infectados
e o grupo NI/NT (n&o infectado/néo tratado), grapatrole da infec¢éo e do tratamento foi

composto de animais sem infeccdo e sem tratamento.

3.8. Parametros avaliados

3.8.1. Mortalidade

O percentual de mortalidade dos animais foi avalj@ata verificar o grau de toxicidade
do tratamentan viva. Assim, o numero de sobreviventes foi acompantibaitamente até a

finalizacéo dos protocolos.

3.8.2. Avaliacao clinica

Foram avaliados também os parametros comportareeatad peso corporal dos
animais, para verificar o grau de toxicidade dtatreento. Mudangas comportamentais foram
avaliadas através de observacdo do comportamestanitbais e o peso corporal dos animais
foi aferido, em dias alternados, durante os 30 disisatamento.

3.8.3. Cinética da lesao

Com o objetivo de avaliar a progressao das les(és a infeccdo e/ou tratamento, as
caudas dos animais foram medidas periodicamenté&édeem trés dias, antes e durante o

tratamento, e a espessura da area de lesdo foiuradas usando um paquimetro
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(Schnelltaster, H.C. Kroplin, GMBH, Hessen, Germarndy cinética da leséo foi expressa

pelas médias da espessura (em mm) de trés anieneild grupo.

3.8.4. Coleta de sangue

Para avaliar as possiveis alteracdes hematolddiepaticas e renais que poderiam ter
sido causadas pelo tratatamento tépico, utilizandeme com (e}-bisabolol, trés animais de
cada grupo foram eutanasiados em camara com ataggfa em CQ e o0 sangue destes
animais foi coletado por puncédo cardiaca. Foranetadds duas aliquotas de sangue de
aproximadamente 500uL cada. A aliguota de sangeefgucoletada para a avaliacao
hematoldgica, foi armazenada em tubo contendo EDH#&a a avaliagdo das funcgbes
hepaticas e renais dos animais, outra aliquotangue foi colocada em tubo contendo gel
separador. O procedimento de coleta foi realizawldeenpos diferentes, para comparacao dos
efeitos agudos e crénicos do tratamento comoshbigabolol. A primeira coleta foi realizada
com 6 horas, e o segundo ponto apos 24 horas cio ohd tratamento, o que caracteriza a
fase aguda. Ja para caracterizar a fase cronitamp®s de coleta foram: 7, 14 e 30 dias apos

o inicio do tratamento.

3.8.4.1. Avaliacdo hematoldgica

A aliquota de sangue coletada com EDTA foi homoigewa e, imediatamente apos a
coleta, processada em contador hematolégico (Sysmixnated Hematology Analyzer), no
Centro de criacdo de animais de laboratorio — CHEEMCRUZ, que forneceu os padrbes

eritrocitarios, plaquetarios e leucocitarios nogeendos camundongos avaliados.

3.8.4.2. Avaliacao bioquimica

A aliquota de sangue coletada para analise biogaifoi colocada em tubo contendo
gel separador e, em seguida, centrifugada a 1f@i0imediatamente apos a coleta. O soro
separado e armazenado hermeticamente a -20° C nfisado através de sistema
automatizado (Ortho Clinical Diagnostics — John&odohnson), utilizando kits comerciais
especificos (Ortho Clinical Diagnostics) para aad@sn de uréia, albumina, creatinina,

bilirrubina, TGO, TGP e proteinas totais. A leitutdas reacbes foi realizada em
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espectrofotdmetro, obedecendo ao comprimento da esykcifico para cada teste, de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

3.8.5. Preparacéao dos tecidos para analise histoiog

A avaliacdo histologica foi realizada para obseev@aomparar os tecidos de animais
normais, infectados e infectados e tratados, camuito de identificar possiveis alteracoes
resultantes da doenca e/ou do tratamento. Parg tananimais foram eutanasiados com 6h e
24h (caracterizando a fase aguda), e apos 7 ddadjas e 30 dias (caracterizando a fase
cronica), apos o inicio do tratamento. As areagdale infectadas e/ou tratadas foram retiradas
e processadas para analise histologica. Apds senmovidos, os tecidos foram fixados em
Paraformaldeido a 4% em tamp&do PBS 0,01 M, pH &,4& por 72 horas e incluidos em
parafina para obtencao de cortes gdenSe espessura. Os cortes foram entdo corados pelas
técnicas de hematoxilina-eosina, Giemsa e PicussiRed e analisados em microscoépio de

luz.

3.8.5.1. Técnica de Hematoxilina-eosina

Os cortes foram desparafinados em trés banhodalehidratados em concentracdes
decrescentes de etanol até a agua destilada eosatarhnte 8 min na hematoxilina de Harris
pré-filtrada (2,59 de hematoxilina — Sigma, USAdwsolvida em 25mL de alcool absoluto e
50g de alimen de amobnio foi dissolvido em 500mlagea destilada pré-aquecida. As duas
solucdes foram misturadas e aquecidas até ocofegvara, entdo, a solucao foi retirada do
fogo e acrescida de 1,259 de oxido vermelho de imieroque retornou ao aquecimento até
apresentar uma coloracdo vermelha escura. Aposxidpmente, um minuto a solucao foi
imediatamente resfriada, através da imersédo dodmas agua fria. Foi entdo acrescido 20mL
de acido acético glacial). Os cortes foram lavagl@zurecidos em agua corrente, e corados
por 2min em solucéo alcodlica de eosina (59 denaosihidrossoluvel - Merck dissolvidas
em 100mL de &gua destilada acrescida de 900mLcdel&tilico absoluto). Os cortes foram
desidratados em concentracdes crescentes de efaiahizados em xilol e montados entre

lamina e laminula com Entellan (Merck).
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3.8.5.2.Técnica de Picrosirius Red

Os cortes foram desparafinados em trés banhodalghidratados em concentragdes
decrescentes de etanol até a agua destilada. Emdaeigram colocadosver-night em
solucéo de Picrosirius Red (0,1g de Sirius Red B8B2Sigma foi dissolvido em 100mL de
solucdo aquosa saturada de acido picrico). No dguiste os cortes foram lavados
rapidamente em &gua destilada, corados por 15mihenatoxilina de Harris, lavados e
azurecidos em agua corrente durante 10min, demsttrmtem concentracdes crescentes de

etanol, diafanizados em xilol e montados entredanai laminula com Entellan® (Merck).

3.8.5.3.Técnica de Giemsa dee=nnert

Os cortes foram desparafinados em trés banhodalehidratados em concentracdes
decrescentes de etanol até o alcool 90% e coradasatd 2 horas em solugéo pré-filtrada de
Giemsa (3,80g de Giemsa, SIGMA foi diluido em &lcoetilico e glicerina, que foram
acrescentados em pequenas porcdes durante um qetéod5 minutos. A solucdo foi
transferida para um frasco, tampada e deixandoadsac por 24 horas, agitando
ocasionalmente). Os cortes foram colocados em &olulp acido acético 0.5% para a
diferenciacdo, e depois em alcool etilico 95%, nlzselo a coloragdo em microscopio e,
finalmente, desidratados em alcool isopropilic@fatizados em xilol e montados entre

lamina e laminula com Entellan® (Merck, USA).

3.8.6. Reacdo em cadeia pela Polimerase - PCR enmipe-Real (QPCR)

3.8.6.1. Extracao de DNA dos tecidos

Para verificar a presenca e quantificar o DNA dmgigo no sitio de infeccdo dos
animais, uma parte desses fragmentos de tecidbdp®mos momentos da necropsia, antes
da fixacao para histologia, foi reservada e armadamem freezer -70 °C até o processamento
para a técnica de PCR. Amostras de tecido da caedaés animais de cada grupo, foram
armazenadas em microtubos do tipo “Eppendorf” enstillas ao processo de extracao para a
deteccdo de DNA parasitario. O DNA gendmico folado dos tecidos através da adicdo de

500u! de tampéo de lise (10 mM NaCl, 5 mM M EDTA, &M Tris-HCL (pH 8.0), 0.5%
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SDS (sodium dodecyl sulfate) acrescidos de 5ulrdieipase K a 20 mg/mL e incubados por
12 horas a 56C — Thermostat 5320 — Eppendorf). Apds esse perts@iaul de fenol foram
acrescentados em cada amostra e a suspensao hemadarem Vortex (Phoenix — A56) e
centrifugada (Jouan totor AB 2.14) a 18.410g derd® minutos a 4C. Os sobrenadantes
foram recuperados e transferidos para novos tubasrescentando, ao volume, 500ul de
cloroférmio/alcool isoamilico (v/v). ApoOs a agitacdurante 30 segundos por inversdo e nova
centrifugacdo a 18.410g por 15 minutos &G} os sobrenadantes foram, novamente,
recuperados e transferidos para novos tubos. [ggstana etapa, 1 mL de etanol absoluto foi
acrescentado ao conteudo de cada tubo e, a segitando durante 30 segundos por inversao
e novamente centrifugado a 18.410g por 15 minwowmlmente, os sobrenadantes foram
descartados e os sedmentos foram deixados a teorpesanbiente até a total evaporacdo do
etanol. Em seguida, os sedimentos foram ressuspemsolO0ul de agua livre de DNA e
armazenados a -2C até o momento da quantificacdo de DNA gendmiae, fqi realizado

em espectrofotdmetro (NanoDfbR000 — Thermo Scientific).
3.8.6.2. Amplificacdo dos fragmentos

A técnica de PCR foi aplicada ao DNA extraido desidos mencionados no item
anterior, a fim de identificar a presenca de DNAap#ario dos mesmos. Para tanto, foi
efetuada qPCR nas seguintes condicbes de ciclagesmaturacdo inicial 95°C/10 mim,
seguida por 40 ciclos de 95°C/15 s, 60°C/50 s €/3Q°%. A reacao foi composta por SYBR
Green Master Mix e analisada no Applied Biosysteédtep One Plus™ (USA). Como
controle das reacdes foi utilizado o endogene dmundongo ap-actina — forward
AGAGGGAAATCGTGCGGTGAC ereverse — CAATAGTGATGACCTGGCCGT. O
primer utilizado para deteccdo do parasito foi o NWR - forward
GGGTAGGGGCGTTCTGC ereverse — TACACCAACCCCCAGTTTGC. A andlise, a
interpretacdo e o registro dos resultados foratuafes com o auxilio do software StepOne
Software v2.3 (Applied Biosystems).

3.8.7. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o softwarepi@®ad Prism 5.0 (GraphPad

Software Inc.). As diferencas entre grupos foraaliagas através do teste ANOVA.
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3.8.8. Critério de cura

Para avaliacdo de cura dos animais utilizamosricstanorfoldégicos, moleculares e
clinicos. Serdo considerados curados os camundapugoapresentarem diminuicdo da carga
parasitaria na cicatriz cutanea no local da les@sociado a diminuicdo do processo

inflamatorio, reparagéo da matriz extracelular lecauséncia de sinais e sintomas.
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4. Resultados
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4.1. Experimentosin vitro

4.1.1. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A andlise por MET das formas promastigotasLd@mazonensigao tratadas
mostrou o parasito com a morfologia nuclear, caré&tica normal e com organelas
citoplasmaticas preservadas (Fig. 4.1A). Por oladp, os parasitos tratados com
8.07ug/mL de (9-bisabolol apresentaram, nos diferentes tempossadal, alteracbes
estruturais significativas. Foi possivel obsenesatganizacéo celular com aumento de
inclusdes lipidicas no citoplasma, presenca de memab eletrondensas, aumento de
tamanho da mitocéndria, alteracdo do cinetoplastibeeacdo na membrana plasmatica
com descolamento da bicamada lipidica (Fig. 4.1BC44.1D, 4.1E, 4.1F, 4.1G).

A fim de verificar a acdo do (bisabolol em formas amastigotas internalizadas
realizou-se as analises por MET de células de fegpdl774.G8 infectadas com
amazonensjse tratadas com 8.07ug/mL de ofbisabolol. Como controle, foram
utilizadas células nao infectadas e tratadas cdr)oe bisabolol, células infectadas e
ndo tratadas e células normais néo tratadas mfe@tadas.

As analises ultraestruturais dos macrofagos normais infectados e nao
tratados mostraram as células com estrutura moréaiésem alteracbes e membranas
citoplasmaticas preservadas (Fig. 4.2A), apresdntaru citoesqueleto uniformemente
distribuido.

As células nao infectadas e tratadas com wlgabolol ndo sofreram efeitos
citotoxicos, apresentando assim, morfologia nore@ho pode ser observado na figura
(Fig. 4.2B).

As células infectados e néo tratadas, apos 24 hiwasfeccdo, mostraram o
parasito internalizado e preservado, com estrunoemal. Observou-se ainda a

carioteca bem definida e a presenca do cinetopitatsigro (Fig 4.2C).

Entretanto, a andlise das células infectadas adatcom o (e)}bisabolol (Fig.
4.2D) mostrou alteracdes ultraestruturais nas feraraastigotas com a presenca de
vacuolos em seu citoplasma e destruicdo da mito@rekm alteracdo, no entanto, da

morfologia da célula hospedeira.
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Fig. 4.1 - Microscopia eletronica de transmissdo de formasnpsbigotas del.
amazonensigA) Formas promastigotas nao tratadas observaestseturas do nucleo
(N), cinetoplasto (K) e bolsa flagelar (BF) bemgamvadas; (B) Formas promastigotas
incubadas com-)a-bisabolol por 2 horas a 26 °C observa-se aumemtegotime da
mitocondria (M), presenca de estruturas eletrorale(seta larga); (C) Formas
promastigotas incubadas com)afbisabolol por 4 horas a 26 °C observa-se
desorganizacgao celular com aumento de inclus@iescis (L) no citoplasma e presenca
de vesiculas na bolsa flagelar (BF) (seta largggseontinuidade da membrana nuclear
(seta); (D) Formas promastigotas incubadas cgmb(sabolol por 8 horas a 26 °C
observa-se desorganizacdo celular com aumentoctiesdes lipidicas no citoplasma,
dilatacao mitocondrial (M), dano no cinetoplastg &presenca de vesiculas na bolsa
flagelar (BF) (seta branca); (E) Formas promastiga@cubadas com)é-bisabolol por

16 horas a 26 °C observa-se aumento das inclupigisds, condensacédo da cromatina,
membrana plasmatica com descolamento da bicampithcéi (asterisco), perda da
organizagdo dos microtubulos e perda das orgarm@taplasmaticas; (F) Formas
promastigotas incubadas corufbisabolol por 24 horas a 26 °C observa-se deétyuic
da membrana plasméatica com presenca de projecdesemma (seta) e perda de
organelas citoplasmaticas. Barra = 0,5 um (Raogtiil.,2015).
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Fig. 4.2 —Microscopia eletrénica de transmissdo de macrofdgoknhagem J774.G8.
(A) célula ndo infectada e nado tratada apresentamatfologia normal, com estruturas
bem preservadas (Barra = 2um), (B) Célula néo taflece tratada por 24 horas com
8.07 pg/mL de (9-bisabolol, apresentando morfologia normal apdatatento (Barra

= 1um), (C) macrofagos de linhagem J774.G8, infextacomlL. amazonensjsapos 24
horas de infec¢do, observamos formas amastigdEsatizadas apresentando estrutura
normal e bem preservada com o cinetoplasto intéggtas). As células apresentam
ainda suas estruturas citoplasmaticas uniformesesegvadas (Barra = 0,5um); (D)
células infectadas e tratadas comu-pjsabolol. As setas mostram a presenca de
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vacuolos no citoplasma das formas amastigotas, mEnamdo dano ao parasito (Barra
= 0,5um) (Rottini et al.,2015).

4.2. Citometria de fluxo para andalise das formas mmastigotas delLeishmania
amazonensis

Os resultados de citometria de fluxo mostraram omdancga significativa no
potencial de membrana mitocondriaM{m) de 69,06% dos parasitos quando tratados
com 8.07 pug/ml de (e}bisabolol - 1Go de formas promastigotas, resultados obtidos
anteriormente - (Rottini et al.,2015), enquanto faamas promastigotas nao tratadas

essa mudanca no potencial de membrana mitocoidtah) foi de 17,68% (Fig. 4.3).

83.17% Control C 3213y  (-)a-bisabalol

R3
109 104 102 108

102
FL2-Height Log FL2-Height Log

SSC-Height Log

101 0 10!

102 1
FSC-Height Log

Fig. 4.3 — Resultados da citometria de fluxd_deshmania amazonensigkcubadas com
TMRE. (A) Formas promastigotas capturadas na regléoGated; (B) Formas
promastigotas deeishmania amazonensimantidas em meio de cultura por 24 horas e
incubadas com TMRE. Em (R3) é possivel observar 8187% das mitocondrias
apresentavam potencial de mitocondria preservado;(R2) € possivel observar
mudancga no potencial mitocondrial de 17,68; (C)nfaw promastigotas dé.
amazonensidratadas com 8.07 pg/ml deo-Disabolol por 24 horas e incubadas com
TMRE; em (R3) é possivel observar que 32,13% dawscondrias apresentavam
potencial de mitocondria preservado, entretanto, (B®2) é possivel observar que
69,06% dos parasitos tratados apresentavam mudamcaotencial mitocondrial
(Rottini et al.,2015).

4 .3. Testes de estabilidade dos cremes

Com a finalidade de manter um controle de qualiddale formulacées uma
amostra de cada formulacao foi retirada e avaliatihzando os ensaios analiticos

descritos abaixo, nos tempos de zero, cinco, salezedias ap0s a producdo. As
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amostras foram submetidas ao teste de estabilpl@tieninar/acelerada a temperatura
de 50 °C.

4.3.2. Caracteristicas organolépticas

Uma parte da amostra foi retirada para realizagi@nsaios organolépticos,
através da analise do: aspecto, cor, odor e tase procedimento permite avaliar, de
imediato, o estado da amostra em estudo por meand@éeses comparativas. Neste teste
nao foi observada nenhuma variacdo das formulag®tsdas em nenhum dos quatro

tempos.
4.3.3. Teste de centrifuga

Outra parte da amostra foi retirada e submetida&raritugacdo, produzindo
estresse na amostra. Neste ensaio também ndo dbsmrvadas alteragbes em nenhuma

das formulagdes testadas, em nenhum dos difereemg®s analisados.

4.4. Experimentosin vivo - Ensaio terapéutico e parametros avaliados
4.4.1. Mortalidade e sinais clinicos
N&o houve morte durante 0s experimentos, bem coemhuma mudancga

comportamental que pudesse estar relacionada tongato. Além disso, ndo foi

registrada perda de peso dos animais duranteaoneato (Fig. 4.4).
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Figura 4.4 — Acompanhamento do peso corporal derf3aas de cada grupo no decorrer
do experimento — A imagem mostra a média + desatygo do peso dos animais. Nao
houve perda de peso significativa dos animais deranratamento. Os dados foram
analisados no GraphPad Prism 5.0, e as diferem¢agsgrupos foram avaliadas atraves
do teste Two-way ANOVA.

4.4.2. Cinética da lesdo

Foram obtidas imagens do local da lesé&o antesidio itlo tratamento e apos os
30 dias de tratamento (Fig. 4.5). Os animais aptasam a partir da 62 semana lesdes
ulceradas no local da inoculacdo (base da caudd@sAle iniciar o tratamento as lesbes
foram fotografadas e medidas através da utilizalghom paquimetro, até o final do
tratamento, demonstrando uma cinética de lesao 4y

Durante o tratamento com ¢-pisabolol houve uma reducdo do tamanho das
lesdes, principalmente, no grupo tratado com a mdee de (¢g-bisabolol — B1.000,
onde foi observada uma diferenca significante gaamnparado aos outros grupos. O
grupo B1.000, quando comparado ao grupo B500, né&modstrou diferenca
significante no tamanho das lesdes, entretantgdguaomparamos o grupo B1.000 ao
grupo B250, observamos uma diferenca significatv1° e no 24° dia *(p0,05), que
aumentou para **(p0,01), no 27° e no 30° dia. Quando comparamos ogdl.000
com o grupo Base, foi possivel observar uma difexesignificativa a partir do 6° dia de

tratamento **(p10,01), essa diferenca se manteve significativa @téinal do
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experimento e, além disso, a diferenca se inteosifino 18° dia, quando passou a
***(p 10,001).

A comparacao do grupo B1.000 com o grupo Glu famigao grupo anterior,
comecando no 6° dia e se intensificando no 18delisatamento. Resultado exatamente
igual, quando comparamos o grupo B1.000 com o g@iRL/INF.

Por volta do 17° dia de tratamento, os gruposdostaom (<x-bisabolol tiveram
as suas lesdes cicatrizadas, entretanto, aposlidsiestas lesbes mesmo cicatrizadas
apresentaram um aumento de tamanho (Fig. 4.6Q fpie aconteceu com 0s grupos
B500 e B250. Quando comparamos o grupo B500 amds@p0, vimos que nao havia
diferenca significativa entre os dois grupos, cdafuquando comparamos O grupo
B500 com o grupo Base, observamos uma diferenc27odia e no 30° dia de
tratamento **(p]0,01). A comparacéo do grupo B500 com o grupo Ghstrou uma
diferenca ainda que significativa, um pouco merfpri9,05).

Contudo, ao confrontarmos os resultados do gruf@B®m os grupos Base,
Glu e CTRL/INF, vimos que nao houve diferenca digativa do grupo B250, tratado

com 250mg/Kg/dia de (@}bisabolol, com relagdo aos grupos controles.
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Figura 4.5 - Camundongos da linhagem BALB/c inféota na base da cauda, conff 10
formas amastigotas dke. amazonensi® seus respectivos controles. As imagens
mostram 0os mesmos animais antes do inicio do testeme apos 30 dias de tratamento.
A e B - Grupo B1.000, leséo na base da cauda doahamnfectado antes e depois do
tratamento com (e)}bisabolol 1000mg/Kg/dia, respectivamente; C e B500, lesao
antes e depois do tratamento com-gjsabolol 500mg/Kg/dia, respectivamente; E e F
— B250, lesé&o antes e depois do tratamento carrbispbolol 250mg/Kg/dia; G e H —
Grupo Base, lesdo antes e depois do tratamentadmmse Lanette; | e J — Grupo Glu,
lesdo antes e depois do tratamento com Glucantime®y — Grupo CTRL/INF, leséo
dos animais infectados e nao tratados, 30 dias apégeccdo; N e O — Grupo
NI/B1.000, animal normal ndo infectado, tratado deym-bisabolol 1000mg/Kg/dia; P

e Q — Grupo NI/NT, controle nédo infectado e néatatia.
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Figura 4.6 — Cinética das lesbes — A progressadedéass foi avaliada antes e durante o
tratamento. As caudas dos animais foram medidasdisamente, de trés em trés dias,
e a espessura da area de lesdo mensurada usanueguimetro (Schnelltaster, H.C.
Kroplin, GMBH, Hessen, Germany). A cinética da te$ad expressa pelas médias da
espessura (em mm) de trés animais de cada grupeal@®s representam a meédia +
desvio padréao. Os dados foram analisados no GrdpgPiam 5.0, e as diferencas entre
0s grupos foram avaliadas através do teste TWOANGVA.

4.5. Parametros hematoldgicos

Os resultados das andlises hematoldgicas demamtratiferencas néo
significativas, em nenhum parametro avaliado, eoBegrupos tratados e o grupo
controle, em todos os ensaios realizados nos difssepontos de avaliacdo (Tabelas
4.1,4.2,4.3,4.4¢e4.5).

Tabela 4.1 — Andlise hematoldgica — realizada mgwa dos camundongos (n=3) apos
seis horas de tratamento. Os valores representaétlia + desvio padrao.

Grupos

Parametros
B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/INF  NI/B1.000 NI/NT

Hemécias  10.5+0.9 10.7+0.9 10.4+0.2 10.9+0.5 9.63+0.7 998 9.95+0.3 10.7+0.1
RBC x

milhdes/mni
Hemoglobina 14.7+0.6  15.0+0.8 14.740.6 15.0+1.0 13.7+1.1 132 13.0+0.4 15.7+0.2
HGB (g/dl)
Hematécrito 50.7#2.8  51.0+3.0 50.2+2.1 53.7+0.5 46.3+3.4 43.6 46.3+1.2 53.0+0.7
HCT (%)

Plaguetas x 1.327+0.2 1.234+0.14 1.351+0.06 1.317+0.01 1.44%20.1.627+0.61 1.197+0.09 1.275+0.01
mil/mm?®
Leucécitos x 6.0 +2.8 7.8%4.1 4.310.4 4.840.1 4.310.1 5.9+4. 45104 7.0+£0.8
mil/mm?®
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Tabela 4.2 — Andlise hematoldgica — realizada mgsa dos camundongos apos 24
horas de tratamento. Os valores representam a méldisvio padrao.

Parametros
B1.000
Heméacias 10.8+0.4
RBC x
milhdes/mmi
Hemoglobina 15.4+0.9
HGB (g/dl)
Hemat6crito 52.4+2.4
HCT (%)

Plaquetas x 1.259+0.0
mil/mm?

Leucécitos x 6.3 +0.4
mil/mm?®

B500

10.9+0.2

15.4+0.6

49.8+1.6

1.192+0.0

7.4+0.5

B250

10.3+0.7

14.840.1

50.1+0.0

1.418+0.3

4.6+0.7

Grupos
Base

10.6+0.9

14.5+1.0

51.5+3.6

1.305+0.0

4.840.1

Glu

10.2+0.0

14.7+0.2

49.5+1.0

CTRL/INF

10.3

12.3

42.8

1.321+0.0..815+0.3

4.3+0.5

7. 541

N1/B1.000

10.0+0.4

13.9+1.7

47.7£3.1

1.187+0.0

57+21

NI/NT

10.8+0.3

16.4+1.2
54.3+2.6
1.115+0.1

9.0£2.4

Tabela 4.3 — Analise hematoldgica — realizada mgw& dos camundongos apos 7 dias
de tratamento. Os valores representam a médiaviodeesdrao.

Parametros
B1.000
Hemacias 10.5+0.5
RBC x
milhdes/mni
Hemoglobina 15.2+0.4
HGB (g/dI)
Hematécrito  51.8+0.5
HCT (%)

Plaquetas x 1.217+12.2
mil/mm?

Leucécitos x 5.5 +1.7
mil/mm?®

B500

11.0+0.0

15.8+0.1

42.4£17.7

1.16646.5

5.5+1.4

B250

10.8+0.7

15.4+0.7

52.2+3.0

1.268+1.4

5.1+1.4

Grupos
Base

11.2+0.0

15.3+0.6
52.1+2.8
1.358+7.4

5.1+0.6

Glu

10.7+0.2

15.4+0.0

53.0+1.7

CTRL/INF

103

4.2

450.9

1.29342.3.260+2.5

4.840.2

5.2+1.

NI/B1.000

10.5+0.5

15.0+0.0

50.0+0.8

1.368+2.9

6.1+1.0

NI/NT

10.9+0.4

17.2+10.4

53.5+4.5

1.175+2.1

7.1+2.4

Tabela 4.4 — Analise hematoldgica — realizada mmysa dos camundongos apos 14
dias de tratamento. Os valores representam a méhtiavio padréo.

Parametros
B1.000
Heméacias 11.2+0.3
RBC x
milhdes/mmi
Hemoglobina 16.1+0.7
HGB (g/dI)
Hemat6crito 54.1+2.6
HCT (%)

Plaguetas x 1.191+1.6
mil/mm?®

Leucécitos x 6.7 +0.8
mil/mm?®

B500

11.1+0.1

15.9+0.0

29.5+0.4

1.150+0.8

7.0+£0.7

B250

11.3+0.7

15.9+0.0

54.2+0.2

1.166%0.0

5.1+1.3

Grupos
Base

10.0+1.8

14.3+2.1
49.0+7.1
1.305+0.0

4.7+0.1

Glu

10.3+0.2

14.9+0.6

50.3+2.1

CTRL/INF

+9.0

3.9

46.3

1.252+0.01.571+0.6

4.4+0.7

6.8+3.

N1/B1.000

10.3+0.1

15.2+0.3

52.2+0.9

1.240+0.1

7.2+¢2.5

NI/NT

11.12+0.2

19.3+0.0
56.2+0.7
1.023+0.0

7.3£2.1
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Tabela 4.5 — Analise hematoldgica — realizada mmysa dos camundongos apds 30
dias de tratamento. Os valores representam a méldiavio padrao.

Grupos

Parametros
B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/inf NI/B1.000 NI/NT

Hemécias 10.2+1.0 11.1+0.2 10.3+0.3 11.2+0.2 10.9+0.1 620.2 11.0+0.6 10.6+0.3
RBC x

milhdes/mni
Hemoglobina 14.9+1.2 15.7+0.2 14.9+0.0 14.9+0.0 15.4+1.1 #0%  15.0+0.0 14.60.3
HGB (g/dl)
Hematdcrito  51.4+3.8 55.0+0.9 50.1+1.4 50.1+1.4 54.3+0.1 521 50.3+0.2 50.3+0.2
HCT (%)

Plaquetas x 1.130+11.2 857.0£39.0 1.67118.2 1.411+2.9 1.772+3.2.745+13.8 1.786%4.8 1.785+4.8
mil/mm?
Leucoécitos x 5.0 £0.7 4.540.1 4.1+1.3 5.6+0.7 4.7+0.4 6.2+2.4 7.9+0.8 7.9+0.8
mil/mm?®
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4.6. Parametros bioquimicos

Os resultados da anélise bioquimica ndo demonstrdif@rencas significativas
em nenhum dos parametro avaliados entre os grugiasldés e o grupo controle, em
todos os ensaios realizados (Tabelas 4.6, 4.748.& 4.10).

Tabela 4.6 — Analise bioquimica — realizada noesdos camundongos apos seis horas
de tratamento. Os valores representam a médiaviodeesdrao.

Grupos

Parametros

B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/INF  NI/B1.000 NI/NT
Proteinas 4.1+0.1 7.5+0.7 5.0+0.2 5.440.2 5.240.3 5.640.3 .246.2 5.240.2
Totais (PT)
Albumina 2.0+0.0 3.740.2 1.8+2.1 1.840.0 1.840.4 1.840.1 1.940.0 1.9+0.0
Bilirrubina 0.3+0.0 0.6+0.2 0.4+0.0 0.2+0.0 0.4+0.0 0.2+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0
Total

Trans.Glutam. 114.0+11.3 117.0+#18.3 202.5+12.0 116.5+24.7 189.0+29.6 95.0+4.9 114.0+17.6 112.5+26.1
oxilacética

(TGO)
Uréia 43.0+4.9 48.8+0.9 40.1+0.2 37.7+3.3 381+ 44.8+1.0 40.0£2.8 40.0+2.8
Creatinina 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.0+0  0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0

Tabela 4.7 — Andlise bioquimica — realizada nossdos camundongos apos 24 horas
de tratamento. Os valores representam a médiaviodeesdrao.

Grupos
Parametros
B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/INF  NI/B1.000 NI/NT
Proteinas 4.7+0.0 5.1+0.4 5.1+0.2 4.7+0.3 5.1+0.7 5.740.4 .246.3 5.9+1.2
Totais (PT)
Albumina 2.6+0.0 2.840.0 2.6+0.0 2.5+0.2 2.940.5 3.1+0.4 2.340.2 2.740.2
Bilirrubina 0.4+0.0 0.5+0.1 0.5+0.0 0.5+0.2 0.5+0.1 0.5+0.0 0.5+0.0 0.5+0.0
Total

Trans.Glutdm. 120.048.4 131.0+7.0 181.7+29.3 204+7.6 244.0+43.8 248.0+18.6 118.0+2.8 220.2+28.6
Oxilacética

(TGO)
Uréia 40.7+1.6 43.4+4.4 40.0+2.8 44.1+9.0 429+ 442426 41.5+2.1 44.7+6.6
Creatinina 0.1+0.0 0.1+0.0 0.2+0.0 0.1+0.0 0.0+0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
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Tabela 4.8 — Analise bioquimica — realizada noesdos camundongos ap6és 7 dias de
tratamento. Os valores representam a meédia + dpadi@o.

Grupos

Parametros

B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/INF  NI/B1.000 NI/NT
Proteinas 4.6+0.0 4.7+0.1 4.840.2 4.6+0.0 5.310.2 5.140.4 .9#0.1 4.7+0.4
Totais (PT)
Albumina 2.240.1 2.3+0.0 2.440.2 2.3+0.0 2.4+0.0 2.4+0.4 1.9+0.1 1.740.2
Bilirrubina 0.4+0.0 0.2+0.2 0.5+0.0 0.5+0.0 0.5+0.0 0.8+0.4 0.2+0.0 0.2+0.0
Total

Trans.Glutam. 196.0+7.0 224.0+46.6 185.5+16.2 179.5£19.0 249.5+33.2 236.0+18.6 120.0+12.7 110.5%12.0
Oxilacética

(TGO)
Uréia 47.0+4.2 56.5+0.7 46.0+5.6 51.9+2.9 548+ 52.7+4.1 40.0+7.0 39.0+11.3
Creatinina 0.1+0.0 0.2+0.1 0.1+0.0 0.1+0.0 0.0+0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0

Tabela 4.9 — Analise bioguimica — realizada nosssdos camundongos apos 14 dias
de tratamento. Os valores representam a médiaviodesdrao.

Grupos
Parametros

B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/INF  NI/B1.000 NI/NT

Proteinas 5.4+0.2 5.4+0.2 5.540.2 5.610.5 5.610.3 5.6+0.3 5.5%0.2 5.1+0.2
Totais (PT)

Albumina 1.940.1 1.7+0.0 1.7+0.0 1.9+0.0 1.9+0.0 2.2+0.2 2.3+0.2 2.8+0.0
Bilirrubina 0.4+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 £040 0.4+0.1 0.6+0.1 0.5+0.1

Trans.Glutam. 123.5+41.7 146.0+19.7 145.5+30.4 161.5457.2 132.5+37.4 167.0+6.3 189.5+19.0 200.5#4.9
Oxilacética

(TGO)

Trans. Glutdm. 107.0£22.7 97.0+5.6 140.0£13.4 112.5+14.8 119.5%#10.6 125.5319101.0+7.0 98.0£7.0
Pirdvica (TGP)
Uréia 64.7+6.6 53.2£2.5 53.4£15.6 62.3£7.4 £68.9 69.8+4.5 49.2+13.8 47.1+4.0

Creatinina 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.0+0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
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Tabela 4.10 — Analise bioquimica — realizada neessdos camundongos apds 30 dias

de tratamento. Os valores representam a médiaviodeesdrao.
Grupos

Parametros
B1.000 B500 B250 Base Glu CTRL/INF  NI/B1.000 NI/NT

Proteinas 5.1+0.6 5.4+0.5 5.1+0.0 5.4+0.2 5.1+0.2 5.4+0.5 5.010.1 5.1+0.2

Totais (PT)

Albumina 2.8+0.9 2.9+0.8 2.2+0.0 2.0£0.2 2.0+0.3 2.0+0.3 2.2+0.1 2.4+0.0

Bilirrubina 0.6+0.1 0.5+0.0 0.5+0.1 0.5+0.0 £040 0.4+0.1 0.5+0.1 0.5+0.0

Trans.Glutam. 136.1+9.0 155.0+49.4 134.5+0.0 220.0+12.6158.0+35.0 133.1+#6.7 144.2+18.0 108.4+32.6
Oxilacética

(TGO)
Trans. Glutam. 96.5+7.7 97.0+5.6 124.0+£38.1 120.5+26.1 71.0£1.480.0+2.8

Pirdvica (TGP)
Uréia 56.7£19.0 51.0+4.2 54.1+7.6 44.5+1.2 39.4+1.8 379145 3.0%4.4 42.4+5.3

85.0+1.4 90.0+18.3

Creatinina 0.2+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.2£0 0.2#0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
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4.7. Andlise histopatologica
4.7.1. Seis horas ap0s o tratamento

A avaliacdo histopatolégica da cauda, neste promeonto de necropsia,
demonstrou certa homogeneidade com relacdo assJeaséecompararmos 0S grupos
tratados ao grupo infectado nado tratado. Algunsnaisi demonstraram lesdes mais
ulceradas do que outros, entretanto, todos apegaemtum padréo de lesdo com intenso
infiltrado inflamatdrio, com indmeros macréfagos cwalizados, densamente
parasitados, e com a presenca de polimorfonucl¢ahéhsl).

Nos animais do grupo B1.000, tratados com 1.000en@)x-bisabolol, apds seis
horas de tratamento, foi possivel observar les@io mwitos parasitos na epiderme e,
principalmente, na derme (Fig. 4.7A), além de w@céo (Fig. 4.7B), com a presenca de
infiltrado inflamatorio, com muitos neutréfilos esnofilos (Fig. 4.7C). A analise dos
cortes corados pelo Picrosirius red revelou a pggséle fibras de colageno entre as
células do processo inflamatorio presentes na défige4.7D).

A analise histopatolégica do grupo B500, cujosteais foram tratados com
500mg de (-bisabolol, revelou intenso parasitismo e muitaltnaido inflamatério,
tanto na derme como na epiderme (Fig. 4.8A e Cpdssivel observar também, além
do, infiltrado inflamatorio e da grande quantidaeeparasito, a desagregacao das fibras
da matriz extracelular (Fig.4.8B). A coloracdo penica de Picrosirius red revelou
menor quantidade de fibras de colageno, entrelalsé&lo processo inflamatoério e os
parasitos na derme, demonstrando, também, a dgag§ce das fibras da matriz
extracelulalFig.4.8D).

Os animais do grupo B250, tratados com 250mg de-b{sabolol,
demonstraram pela coloracdo de HE intenso parasitifo tecido e infiltrado
inflamatorio na derme e epiderme com leséo ulcefaida 4.9A). Através da coloragéo
pelo Giemsa de Lennert foi possivel observar tamb#emso infiltrado inflamatério
com a presenca de exsudato inflamatoério na epidéfige4.9B e C). A coloracao pelo
Picrosirius red permitiu evidenciar as fibras ddageno destruidas pelo intenso
processo inflamatério e pelos parasitos (Fig. 4.9D)

A analise do grupo Base, tratado somente com e, ks seis horas do
primeiro tratamento, mostrou da mesma forma graodatidade de parasitos no tecido

e infiltrado inflamatorio na derme, além da presemde lesdo ulcerada com
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desagregacao da epiderme (Fig. 4.10A); utilizandolaracédo de Giemsa foi possivel
observar também infiltrado inflamatério, constituigbrincipalmente, por neutréfilos e
parasito na derme (Fig. 4.10B e C). Através daragio pelo Picrosirius red,
observamos as fibras de colageno entre as céluapratesso inflamatorio com
presenca de exsudato inflamatoério na parte surdia leséo (Fig. 4.10D).

A avaliacdo histopatolégica do grupo Glu, tratadom Glucantim®,
demonstrou intenso parasitismo no tecido e iafitrinflamatorio na derme e epiderme
com ulceracdo da lesdo, evidenciado pela colordedablE (Fig. 4.11A). Através da
coloracdo de Giemsa de Lennert observamos tamkémsminfiltrado inflamatorio na
derme (Fig. 4.11B e C). Além disso, foi possivesavar a lesdo com presenca de
exsudato inflamatorio na epiderme e na derme ardaéoloracéo pelo Picrosirius red
(Fig. 4.11D).

Ao analisarmos os animais do grupo CTRL/INF, grummtrole somente
infectado, observamos intenso parasitismo e vacpalasitario, com presenca de
células inflamatérias na derme (Fig. 4.12A). Cowokracdo pelo método de Giemsa
de Lennert foi possivel observar, novamente, imteimdiltrado inflamatorio, com
presenca de neutrofilos e eosindfilos na derme &i@B e C), e com a coloracdo pelo
Picrosirius red visualizamos as fibras de colagemtre as células do processo
inflamatorio, sem muita alteracdo das mesmas {Fi@D).

Os animais do grupo NI/B1.000, nédo infectadosatatios com 1.000mg de (-
)a-bisabolol, mostraram o tecido com caracteristicamais sem alteracdes na derme e
epiderme apos o tratamento (Fig. 4.13A e 4.13B)aoforacdo por Picrosirius red
mostrou fibras de colageno espessas de aspectaln@ig 4.13C).

O grupo NI/NT, animais nao infectados e nao trata@dssim como 0 grupo
NI/B1.000, animais ndo infectados e tratados, namstraram nenhuma alteracéo
histopatolégica, estando a pele com caracteristioa®ais sem alteracbes na derme e
epiderme (Fig. 4.14A e 4.14B). Através da coloragélm Picrosirius red foi possivel
demostrar fibras de aspecto normal (Fig. 4.14C$, axmais do grupo NI/NT estas

observacdes mostraram grande similaridade compodylyB1.000.
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Grupo B1.000 — Seis horas ap06s o tratamento.

Figura 4.7 - Andlise histopatoldgica da cauda aeuwramlongos BALB/c, infectados com
10" formas amastigotas de.. amazonensise tratados com (@bisabolol
1.000mg/Kg/dia, apds seis horas de tratamento -pdGRL.000. A: Coloracdo pela
técnica de HE - lesdo ulcerada com exsudato e grgon@dntidade de macréfagos
vacuolizados, densamente parasitados )setainfiltrado inflamatério na derme e
epiderme; B e C: Coloracdo pela técnica de GiemsalLehnert; B: infiltrado
inflamatorio (setas largas) e grande quantidadpadiasitos na derme (seta); C: intenso
parasitismo (setas) e infiltrado inflamatorio (se&gas); D: Coloracdo pela técnica de
Picrosirius red - marcacao das fibras de colagemioe eas células do processo
inflamatdrio e parasitos na derme, com destruigéepiderme devido a leséo ulcerada.
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Grupo B500 — Seis horas ap0s o tratamento.

- ]

:._"‘ ‘, ‘ > .“ 8

Figura 4.8 - Analise histopatoldgica da cauda aeuradlongos BALB/c, infectados com
10" formas amastigotas de amazonensig tratados com (@bisabolol 500mg/Kg/dia,
apos seis horas de tratamento — Grupo B500. A:r@gfo pela técnica de HE - intenso
parasitismo (setas) e infiltrado inflamatério (sef@gas) na derme e epiderme; B e C:
Coloracao pela técnica de Giemsa; B: infiltraddaimfatério (setas largas) e grande
guantidade de parasito (setas) com destruicadodesfna parte superficial da derme e
desagregacao das fibras da matriz extracelulatgdpseta); C: grande quantidade de
parasitos (setas) com presenca de neutrofilosieddibes em torno (setas largas); D: A
coloragdo pela técnica de Picrosirius red evidenfitwmas de colageno entre as células

do processo inflamatorio e parasito na derme, detrammdo a destruicdo destas fibras
(ponta de seta).
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Figura 4.9 - Analise histopatologica da cauda daeuradlongos BALB/c, infectados com
10* formas amastigotas de amazonensig tratados com (@)bisabolol 250mg/Kg/dia,
apos seis horas de tratamento — Grupo B250. A:r@g#o pela técnica de HE observa-
se intenso parasitismo no tecido (setas) e irdittiaflamatorio na derme (setas largas)
com leséo ulcerada; B e C: Coloracao pela técric&igmsa de Lennert; B: mostra
intenso infiltrado inflamatério (setas largas) argte quantidade de parasito (setas) com
presenca de exsudato inflamatério na epiderme;r@ndg quantidade de parasitos
(setas) e presenca de infiltrado inflamatorio, tiarido, principalmente, por neutréfilos
(setas largas); D: Coloracdo pelo Picrosirius remstra a marcagédo das fibras de
colageno destruidas (ponta de seta) pelo intema@gso inflamatoério e pelos parasitos.
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Grupo Base — Seis horas ap6s o tratamento.

Figura 4.10 - Analise histopatoldgica da cauda a@®mundongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas de amazonensig tratados com base (somente creme
Lanette), ap0Os seis horas de tratamento — Grupe. Baoloracdo pela técnica de HE
- grande quantidade de parasitos no tecido (setdijteado inflamatorio na derme (seta
larga) além da, desagregacédo da epiderme (porsetale B e C: Coloracdo pela técnica
de Giemsa de Lennert; B: infiltrado inflamatério aerme com presenca de parasito e
desagregacao da epiderme (ponta de seta); C: goaaaitidade de parasitos (setas) e
células inflamatérias (setas largas); D: Coloragé@éta técnica do Picrosirius red,
marcacao das fibras de coldgeno entre as célulggodesso inflamatdrio e parasitos
(setas) com presenca de exsudato inflamatério mi@ aperficial da lesdo (setas
largas).
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Grupo Glu — Seis horas ap6és o tratamento.

Figura 4.11 - Analise histopatoldgica da cauda a@mundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensig tratados com Glucantifieapés seis
horas de tratamento — Grupo Glu. A: Coloracao fgelaica de HE - intenso parasitismo
(seta) no tecido e infiltrado inflamatdério (setegk®) na derme e epiderme com ulceragéo
da lesdo; B e C: Coloracdo pela técnica de Gierashednert; B: intenso infiltrado
inflamatdrio na derme (seta larga); C: intenso gitisano (setas) e células inflamatérias
ao redor (setas largas), constituido, principaleepor neutréfilos e eosindfilos; D:
Coloracao pelo Picrosirius red evidencia as fibldascolageno entre as células do
processo inflamatério e parasito, sendo possivekembr lesdo com presenca de
exsudato inflamatério na epiderme e na derme daj@ifasterisco).
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Grupo CTRL/INF

Figura 4.12 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas de. amazonensjsno primeiro ponto de necropsia —
Grupo CTRL/INF. A: Coloragdo pela técnica de HEhtenso parasitismo e vacuolo
parasitario (seta) com presenca de células inflamagt na derme (seta larga); B e C:
Coloracdo pelo método de Giemsa de Lennert; Bngatanfiltrado inflamatoério na
derme (seta larga) e parasito; C: intenso infitiraohflamatério, constituido,
principalmente, por neutrofilos (setas largas) eresenca de parasitos (setas); D:
Coloracao pelo Picrosirius red mostra as fibrasal@geno entre as células do processo
inflamatdrio e parasito, sem muita alteracdo desnmas (seta larga).
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Figura 4.13 - Analise histopatolégica da cauda denundongos BALB/c, nédo
infectados mas tratados com affisabolol 1.000mg/Kg/dia, apdés seis horas de
tratamento — Grupo NI/B1.000. A: Coloracdo pelanige de HE, tecido com
caracteristicas normais sem alteracfes; B: Colorpek técnica de Giemsa de Lennert
observa-se tecido sem alteracdes; C: Coloracédo fgelaica de Picrosirius red,

marcacao das fibras de coldgeno demonstrando Bspessas de aspecto normal.
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Grupo NI/NT

=i oo dpguneniscios]

Figura 4.14 - Analise histopatolégica da cauda denundongos BALB/c, nédo
infectados e nao tratados, no primeiro ponto deops@a — Grupo NI/NT. A: Coloragao
pela técnica de HE, tecido com caracteristicas aigrraem alteragcdes na derme e
epiderme; B: Coloragdo de Giemsa — observa-seotesgcth alteragdes; C: Coloracao
pela técnica do Picrosirius red, marcag¢do dasdildeacoldgeno demonstrando fibras

compactadas de aspecto normal.
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4.7.2.24 horas apos o tratamento

A andlise histopatoldgica, dos trés animais de cgd#o, demonstrou
semelhanca entre os grupos infectados e tratadosekagéo ao grupo CTRL/INF,
somente infectado. Assim como nao houve diferemsarasultados entre as analises
realizadas em diferentes horas de tratamentogs®ishoras apés. Além disto, o grupo
NI/B1.000, nédo infectado e tratado como{bisabolol 1000mg/Kg/dia, e o grupo
NI/NT, ndo infectado e nao tratado, se mantiveram senhuma alteracao (resultados
nao mostrados).

O grupo B1.000, animais tratados cona{B)sabolol 1000mg/Kg/dia, manteve o
intenso parasitismo e infiltrado inflamatério (Fgl5B), e foi possivel evidenciar a
presenca de vasos sanguineos com intenso infilinfldeaatério em torno dos mesmos
(Fig. 4. 15D), além da consequente desorganizagdarqlitetura tecidual na derme,
provalvelmente, devido ao intenso infiltrado infdrio (Fig 4.15A e B). O grupo
B500, tratados com @)bisabolol 500mg/Kg/dia, mostrou similaridade histtml6gica
com o grupo B1.000, demonstrando intenso paragitisom muito infiltrado
inflamatorio (Fig. 4.16A, B e C) e desagregacaofdaas da matriz extracelular (Fig.
4.16B e D).

A andlise do grupo B250 também ndo mostrou difereRQi observado intenso
parasitismo, muito infiltrado inflamatério na derraeepiderme (Fig. 4.17A, B e C) e
desagregacao das fibras da matriz extracelular FiyA, B e D ). O grupo Base
também nao foi diferente dos grupos citados acttemonstrando intenso parasitismo
(Fig. 4.18A, B, C e D), muito infiltrado inflamaior(Fig.4.18B) com desagregacao das
fibras da matriz extracelular (Fig. 4.18A).

Os mesmos resultados foram encontrados nos grupas GTRL/INF, os quais
monstraram intenso parasitismo, muito infiltradflamatério (Fig. 4.19A, B e C e
4.20A, B e C), com desagregacao das fibras dazveattiacelular (Fig. 4.19 A, 4.20A e
D). Os grupos NI/B1.000 e NI/NT mantiveram tambémesmo padrédo das andlises
realizadas apos seis horas de tratamento, demutstiGaracteristicas normais sem

qualquer alteracdo na derme e epiderme (dados osivados).
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Grupo B1.000 — 24 horas ap0s o tratamento.

Figura 4.15 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
1.000mg/Kg/dia, apdés 24 horas de tratamento — GBpO00. A: Coloracdo pela
técnica de HE - intenso parasitismo (setas),iktratfo inflamatério (setas largas), com
consequente desorganizacdo da arquitetura tecidaalderme, além de células
inflamatdrias na epiderme (setas largas); B e Qor@gao pela técnica de Giemsa; B:
infiltrado inflamatério (setas largas) e granderjigade de parasito na derme (setas);
C: intenso infiltrado inflamatério (setas largagirande quantidade de parasitos (setas);
D: A coloracéo por Picrosirius red evidenciou aspreea de vasos sanguineos (ponta de
seta), sendo possivel observar intenso infiltraflarnatério em torno dos mesmos (seta
larga), além de permitir a marcagéo das fibrasotiegeno entre as células do processo
inflamat6rio e parasitos na derme.
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Grupo B500 — 24 horas ap0s o tratamento.

Figura 4.16 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
500mg/Kg/dia, apos 24 horas de tratamento — GrUg@0BA: Coloracdo pela técnica
de HE - intenso parasitismo (setas), muito infilranflamatério (setas largas) na derme
e epiderme e desagregacdo das fibras da matriacekitar (ponta de seta); B e C:
Coloracao pela técnica de Giemsa de Lennert -rmostfiltrado inflamatério (setas
largas) e grande quantidade de parasitos (setasjlestruicio de fibras de colageno na
epiderme e desagregacao das fibras da matriz ektlac(ponta de seta); C: intenso
parasitismo (setas) e grande quantidade de iwnfdtranflamatoério (setas largas),
constituido, principalmente, por neutréfilos natpamais profunda da lesdo; D:
Coloracdo pela técnica do Picrosirius red obseevass fibras de colageno entre as
células do processo inflamatorio (setas largasgjrasito (setas), com desagregacao das
fibras da matriz extracelular (ponta de seta).
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Grupo B250 — 24 horas ap0s o tratamento.

Figura 4.17 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
250mg/Kg/dia, ap6s 24 horas de tratamento — Gruge0BA: Coloracdo pelo HE —
observa-se a presenca de vasos sanguineos (semsad)r intenso infiltrado
inflamatorio préximos aos mesmos (seta larga) ensu parasitismo no tecido (setas),
com desagregacao das fibras da matriz extracdjutgrta de seta); B e C: Coloracao
pelo Giemsa de Lennert; B: presenca de vasos s@uylie intenso infiltrado
inflamatorio (setas largas) além de grande quasheidde parasitos (setas); C: mostra
intenso parasitismo (setas) e infiltrado inflam@atoD: A coloracdo pela técnica do
Picrosirius red demonstrou as fibras de coldgenodesagregacdo (ponta de seta);
devido ao grande processo inflamatério (setas $qaa presenca de parasitos (setas).
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Grupo Base — 24 horas apés o tratamento.

Figura 4.18 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensi® tratados somente com base (creme
Lanette), apds 24 horas de tratamento — Grupo Bageoloracdo de HE — observa-se
grande quantidade de parasito no tecido (setadjiteado inflamatério na derme (setas
largas), além da desagregacao das fibras da neatracelular (ponta de seta); B e C:
Coloracéo pelo Giemsa de Lennert; B: observa-siraafo inflamatorio (setas largas)
na derme e grande quantidade de parasitos (s€taspstra, na parte mais profunda da
lesdo, intenso parasitismo (setas) e infiltradaméatorio; D: A coloracéo pela técnica
do Picrosirius red marca as fibras de colagen@ ersticélulas do processo inflamatério.
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Grupo Glu — 24 horas apos o tratamento.

Figura 4.19 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensig tratados com Glucantifieapés 24
horas de tratamento — Grupo Glu. A: Coloracdo de-Hibta-se intenso infiltrado
inflamatorio (seta larga) com desagregacédo daadila matriz extracelular (ponta de
seta) e parasitos (setas); B e C: Coloragdo de <aieB1 intenso infiltrado inflamatorio
na derme (setas largas) e grande quantidade deitparésetas); C. grande quantidade
de parasitos (setas) e infiltrado inflamat6rio ¢ibmislo, principalmente, por neutrofilos
(setas largas); D: A coloracdo pela técnica dooBidus red revelou as fibras de
colageno espessas na epiderme.
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Grupo CTRL/INF

Figura 4.20 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas de amazonensjo segundo ponto de necropsia — Grupo
CTRL/INF. A: Coloracao pelo HE - observamos a pneaede vasos sanguineos (setas
brancas) com grande infiltrado inflamatério (sdtaigas) e com desagregacédo de fibras
de colageno (ponta da seta); B e C: Coloracao féelica de Giemsa; B: intenso
infiltrado inflamatoério na derme (seta larga) egs#os (seta); C: presenca de grande
guantidade de parasitos (setas) e infiltrado inditgmo (setas largas); D: A coloragéo
pela técnica do Picrosirius red evidenciou as §ilita colageno com desagregacéo das
mesmas (ponta da seta).
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4.7.3. 7° dia de tratamento

A avaliacdo histopatolégica dos trés animais deacgipo, apdés 7 dias de
tratamento, diferentemente das analises anterievedenciou diversas alteracdes entre
0S grupos analisados.

A andlise dos animais do grupo B1.000 mostrou, atfandiminuicdo do
tamanho da leséo, evidenciada de forma macroscie®sdes que apresentavam na
parte superficial da derme muitos vasos sanguic@osa presenca de grande infiltrado
inflamatdrio e poucos parasitos nesta area da [#3§04.21A). Na parte mais profunda
da lesédo foi possivel observar muito infiltradolanfatorio (Fig. 4.21C) e grande
quantidade de parasitos (Fig. 4.21B). A coloragdlo Picrosirius red demonstrou na
parte mais profunda das lesbes, a presenca iniafiscado inflamatorio, além de
permitir a marcacdo de grande quantidade de fitleasolageno entre as células do
processo inflamatério e dos vacuolos parasitofoeoderme (Fig. 4.21D).

Ao analisarmos os animais do grupo B500 ndo obsersadiminuicdo das
lesGes de forma significativa. A andlise histopajada destes animais mostrou grande
guantidade de parasitos na derme proximos a epijeassociado a intenso infiltrado
inflamatorio com presenca de exsudato inflamatdaicuperficie da lesédo (Fig 4.22A e
B). Na parte mais profunda da lesdo observamosajngnte intenso parasitismo (Fig
4.22C), além da marcacao de finas fibras de cotadestruidas devido a presenca do
intenso parasitismo e ao processo inflamatorialtados observados com a técnica do
Picrosirius red (Fig. 4.22D).

O resultado da analise do grupo B250 mostrou us@leom ainda mais dano,
quando comparada com as lesdes dos grupos Bl.BED@ Observamos intenso
infiltrado inflamatério com a presenca de poucosgitos na parte superior da derme,
além da presenca de desagregacdo das fibras da mdtacelular (Fig. 4.23A). A
avaliacao da parte mais profunda da lesdo mosttenso infiltrado inflamatério, com
muita quantidade de parasitos (Fig. 4.23C) e pgasda exsudato inflamatorio em area
necrotica (Fig. 4.23B). Foi possivel observar aifidas fibras de colageno destruidas,
provavelmente, devido ao intenso parasitismo, aogsso inflamatorio e a formacao de
area necrotica (Fig. 4.23D).

Os camundongos do grupo Base apresentaram lesdesgrages do que 0s
animais que foram tratados comafbisabolol, nas diferentes concentragbes. Foi

possivel observar grande quantidade de infiltraddlamatério constituido,
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principalmente, por neutrofilos, com desagregagfibras da matriz extracelular na
parte superior da lesédo (Fig. 4.24A). Ao examina@agarte mais profunda da derme,
observamos exsudato inflamatério em area de necrom@ muitos neutréfilos
(Fig.4.24B e C ). Ainda foi possivel observar afiada coloracéo pelo Picrosirius red
finas fibras de colageno destruidas entre as sétldgprocesso inflamatorio e parasito,
além de evidenciagdo da area de necrose (Fig.4.24D)

A analise histopatoldgica do grupo Glu mostrouriateinfiltrado inflamatério
com desagregacao das fibras da matriz extracedulparasito na parte superior da
derme (Fig. 4.25A). A regido mais profunda da les@strou intenso parasitismo (Fig.
4.25B e C), com a presenca de finas fibras de entadestruidas, localizadas entre os
parasitos e os infiltrados inflamatdrios (Fig. D25Entretanto, os animais tratados com
0 Glucantim& apresentaram menos danos que os animais do gr2H0 & os dos
grupos Base e CTRL/INF, apés 7 dias de tratamento.

Ao analisarmos o grupo CTRL/INF ndo vimos diferehiiopatolégica entre os
animais deste grupo e os do grupo Base, mostramelogidois grupos possuiam lesées
graves. Observou-se a presenca de muitos parasgmxiados a grande infiltrado
inflamatorio, 0 que causou uma desorganizacao auatetura do tecido (Fig. 4.26A).
Além disso, foi possivel evidenciar, na parte mpefunda da lesdo, intenso
parasitismo com células inflamatorias (Fig. 4.26BCg e fibras de colageno
completamente destruidas, entre os inUmeros pasasigrande area de necrose (Fig.
4.26D).

Os animais do grupo NI/B1.000 e NI/NT, novamente néstraram nenhuma
alteracdo na derme e epiderme, apresentando c#&@acés normais (dados néo

mostrados).
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Grupo B1.000 — 7 dias ap0s o tratamento.

b AR R Pl . Lo g
Figura 4.21 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
1.000mg/Kg/dia, ap6s 7 dias de tratamento — GrupO6@®. A: Coloracdo pela técnica
de HE mostrando a presenca de muitos vasos sangufseta branca) com grande
infiltrado inflamatério (seta larga), e a presemigapoucos parasitos (setas) na parte
superior da derme; B e C: Coloracao pelo Giemdaedeert; B: infiltrado inflamatério
(setas largas) e grande quantidade de parasit,(segido mais profunda da leséo; C:
intenso infiltrado inflamatorio constituido basicamte por neutréfilos (setas largas); D:
Coloracao por Picrosirius red evidencia a preseafecantenso infiltrado inflamatorio
(setas largas), além de, permitir a marcacdo thaasfide colageno entre as células do
processo inflamatério e dos vacuolos parasita@odaime.
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Grupo B500 - 7 dias ap06s o tratamento.
L > \ f p
VBT TS DI AIENEK | |

com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
500mg/Kg/dia, apos 7 dias de tratamento — GrupdBBO Coloracao pela técnica de
HE demonstrou intenso parasitismo (setas) proximepiderme, intenso infiltrado
inflamatodrio (setas largas) com presenca de exsuidddiamatorio na superficie da
lesdo; B e C: Coloracdo pelo método de Giemsa dmdre B: grande numero de
parasitos (setas) proximo da epiderme e intendtralo inflamatorio (seta larga) com
a presenca de exsudato inflamatério na superfigideddo; C: intenso parasitismo
(setas) e infiltrado inflamatério (setas largas); A coloracdo pelo Picrosirius red
evidenciou a destruicdo das fibras de colagenaddea intenso parasitismo (setas) e
ao processo inflamatorio (setas largas).
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Grupo 8250 7 dias ap6s o tratamento.

Figura 4.23 - Anallse histopatolégica da cauda aimmdongos BALB/c infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
250mg/Kg/dia, apds 7 dias de tratamento — GrupdBA5 Coloracdo de HE observa-
se intenso infiltrado inflamatério (setas largasnca presenca de poucos parasitos
(setas) nesta regido, além de desagregacao das flarmatriz extracelular (ponta de
seta); B e C: Coloragdo pela técnica de Giemsa elendrt; B: presenca intenso
infiltrado inflamatério (setas largas), grande didade de parasitos (setas) e presenca
de exsudato inflamatorio na &rea necrética (ast@riparte mais profunda da leséo; C:
presenca de grande quantidade de parasitos (salashfiltrado inflamatério, contendo
neutrofilos e eosinofilos (setas largas); D: A caf@o pela técnica do Picrosirius red
mostrou finas fibras de colageno destruidas, dea@antenso parasitismo (setas), ao
processo inflamatério (setas largas) e a formaedreh necrotica (asterisco).
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Figura 4.24 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensi® tratados somente com base (creme
Lanette), apos 7 dias de tratamento — Grupo Bas€olracao pelo HE mostra grande
guantidade de infiltrado inflamatério (setas lajgaslesagregacao das fibras da matriz
extracelular (ponta de seta); B e C: Coloracdo pitaica de Giemsa; B: na parte
profunda da derme, foi possivel observar grande &e necrose com pidcitos
(asterisco), além da presenca de parasito ao (sét@s) e células inflamatorias (setas
largas); C: intenso infiltrado inflamatério constdo, principalmente, por neutroéfilos
(setas largas), além da presenca de parasitos)(sbtaA coloracdo pela técnica do
Picrosirius red evidenciou finas fibras de colagetestruidas entre as células do
processo inflamatoério (setas largas) e parasitegl além de evidenciar a area de
necrose (asterisco).
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Grupo Glu — 7 dias apés o tratamento.

Braagtiehy 4

Figura 4.25 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensis tratados com Glucantifieapés 7 dias
de tratamento — Grupo Glu. A: Coloragdo pelo HE tmaosntenso infiltrado
inflamatorio (setas largas) com desagregacao dessfda matriz extracelular (ponta de
seta) e parasitos (setas); B e C: Coloragcdo pomsaig B: presenca de intenso
parasitismo (setas) com células inflamatérias g&éocemais superficial da lesédo; C: na
parte mais profunda da leséo, intenso parasitisetag) com a presenca de infiltrado
inflamatdrio (setas largas); D: A coloracao petanitéa do Picrosirius red mostrou finas
fibras de colageno localizadas entre os paras#tei®g) e os infiltrados inflamatorios
(setas largas).
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Grupo CTRL/INF

Figura 4.26 - Anallse hlstopatologlca da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensjso terceiro ponto de necropsia — Grupo
CTRL/INF. A: Coloracdo HE, observamos intenso p#smso (setas) com grande
infiltrado inflamat6rio (setas largas) o que causoudesorganiza¢ao na arquitetura do
tecido; B e C: A coloracao pela técnica de Gienvdeaciou, na parte mais profunda
da lesdo, intenso parasitismo (setas) célulasniafidrias (setas largas) contendo
basicamente neutrofilos e alguns eosinofilos; [okoracdo pela técnica do Picrosirius
red evidenciou fibras de colageno entre os inUmperasitos (setas) e os infiltrados
inflamatorios, além de evidenciar area necrotisée(aco).
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4.7.4.14° dia de tratamento

Apéds 14 dias de tratamento as diferencas entreup®g se tornaram ainda mais
evidentes. Durante o tratamento, os animais dgsogrtratados com @bisabolol, nas
trés diferentes concentracdes, apresentaram melma@roscopica da lesdo. Foi
possivel observar a diminuicdo do tamanho das desd&m do desaparecimento total
da infeccdo secundaria na parte superficial daoledgstes resultados foram,
principalmente, notados nos animais do grupo B1.68@e todos demonstraram uma
melhora homogénea. Contudo, apesar dos animais giogso B500 e B250
demonstrarem uma melhora das lesdes com a dimoudgd inchaco local e o
desaparecimento da infec¢do secundaria na parezfisigd da lesdo, visdo macro da
leséo, esta melhora ndo se apresentou de formagéoeam.

Contudo, os animais dos grupos Base, Glu e CTRLANMIStraram uma piora
progressiva das lesdes, demonstrando aumento dwaddeal e aumento da formacao
de exsudato inflamatério, na parte ulcerada dad8etesJa os animais do grupo
NI/B1.000, que né&o foram infectados, mas foramatla$, ndo apresentaram nenhuma
reacao inflamatdria como: edema, rubor ou aumemtotednperatura no local de
tratamento, mostrando que ndo houve alteracdo BwEiTa que pudesse estar
relacionada ao tratamento topico. Além disso, osnais do grupo NI/NT, nado
infectados e nédo tratados, também se mantiveranmeehuma alteracéo.

Ao analisarmos a histopatologia dos animais do@&f 000 verificamos que a
maioria dos animais analisados apresentavam fineas compactadas, sem alteracbes
da epiderme e da parte superior da derme, sugetinto possivel reparacdo e/ou
cicatrizagdo (Fig. 4.27A e C). Entretanto, na demaés profunda foi possivel observar
diversos focos de macrofagos vacuolizados contpadusitos e infiltrado inflamatorio,
contendo, principalmente, neutrdfilos e eosindfilgsg. 4.27B e D). Através da
coloracéo pelo Picrosirius red observou-se largasd de colageno mostrando uma
tentativa de reparacédo da lesdo (Fig. 4.28A). Gmtuimos que havia ainda, na derme
mais profunda, além das fibras de colageno, céloftsmatdérias e focos de parasitos
(Fig. 28B).

Ao analisarmos os animais do grupo B500 observaihessas diferencas, ao
comparar este grupo com o grupo B1.000. Observayesele infiltrado inflamatorio e
intenso parasitismo, que causaram uma desorgaonizestiutural da derme, muito

84



proximo da epiderme (Fig. 4.29A e C). Ao analisasragarte mais profunda da leséo,
observamos, novamente, intenso parasitismo conemgasde infiltrado inflamatorio
(Fig. 4.29B e D). Além disso, verificamos a formagde fibrose em volta de area
necrotica com a presenca de infiltrado inflamatérotorno desta area (Fig. 4.30B).

A analise dos animais do grupo B250, mostrou damuda maiores do que 0s
observados nos animais do grupo B500. Observamessin infiltrado inflamatdrio,
principalmente na derme, com desagregacao da neatracelular e desorganizagao do
tecido (Fig. 4.31A e C). A analise da lesdo magfyprda também demonstrou intenso
infiltrado inflamatorio com presenca de muitos paos em torno de uma grande area
necrética (Fig. 4.31B). A coloracdo pelo Giemsal@ésnert demonstrou infiltrado
inflamatdrio na derme e epiderme, fibras pouco @mtgulas, apresentando vacuolos e
demonstrando desagregacdo do tecido. Aléem disssenamos intenso infiltrado
inflamataorio, inimeros macréfagos vacuolizados,sderente parasitados (Fig. 4.31D).
A coloracéo pelo Picrosirius red mostrou a desag@g da matriz extracelular, com
presenca de infiltrado inflamatdério e focos de pigmana derme (Fig. 4.32A). A analise
da parte mais profunda da lesdo mostrou fibras alégeno destruidas devido a
presenca de area necrotica com intenso infiltradagitario ao redor (Fig. 4.32B).

Os animais do grupo Base mostraram aumento progrestas lesoes,
apresentando ainda aumento da infeccdo secund@#waavelmente causada por
bactérias, na parte ulcerada das lesdes. A arfdksgpatologica dos animais deste
grupo mostrou intenso infiltrado inflamatorio, calsagregacédo da matriz extracelular
e desorganizacdo do tecido (Fig. 4.33A e C), sgudgivel observar ainda a presenca
de exsudato inflamatério na borda da lesdo (FiB3@). A andlise da lesdo na parte
mais profunda mostrou, igualmente intenso parasitigFig. 4.33B) e infiltrado
inflamatorio com inimeros macroéfagos vacuolizaddspsamente parasitados e a
presenca de células polimorfonucleares (Fig. 4.33D)analise dos tecidos pela
coloracéo pelo Picrosirius red foi possivel obseraéém da desagregacdo da matriz
extracelular (Fig. 4.34A), a destruicdo da arqurtetdo tecido, com rompimento de
fibras musculares, provavelmente devido ao int@asasitismo (Fig. 4.34B).

A andlise histopatologica dos animais do grupo @hstrou pouca diferenca
quando comparado aos animais do grupo Base. Fsiviebobservar a presenca de
exsudato inflamatorio na borda da lesdo, desorgefiiz do tecido, devido ao intenso
infiltrado inflamatorio e ao intenso parasitismag(F.35A e C). Ao analisarmos a parte
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mais profunda da lesdo observou-se intenso pa&rasiticom inUmeros macrofagos
vacuolizados, com muitos parasitos (Fig. 4.35B e M)coloracdo pela técnica do
Picrosirius red demonstrou fibras de colageno malpactadas proximas da epiderme,
demonstrando desorganizacao tecidual, com preskenigaimeros parasitos e infiltrado
inflamatorio, sendo possivel observar a presengaxdedato inflamatério na borda da
leséo (Fig.4.36A). A andlise mais profunda da legdmstrou a destruicdo da estrutura
do tecido provavelmente devido ao intenso parasitie infiltrado inflamatério (Fig.
4.36B).

As andlises histopatologicas do grupo CTRL/INF mavatn lesdes semelhantes
as dos grupos Base e Glu, entretanto, com lesdes Sigaificativas que evoluiram
durante o experimento. Notou-se intenso parasitisono grande infiltrado inflamatorio
0 que ocasionou a desorganizacao na arquitetuiecitn, com desagregacao da matriz
extracelular (Fig. 4.37A e 4.38A). Além disso, atvaenos na derme a presenca de
exsudato inflamatério com inimeros neutrofilos mere a presenca de hemorragia
local (Fig. 4.37B). A coloragédo pelo Picrosiriusl mnostrou fibras de coldgeno mal
compactadas e destruidas proximas da epidermenev@chdo desorganizacao tecidual,
com presenca de inimeros parasitos e infiltradanrdtorio, sendo possivel observar
ainda uma extensa area de exsudato (Fig. 4.38&a &soracdo possibilitou, também,
a observacao de varios pontos necréticos com @myasde intenso parasitismo, na
parte mais profunda da leséao (Fig. 4.38B).

As analises histopatologicas demonstraram a prasEnmastocitos em todos 0s
animais analisados, entretanto, a presenca ddsta n&o se mostrou alterada e nem foi

muito frequente.

86



Grupo B1.000 — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.27 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
1.000mg/Kg/dia, no 14° dia de tratamento — Grupd0B1 A e B: Coloracdo pela
técnica de HE, A: Observa-se epiderme sem alteragastrando arquitetura normal,
entretanto, na derme mais profunda verificamos esqmga de intenso infiltrado
inflamatodrio (setas largas); B: Na parte mais prdéu da lesédo, foram verificados
macrofagos vacuolizados contendo parasitos (setasfiltrado inflamatério (setas
largas), contendo, basicamente, neutréfilos e ébikig; C e D: Coloracéo pela técnica
de Giemsa, C: Observamos a epiderme sem alteragdente, mostrando arquitetura
normal, j& na derme foi possivel observar intenéitirado inflamatorio (setas largas),
com desorganizacdo da matriz extracelular (pontset®; D: Ao analisar a parte mais
profunda da lesdo observamos diversos focos desifmargsetas) e infiltrado

inflamatorio (setas largas), contendo, principaltaeneutrofilos e eosindfilos.
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Grupo B1.000 — 14 dias ap06s o tratamento.

Figura 4.28 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
1.000mg/Kg/dia, no 14° dia de tratamento — GrupdOB1 A e B: Coloracdo pela
técnica do Picrosirius red; A: Observacao de lafifpras de colageno sem alteracdo da
epiderme e na derme (ponta de seta); B: Obsendadarte mais profunda da leséo,
mostrando as fibras de colageno entre as célulasadesso inflamatério (setas largas)

e 0s parasitos (setas) presentes na derme.
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Grupo B500 — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.29 - Andlise histopatoldgica da cauda almwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
500mg/Kg/dia, no 14° dia de tratamento — Grupo B20@ B: Coloracéo pela técnica
de HE, A: Presenca de infiltrado inflamatorio (setargas) e intenso parasitismo
(setas), causando uma desorganizacao estrutudairaee, muito préximo da epiderme;
B: lesdo mais profunda demonstrando, novamentensot parasitismo (setas) com
presenca de infiltrado inflamatdrio (setas largasjtendo, principalmente, neutréfilos;
C e D: coloracao pela técnica de Giemsa, C: presdecparasitos (setas) causando
desoganizacdo estrutural da derme; D: parte mafma da lesdo demonstrado
intenso parasitismo (setas).
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Grupo B500 — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.30 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
500mg/Kg/dia, no 14° dia de tratamento — Grupo B20€ B: Coloragéo pela técnica
do Picrosirius red; A: Observacdo de largas filmtascolageno sem alteracdo muito
proximo da epiderme, entretanto, na derme presdacparasitos (setas) e infiltrado
inflamatorio (setas largas); B: Observacéo da padis profunda da lesédo, mostrando a
formacao de grande area necrotica (asterisco)acprasenca de inflamatorio em torno.
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Grupo B250 — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.31 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
250mg/Kg/dia, no 14° dia de tratamento — Grupo B26@ B: Coloragéo pela técnica
de HE, A: Presenca de intenso infiltrado inflamiat@setas), principalmente na derme,
com desagregacdo da matriz extracelular (pontatd¢ e desoganizacéo do tecido; B:
lesdo mais profunda demonstrando intenso infiltrediamatorio (setas largas) com
presenca de muitos parasitos (setas) em tornoasi@@rarea necrética (asterisco); C e
D: coloragéo pela técnica do Giemsa de Lennerpr€senca de infiltrado inflamatorio
na derme e epiderme (seta larga), fibras pouco aotagas apresentando vacuolos,
demonstrando desorganizacéo do tecido; D: parte prafunda da lesdo demonstrado
intenso infiltrado inflamatoério, inUmeros macro6fagovacuolizados, densamente

parasitados, além da presenca de muitos eosinéfitesitrofilos (setas largas).
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Grupo B250 — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.32 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
250mg/Kg/dia, no 14° dia de tratamento — Grupo B26@ B: Coloracdo pela técnica
do Picrosirius red; A: Observagcao de desagregaedmatriz extracelular (ponta de
seta), presenca de infiltrado inflamatdrio (setagds) e observacdo de parasitos na
derme mais profunda (setas); B: A analise maisupiad da lesdo, mostrou a formacao

de area necrotica (asterisco) com a presenca de parasitos em torno (setas).
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Grupo Base — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.33 - Andlise histopatoldogica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados

com 10 formas amastigotas de amazonensig tratados com base, creme Lanette, no
14° dia de tratamento — Grupo Base. A e B: Colarggia técnica de HE, A: presenca
de intenso infiltrado inflamatério (setas largagyincipalmente na derme, com
desagregacdo da matriz extracelular (ponta de sed@sorganizacdo do tecido; B: A
analise da lesdo mais profunda demonstrou intemsasiismo (setas) e infiltrado
inflamatério (setas largas); C e D: Coloracao pétaica de Giemsa de Lennert, C:
presenca de infiltrado inflamatorio na derme e emptk (setas largas) com lesdo
ulcerada (asterisco), fibras pouco compactadasampi@ndo vacuolos (ponta de seta),
demonstrando desagregacao do tecido; D: A anédiseade mais profunda da lesédo
demonstrou infiltrado inflamatério (setas largash@mneros macréfagos vacuolizados

densamente parasitados (setas), além da preserogaidéfilos, em maior aumento.
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Grupo Base — 14 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.34 - Andlise histopatoldgica da cauda almwndongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensig tratados com base, creme Lanette, no
14° dia de tratamento — Grupo Base. A e B: Colargga técnica do Picrosirius red;
A: Foi possivel observar a desagregacdo da mattiacelular (ponta de seta), a
presenca de infiltrado inflamatorio (setas largaftenso parasitismo (setas), além da
observacéo de exsudato inflamatério na borda dm léssterisco); B: A analise mais
profunda da lesdo mostrou a destruicdo da estruknirgecido, com rompimento de
fibras musculares e de fibras de colageno (pontet# devido ao intenso parasitismo
(setas).
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Grupo Glu — 14 dias apés o tratamento.

Figura 4.35 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
subcutaneamente com “1@ormas amastigotas de. amazonensise tratados com
Glucantimé&, apds 14 dias de tratamento — Grupo Glu. A e Bor@o&o pela técnica de
HE, A: presenca de exsudato inflamatério na boedkesido (asterisco), desorganizacéo
do tecido devido ao intenso infiltrado inflamatos®ta larga) e ao intenso parasitismo
(seta); B: A analise da parte mais profunda deoleséstrou intenso parasitismo (setas)
e infiltrado inflamatério (setas largas); C e D:l@acao pela técnica de Giemsa de
Lennert, C: observa-se novamente a presenca desperasitismo (setas) e exsudato
inflamat6ério em lesdo ulcerada (asterisco), cormdertdmbém muitas células
inflamatdrias (setas largas); D: mostra infiltradflamatorio (seta larga), inUmeros

macréfagos vacuolizados, com muitos parasitos)(s&garte mais profunda da leséo.
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Grupo Glu — 14 dias apés o tratamento.

Figura 4.36 - Andlise histopatoldogica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas de amazonensig tratados com Glucantifieapés 14
dias de tratamento — Grupo Glu. A e B: Coloracda pécnica do Picrosirius red; A:
observa-se fibras de colageno mal compactadasnpadxda epiderme, demonstrando
desorganizacdo tecidual, com presenca de inUmesossifps (setas) e infiltrado
inflamatoéro (setas largas), podendo observar aimxdadato inflamatério na borda da
leséo (asterisco); B: A analise mais profunda dademostrou a destruicdo da estrutura

do tecido devido ao intenso parasitismo (setasfileado inflamatorio (setas largas).

96



Grupo CTRL/INF

Figura 4.37 - Andlise histopatoldogica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensjsno quinto ponto de necropsia — Grupo
6. A e B: Coloracéo pela técnica de HE, A: obsesantenso parasitismo (setas) com
grande infiltrado inflamatério (setas largas) o cumasionou a desorganizacdo na
arquitetura do tecido, com desagregacao da matiiacelular (ponta de seta), além da
presenca de exsudato inflamatério (asterisco); Bbgervacdo da parte mais profunda
da lesdo mostrou intenso parasitismo (setas), saténfiltrado inflamatério (setas
largas) ao redor do exsudato inflamatério (aste)jsapresentando inUmeros neutrofilos
mortos, além da presenca de hemorragia local igstdsranco); C e D: Coloracédo pela
técnica de Giemsa de Lennert, C: presenca de mtpagasitismo (setas), células
inflamatérias (setas largas) e desagregacao damatracelular (ponta de seta); D: A
analise da parte mais profunda da lesdo demonstfdtrado inflamatorio (setas
largas), inumeros macréfagos vacuolizados, commsatgparasitismo (setas), além da
presenca de muitos neutrofilos.
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Grupo CTRL/INF

Figura 4.38 - Andlise histopatoldogica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 1¢ formas amastigotas de amazonensjsno quinto ponto de necropsia — Grupo
CTRL/INF. A e B: Coloracao pela técnica do Picrosired; A: Foi possivel observar
grande quantidade de infiltrado inflamatorio (setasgas), desorganizacdo na
arquitetura do tecido, com presenca de desagregigaoatriz extracelular (ponta de
seta). Além disso, observamos, na derme a presaggrande area necrdtica com
piocitos (asterisco); B: A analise da parte maafuyprda da lesdo permitiu a observacéo

de varios pontos necréticos (asterisco) com a pgasee intenso parasitismo (setas).
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4.7.5.30° dia de tratamento

Durante os trinta dias de tratamento, os camundoBga.B/c do grupo B1.000
apresentaram uma regressdao no tamanho das lesdesfoj acompanhada de
fechamento e/ou cicatrizacdo das mesmas, um papmsdda metade do tratamento.
Aproximadamente, no 17° dia apds o inicio do tratatm as lesdes estavam fechadas
sem edema no local da infeccdo, medindo 1,533+0y28Antretanto, apos dois dias,
houve um ligeiro edema local, 1,833+0,25mm, quensmnteve até o final do
experimento. A analise histopatoldgica do sitiordeccdo dos camundongos do grupo
B1.000, demonstrou a epiderme integra, sem presdecgarasito ou infiltrado
inflamatorio (Fig. 4.39A e C). Entretanto, na derma parte mais profunda de leséo,
foi possivel observar intenso infiltrado inflamabdr com indmeros macrofagos
vacuolizados, densamente parasitados, e polimarfeanes (Fig. 4.39B e D), sem
destruicdo da arquitetura do tecido. A andlise aw#es corados pelo Picrosirius red
revelou que havia producdo significativa de fibdes colageno entre as células do
processo inflamatério presentes na derme, sugerimd@ reparacdo parcial ou
cicatrizacdo da leséo (Fig. 4.40A e B).

A analise histopatologica do grupo B500, demonstp@nde diferenca quando
comparado ao grupo B1.000, apesar desse grupo rnatenéuas lesdes fechadas e/ou
cicatrizadas. Aproximadamente, no 17° dia de tratdm) houve um maior aumento no
tamanho dessas lesGes, quando comparado ao grup@OBEstas lesGes cresceram de
2,333£0,77mm para 3,1000+1,67mm. A andlise histdpgica deste grupo demonstrou
que, no interior das lesbes, havia intenso infélitiranflamatério em torno de uma grande
area necroética (Fig. 4.41B). Além disso, havia osiparasitos préximos a epiderme
(Fig. 4.41A e C). Ao analisarmos a parte mais prdéuda lesdo, observamos intenso
parasitismo com intenso infiltrado inflamatério Fi4.41D), e grande presenca de
polimorfonucleares. A coloracdo pelo Picrosiriud revelou a producao de fibras de
colageno, entre as células do processo inflamat@igarte superior da derme, mas
pode-se notar a desagregacao da matriz extrac@higadd.42A), além de se evidenciar,
novamente, uma grande area necrotica na parte praisnda da leséo (Fig. 4.42B).
Apesar de ocorrer a formacao de fibras de colagarepiderme estas, entretanto, foram
menos espessas do que as formadas no grupo B&ddio tentativa de recuperagéo da

area lesionada.
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Os camundongos do grupo B250, assim como os d@gogri1.000 e B500,
também demonstraram cicatrizagdo superficial dadeke no mesmo periodo pés
tratamento. Contudo, apesar das lesfGes terem badfechavia intenso infiltrado
inflamatorio e grande parasitismo nestas lesdegjeofez com que elas aumentassem
muito de tamanho, de 2,467+1,42 para 3,533+0,35msujtado que foi confirmado na
histologia. Na andlise histopatolégica deste grupbservamos intenso infiltrado
inflamatorio e presenca de parasito muito proxiracediderme e da derme superior,
com desagregacdo da matriz extracelular (Fig. 4.438). Foi possivel visualizar a
reparacao incompleta da epiderme, entretanto,baasfide colageno se apresentavam
pouco compactadas (Fig. 4.44A), provavelmente, dievao intenso infiltrado
inflamatdrio e a grande quantidade de parasito.4Hd¢A). Ja ao analisar a parte mais
profunda da derme, observamos intenso parasitisinterso infiltrado inflamatario,
com presenca de grande area de fibrose rodeadasddato inflamatorio e muitos
parasitos (Fig. 4.43B e Fig. 4.43D). Além dissanca coloracdo pelo Picrosirius red
notou-se, novamente, grande area de fibrose cosenga de exsudato inflamatorio e
muitos parasitos (Fig. 4.44B).

Ja os animais do grupo Base demonstraram uma piogaessiva das lesdes
com aumento de tamanho das mesmas e presenca ddatexsinflamatorio,
provavelmente devido a infeccdo secundaria caugamta bactérias. A andlise
histopatoldgica desses animais demonstrou intemiitrado inflamatério, inGmeros
parasitos, tanto na derme profunda quanto na scipéricom presenca de focos de
hemorragia, proxima aos vasos sanguineos, alémederstrar lesdo ulcerada e
desagregacao da matriz extracelular (Fig. 4.4546@ .e 4.46A). Ja, ao analisarmos as
imagens da parte mais profunda da lesdo, obseryat@os do infiltrado inflamatério e
intenso parasitismo uma grande area de exsuddsonawidorio e area necrética (Fig.
4.45D, 4.45B e 4.46B).

A analise dos animais do grupo Glu, novamente tnmwsemelhancas com 0s
do grupo Base. Entretanto, apesar dos danos causadambos terem sido parecidos,
houve uma maior tentativa de reparacdo nos anidmigrupo Glu do que no grupo
Base. A analise histopatologica do grupo Glu dernouns intenso infiltrado
inflamatorio, com desagregacdo da matriz extragelula derme superficial, além da
presenca de parasitos (Fig. 4.47A). A analise dte paais interna da lesdo mostrou
intenso parasitismo com poucas células inflamatdifridg. 4.47B). J& a observacédo de
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laminas, coradas pelo método de Giemsa de Lergwmipnstrou em algumas areas,
onde a leséo estava ulcerada, a total destruic@ogdéetura do tecido, sendo possivel
observar extensa area necrética (Fig. 4.47C). Al&wo, foi possivel notar, na parte

mais profunda da lesdo, grande area de exsuddtonatbrio, com a presenca de

infiltrado inflamatorio e de parasitos ao redorg(Ei47D). Contudo, ao analisarmos as
laminas coradas, pelo Picrosirius red, foi possie¢hr uma tentativa de recuperacao da
leséo, pela formacédo de fibras de colageno, phmignte na borda da lesédo (Fig.

4.48A e B). Entretanto, devido ao intenso parasiti® ao processo inflamatdrio nédo

houve uma significativa recuperacéao da lesao.

J& os animais do grupo CTRL/INF demonstraram grésbes, com a presenca
de muito exsudato inflamatério na borda das lesdesavelmente devido a infecgcéo
secundaria causada por bactérias. Contudo, o gh&topatologico dos animais desse
grupo foi muito semelhante ao do grupo Base. A ismatilemonstrou infiltrado
inflamatério com a presenca de muitos parasitogmalde extenso infiltrado
inflamatorio, contendo muitos piocitos. Foi poskiMeservar também a total destruicao
da arquitetura do tecido (Fig. 4.49A e C). A obaeéo de areas mais internas das
lesbes permitiu verificar a presenca de intenscagimo e algumas células
inflamatdrias como, neutrofilos, eosindfilos e magbs, contudo, sem um aumento
significativo no nimero de mastécitos locais. Aléliisso, foi possivel observar a
desorganizacdo da arquitetura normal do tecido,ocdescrito anteriormente. Outra
importante observacdo, na histopatologia dos asindai grupo CTRL/INF, foi a
auséncia de vasos sanguineos evidentes nestass, lgawavelmente devido a
intensidade de parasitos e exsudato inflamatoue, lgvaram a desorganizacdo e a
destruicdo da arquitetura normal do tecido (Fig9A, B, C e D e 4.50A e B). Ao
analisar as laminas coradas pelo Picrosirius regdesivel observar, novamente, o
intenso parasitismo e a destruicdo com desagregiganatriz extracelular, na parte
superior da derme (Fig. 4.50A). Além disso, obs@iys grande area necrotica no
interior da lesdo (Fig. 4.50B).

Entretanto, ao analisar o grupo NI/B1.000, animdis infectados, mas tratados
com 1.000mg de (g}bisabolol, observamos o tecido com caracteristicagmais sem
alteracdes na derme e epiderme apos os 30 diaataméento (Fig. 4.51A,B,C e D). A
coloracéo pelo Picrosirius red mostrou fibras dégeno espessas de aspecto normal
(Fig. 4.51E e F). Da mesma forma, ao analisarmgrsigo NI/NT, animais controle n&o
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infectados e ndo tratados, assim como, o grupoIN)@®, ndo observamos nenhuma
alteracdo histopatoldgica. O tecido apresentowctaiaticas normais sem alteragdes na
derme e epiderme (Fig. 4.52A, B, C e D). Atravésalaracao pelo Picrosirius red foi

possivel demostrar fibras de aspecto normal (Fa2Ee E).
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Grupo B1.000 — 30 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.39 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
1.000mg/Kg/dia, no 30° dia de tratamento — GrupdOB1L A e B: Coloracdo pela
técnica de HE; A: A epiderme se mostrou sem alferagvidente, demostrando
arquitetura normal; B: A analise da parte mais yrda da lesdo demonstrou grande
guantidade de macréfagos vacuolizados com muitoasipas (setas) e infiltrado
inflamatorio, constituido, principalmente, por nmétitos e eosindfilos (setas largas); C
e D: Coloragéo pela técnica de Giemsa de LenneEp@erme sem alteragéo evidente,
mostrando arquitetura normal; D: Parte mais pradudd lesdo mostrando diversos
focos com intenso parasitismo (setas) e muitotiaflb inflamatério (setas largas)

constituido, principalmente, por neutrofilos e ad§los.
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Grupo B1.000 — 30 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.40 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas dé. amazonensise tratados com (@)bisabolol
1.000mg/Kg/dia, no 30° dia de tratamento — GrupdOB1 A e B: Coloracdo pela
técnica do Picrosirius red; A: Foi possivel obsergaande quantidade de fibras
espessas de colageno, além da presenca de idfilirdldmatorio; B: Parte mais
profunda da lesdo permitiu a observacédo de fibspessas de colageno entre muitos

focos de infiltrado inflamatorio (setas largas).
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Grupo B500 — 30 dias ap0s o tratamento.
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Figura 4.41 - Andlise histopatologica de fragmemtagpele da cauda de camundongos
BALBY/c, infectados subcutaneamente confl ffBmas amastigotas de amazonensig
tratados com (e}-bisabolol 500mg/Kg/dia, no 30° dia de tratamentérapo B500. A e

B: Coloracéo pela técnica de HE, A: Observa-seeagmca de infiltrado inflamatério
(setas largas) e parasitos (setas) na derme, muidimo da epiderme, além da
desagregacdo da matriz extracelular (ponta de ;s®&a)lLesdo mais profunda
demonstrando intenso infiltrado inflamatério (sef@gas) com presenca de exsudato
inflamatorio, grande area necroética (asterisco) gquasenca de piocitos; C e D:
Coloracédo pela técnica de Giemsa de Lennert, ColNs¢ a presenca de parasitos
(setas) muito préximo da epiderme e infiltradoanfatério (setas largas), constituido
por neutrofilos, eosindfilos e mastdcitos; D: Atpamais profunda da lesdo mostrou
muitos parasitos (setas) com a presenca de pobmafeares e mastocitos (setas
largas).
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Grupo B500 — 30 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.42 - Andlise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
500mg/Kg/dia, no 30° dia de tratamento — Grupo B20@ B: Coloracdo pela técnica
do Picrosirius red; A: Infiltrado inflamatorio (set largas), com presenca de
desagregacao da matriz extracelular (pontas dg Betsenca de inUmeros parasitos na
derme (setas); B: Parte mais profunda da lesd@nansio de grande area de necrose
(asteriscos) com a presenca de intenso parasi{setas) e células inflamatorias (setas

largas).
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Grupo B250 — 30 dias ap0s o tratamento.
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Figura 4.43 - Andlise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com @bisabolol
250mg/Kg/dia, no 30° dia de tratamento — Grupo B26@ B: Coloracdo pela técnica
de HE, A: Notou-se a presenca de intenso infiltradtamatério (setas largas),
constituido, principalmente, por neutrofilos e adlos e parasitos (setas) na derme,
com presenca de fibras descontinuadas e desagoed@géatriz extracelular (ponta de
seta); B: lesdo mais profunda mostrando intensitiratfo inflamatorio (setas larga)
com presenca de intenso parasitismo (seta); Ccelbracao pela técnica de Giemsa, C:
presenca de parasitos na derme e infiltrado infi@rnwana derme e epiderme, fibras
pouco compactadas apresentando vacuolos; D: Graraete de fibrose (asteriscos)
rodeada por piocitos (setas largas) e intenso isiinas (setas) na parte mais profunda

da leséao.
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Grupo B250 — 30 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.44 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas dé. amazonensise tratados com (@bisabolol
250mg/Kg/dia, no 30° dia de tratamento — Grupo B26@ B: Coloracdo pela técnica
do Picrosirius red,; A: Degradacdo da matriz exlrdar (ponta de seta), infiltrado
inflamatorio (setas largas) e presenca de inUmeawssitos na derme (setas); B: Parte
mais profunda da lesdo permitindo a observacaaalelg area de fibrose (asteriscos)
rodeada de intenso exsudato inflamatorio (setagadqrcom a presenca de intenso
parasitismo (setas).
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Grupo Base — 30 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.45 - Analise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados

com 10 formas amastigotas de amazonensig tratados com base, creme Lanette, no
30° dia de tratamento — Grupo Base. A e B: Colarggéla técnica de HE, A:
Observou-se a presenca de intenso infiltrado irdténo (setas largas) e parasitos
(setas) na derme e epiderme, além da presenca qiernus focos hemorragicos,
localizados préximos aos vasos sanguineos (pomtaseths brancas), demonstrando
ainda leséo ulcerada (asteriscos); B: Lesdo mafsiqmta mostrando intenso infiltrado
inflamatorio (setas largas) com presenca de intgrasasitismo (setas) em volta de
grande &rea de exsudato inflamatério (asteriscog D: Coloracdo pela técnica de
Giemsa de Lannert, C: Parasito na derme e infotiaflamatério na derme e epiderme,
além de grande area ulcerada (asteriscos); D:dotparasistimo (setas) e as poucas
células inflamatorias, com predominio de neutréfil@etas largas) na parte mais

profunda da les&o.
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Grupo Base — 30 dias ap0s o tratamento.

Figura 4.46 - Andlise histopatoldgica da cauda aimmdongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensig tratados com base, creme Lanette, no
30° dia de tratamento — Grupo Base. A e B: Colarggia técnica do Picrosirius red;
A: Foi possivel observar muita degradacdo da maixizacelular (ponta de seta),
infiltrado inflamatoério (setas largas), e a presenlg inUmeros parasitos na derme
(setas), além da presenca da leséo ulcerada; &: fars profunda da lesdo mostrando

area de necrose (asteriscos) rodeada de interesitfgmo (setas).
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Grupo Glu — 30 dias apés o tratamento.

Figura 4.47 - Andlise histopatoldgica da cauda amundongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas de amazonensig tratados com Glucantifieapés 30
dias de tratamento — Grupo Glu. A e B: Coloracéla pécnica de HE, A: Intenso
infiltrado inflamatorio (setas largas), com desgg&io da matriz extracelular na derme
superficial (pontas de setas), além da presengam@sitos (setas), B: Notou-se intenso
parasitismo (setas), com muitos macrofagos vaadiiz com inUmeros parasitos, além
de algumas células inflamatérias (setas largasg D: Coloracédo pela técnica de
Giemsa de Lennert, C: Lesao ulcerada (asteriscon),total destruicdo da arquitetura
do tecido, sendo possivel observar extensa areatiwac D: Foi possivel verificar, na
parte mais profunda da lesé@o, grande area de d@rsinflamatério (asteriscos), com a

presenca de infiltrado inflamatério (setas largad§ parasitos (setas) ao redor.
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Grupo Glu — 30 dias apés o tratamento.

Figura 4.48 - Andlise histopatoldogica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 1d formas amastigotas de amazonensig tratados com Glucantifieapés 30
dias de tratamento — Grupo Glu. A e B: Coloracda pécnica do Picrosirius red; A:
Area ulcerada (asterisco), com intenso infiltradfiamatorio (setas largas) e grande
guantidade de fibras de colageno em torno de gramel® com intenso parasitismo
(setas); B: Intenso parasitismo (setas) e infitiradlamatério (setas largas) entre fibras
de colageno.
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Grupo CTRL/INF

Figura 4.49 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALB/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensjsapés 30 dias de tratamento — Grupo
CTRL/INF. A e B: Coloragéo pela técnica de HE. Atehso parasitismo (setas) com
grande infiltrado inflamatério (setas largas), prema de exsudato inflamatorio
(asteriscos), com inumeros piécitos, além da desizgcdo na arquitetura do tecido
(ponta de seta); B: Parte mais profunda da les@mugtrou intenso parasitismo (setas),
com a presenca de células inflamatorias (setagadgr@ e D: Coloracdo pela técnica de
Giemsa de Lennert, C: Presenca de intenso panasifisetas) e a presenca de grande
area de necrética (asteriscos); D: Parte mais pdafida lesdo mostra a presenca de
intenso parasitismo (setas) e vérias células irsftarias como, neutrofilos, eosinoéfilos e

mastocitos (setas largas).
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Grupo CTRL/INF

Figura 4.50 - Andlise histopatoldgica da cauda almuwndongos BALBI/c, infectados
com 10 formas amastigotas de amazonensjso sexto e Ultimo ponto de necropsia —
Grupo CTRL/INF. A e B: Coloracdo pela técnica dar&sirius red; A: Intenso
parasitismo (setas) e destruicdo com desagregagaoattiz extracelular (pontas de
setas); B: Intenso infiltrado inflamatdrio (setagghs) entre fibras de colageno e, grande
area necrotica no interior da lesao (asteriscos).
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Figura 4.51 - Andlise histopatologica de fragmemtagpele da cauda de camundongos
BALBI/c, ndo infectados, mas tratados com-p)sabolol 1.000mg/Kg/dia, apos 30 dias
de tratamento — Grupo NI/B1.000. A e B: Colorac@&tapécnica de HE, tecido com

caracteristicas normais sem alteracdes; C e D:r&lo pela técnica de Giemsa,
mostrando o tecido sem alteracdes; E e F: Colorped técnica do Picrosirius red,

para a marcacdo das fibras de coldgeno, demonstiféméds espessas de aspecto
normal.
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Grupo NI/NT

A}

Figura 4.52 - Andlise histopatologica de fragmemtagpele da cauda de camundongos
BALBI/c, ndo infectados e nédo tratados, no sextdtima@ ponto de necropsia — Grupo
NI/NT. A e B: Coloracdo pela técnica de HE, tecaon caracteristicas normais sem
alteracdes; C e D: Coloracao pela técnica de Giemsstrando tecido sem alteracdes;
E e F: Coloracgéo pela técnica do Picrosirius rada p marcacao das fibras de coldgeno

demonstrando fibras espessas de aspecto normal.
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4.8. Quantificacao da carga parasitaria

A quantificacadn situ dos parasitos foi realizada através da técnidaClR em
tempo real em fragmentos das caudas dos camundamfgotados e tratados e dos
camundongos infectados e nao tratados. A quarm#iccala carga parasitaria na fase
aguda do tratamento, seis e 24 horas, mostroutadssal ndo significativos quando
comparamos 0S grupos tratados com o grupo contréte tratado (Fig. 4.53). A
quantificacao foi realizada também na fase crodedratamento, e apds sete dias de
tratamento foi possivel observar uma diferencaifstgtiva no grupo B500 e no grupo
B250, quando comparados ao grupo CTRL/INF/(®@5). Os outros grupos avaliados
nao demonstraram diferenca significativa quando pavados ao grupo CTRL/INF
(Fig. 4.54).

Ao avaliar a quantificacdo parasitaria dos animag®s 14 dias de tratamento,
nao observamos diferenca significativa em nenhusmgiopos avaliados. Os mesmos
resultados foram obtidos quando analisamos a cpegasitaria apos 30 dias de
tratamento, ndo sendo possivel observar diferagpdisativa entre os grupos testados,
apesar de ser possivel observar uma menor quaatikagharasitos no grupo B1.000

guando comparado a todos 0s outros grupos aval{gapst.54).
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24 horas de tratamento
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Figura 4.53 — Quantificagcdo da carga parasitaravés do PCR em tempo real. A

cauda dos animais infectados e tratados ou somefieietados, foi utilizada para a

quantificacdo de parasitos. A primeira e a segundmtificacdo da carga parasitaria

foram realizadas na fase aguda do tratamentogséige e quatro horas, apés o inicio

deste. Os dados foram analisados no GraphPad Pri3ne as diferencas entre os

grupos foram avaliadas através do teste One-way\WNO
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Figura 4.54 — Quantificacdo da carga parasitaravés do PCR em tempo real. A
cauda dos animais, que foram infectados e tratad@®mente infectados, foi utilizada
para a quantificacdo de parasitos. A quantificad@icarga parasitaria foi realizada na
fase crbnica do tratamento, 7, 14 e 30 dias, apogio do tratamento. Os dados foram
analisados no GraphPad Prism 5.0, e as diferem¢gesgrupos foram avaliadas através
do teste One-way ANOVA.
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5. DISCUSSAQO
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As leishmanioses séo consideradas doencas emergergemergentes, com um
preocupante aumento da sua incidéncia, principabmeas duas Ultimas décadas (Goto
& Lindoso, 2010). Os compostos organicos de antim8&o desde sua introdugcédo no
tratamento da leishmaniose por Vianna em 1912 regad de primeira escolha. Os
antimoniais pentavalentes foram manufaturados ®duotzidos na terapéutica entre
1935-1945, sendo o primeiro deles o stiboglucodateddio, Pentost&re, logo apés, o
N-metil glucamina, Glucantinfe(Brenzan et al., 2007).

Os farmacos de segunda escolha como a anfoteri®jna mitelfosina, a
paromomicina e a pentamidina também sao utilizadosatamento das leishmanioses,
principalmente quando o paciente possui algumar@odicacdo ao uso de antiménios
(Chavez-Fumagalli et al., 2015, Kaur & Rajput, 20%#hgh et al., 2012, Croft, et al.,
2006). Entretanto, todos estes farmacos possuevartagens e varias contraindicacoes
(Morais-Teixeira et al., 2013, Gazanion et al., BOArézard et al., 2009). A principal
desvantagem relacionada a estes compostos € aidadesde serem administrados por
via parenteral, diariamente, por no minimo trés s, além da necessidade de
supervisdo meédica para a administracdo do tratamenitra desvantagem € que nao
sao farmacos recomendados para tratar mulhereslgsacardiopatas e nefropatas. A
sua utilizagdo, de forma ndo controlada, tambéme podusar diminuicdo da
suscetibilidade do parasito ao farmaco de primegeolha. Ja os efeitos colaterais
causados por estes farmacos sdo, nauseas, vomiglgja, diarreia, cefaléia, rash
cutaneo, hepatotdxicidade e cardiotoxicidade (Gamaat al., 2011, Blum & Hatz,
2009, Frézard et al., 2009).

Assim, devido as dificuldades, contraindicacdesra o intuito de desenvolver
um tratamento com menos efeitos colaterais, mgi@gos de pesquisa estao estudando
produtos naturais, com atividades contra protomeariAssim, nos ultimos anos,
diversos extratos, 6leos essenciais e componesukios de plantas comecaram a ser
utilizados em ensaios experimentais.

Diversos grupos de pesquisas ja utilizam estes osiop em ensaios
experimentais, contra diversos patodgenos, inclumdeishmania Dentre eles esta o
estudo experimental publicado por Guimaraes ef28l10), no qual foi utilizado um
alcaloide, isolado d&Croton pullei var. glabrior,que € uma planta amplamente
encontrada na floresta Amazobnica. Este alcaloide téstado contra formas
promastigotas e amastigotas ldeishmania amazonense demonstrou uma potente

atividade leishmanicidan vitro. Além do estudo de Morales-Yuste et al.(2010)ual g
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demonstrou que @-bisabolol, que é o componente majoritario isoldd@leo essencial
daMatricaria chamomilla foi capaz de inibir o crescimento deishmania infantumin
vitro, utilizando pequenas concentracdes deste comastautro trabalho, publicado
por Medeiros et al. (2011), foi evidenciada a agishmanicida, tambénm vitro, do
Oleo essencial ddippia sidoides chamque € um arbusto silvestre originario do
nordeste do Brasil, e também do seu composto rtejorisolado.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, nosso grupaveobesultados que
comprovaram a atividade leishmanicida da-pjsabolol contra formas promastigotas e
amastigotas intracelulares teishmania amazonensi®s resultados mostraram que o
(-)o-bisabolol foi capaz de inibir 50% do cresciment®sf) de formas promastigotas
com uma concentragcdo de 8@7ml. Quando testado contra formas amastigotas
intracelulares, a concentracdo capaz de inibiresaimento em 50% foi de 4&9ml
(Rottini et al. 2015). Estes resultados sugerem fpumas amastigotas sdo mais
suscetiveis ao tratamento comu{bisabolol do que formas promastigotas corroboram
com os resultados obtidos por Ueda-Nakamura €2@06) em seus estudos cam
amazonensis 0leo essencial d@cimum gratissimum

Com o intuito de investigar as alteracOes ultraéstais que o (e-bisabolol
poderia causar néeishmania realizamos andlises por microscopia eletrbnica de
transmissao de formas promastigotas tratadas garbiéabolol, em diferentes tempos.
Foi possivel observar diversas alteracdes causpelas (-n-bisabolol nas formas
promastigotas, de forma crescente, dependente mdpotale tratamento. Dentre as
principais alteracdes destacamos o aumento do eoldenmitocondria, presenca de
estruturas eletrondensas e desorganizagdo cetutaagemento de inclusdes lipidicas no
citoplasma. Além disso, notou-se a presenca decwasi na bolsa flagelar,
descontinuidade da membrana nuclear, dano no piasto, condensacao da cromatina,
membrana plasmatica com descolamento da bicamaidiécé, perda da organizacao
dos microtubulos e perda das organelas citoplasasatom presenca de projecdes na
mesma.

Brenzan et al. (2007) mostraram que as alteracGa$oldgicas estruturais
causadas por drogas que inibem a sintese de ewnjosé® muito semelhantes as
alteragbes causadas por diferentes compostos desivde plantas com atividade
leishmanicida. Dentre as alteracfes causadas fmddres da sintese de ergosterol
destacamos o aumento de volume mitocondrial, awmeat nimero de inclusdes

lipidicas no citoplasma e a intensa atividade dmigose na regido da bolsa flagelar.
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Estas alteracbes também foram observadas por @utrpss de pesquisa que estudam a
atividade de compostos derivados de plantas condadie leishmanicida. Dentre esses
grupos, destacam-se o de Ueda-Nakamura et al. X206 relatou a atividade
leishmanicida do Eugenol, o principal constituirdte Oleo essencial d®©cimum
gratissimume o de Guimaraes et al. (2010) que evidenciouvalatle de julocrotine,
um alcalbide isolado deéroton pullei var contra parasitos do géndreishmania Além
desses, outros autores mostraram alteracdes eatsutouito semelhantes as causadas
pelos inibidores da sintese de ergosterol nas frpramastigotas e nas formas
amastigotas intracelulares eamazonensigjuandotratadas com 0s 0leos essenciais
de Lippia sidoides chame Cymbopogon citratugMedeiros et al. 2011, Santin et al.
2009). De forma semelhante a estes autores, nenpeesstudo também observamos
alteracbes estruturais causadas pela-l{igabolol nas formas promastigotas de
amazonensjsde forma crescente e dependente do tempo den#ata, tais como: 0
aumento do volume da mitocondria, presenca de tesisu eletrondensas e
desorganizagdo celular com aumento de inclusdo&dicgs no citoplasma. Uma das
hipoteses que explicaria estas alteracbes é aidapgacque compostos presentes nos
Oleos essenciais tém de penetrar nas células eraoreier a biossintese de ergosterol
(Medeiros et al. 2011).

Além disso, dentre as alteracdes encontradas reoresudo, a que mais se
destacou foi o comprometimento mitocondrial. Derdgoocom estudos recentes, as
alteracOes na permeabilidade da membrana, partioetde mitocondrial, podem levar
a morte programada do parasito. O comprometimeotgpatencial da membrana
mitocondrial A¥y,) pode ser observado usando TMRE. Este corantdidd rpelas
células viaveis, evidenciando a existéncia deagjtes na permeabilidade da membrana
mitocondrial (Saloméao et al., 2013, Mutai Waitumd@10). Utilizando este corante,
conseguimos demonstrar que oa{bjsabolol é capaz de atravessar a membrana
mitocondrial, conduzindo a morte desses parashamvés da citometria de fluxo
demonstramos uma mudanca significativa no poteragalmembrana mitocondrial
(A¥m) de 69,06% dos parasitos, quando tratados comu@)nl de (-g-bisabolol.

Este resultado confirma os efeitos toxicos de catgsoaltamente lipofilicos
derivados de plantas, tal como demonstrou Medataal. (2011). A capacidade de
atravessar a membrana das formas promastigotasastigntas é encontrada em
componentes altamente lipofilicos, tais como congwosderivados de plantas, o que

leva a perda de impermeabilidade a certos compestio® 0s eletrolitos intrinsecos,
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causando a morte celular (Medeiros et al. 2011a Earacteristica pode contribuir para
a atividade téxica destes compostos contra vari@goorganismos, tais como a
Leishmania e esta pode ser outra hipétese para explicarrte os parasitos, tratados
com compostos naturais.

Além disso, também demostramos, através da anddiseMET, que o (4-
bisabolol pode passar através da membrana celulaausar danos as formas
amastigotas intracelulares, sem causar qualqueragéto nas células J774.G8. Nas
concentracdes utilizadas neste experimento foiipelssiotar que o (e)}bisabolol
possui maior citotoxicidade sobre o parasito do golkre a célula hospedeira. Os
mesmos resultados de citotoxicidade foram obsesvpdo Mahmoudvand et al. (2015)
em estudos de atividade antileishmanicida e efeiit®oxicos, in vitro, do oleo
essencial e do extrato metandlicoMgrtus communigmL. tropica

O a-bisabolol interage com as membranas biolégicastas interacdes levam a
mudancas na estrutura e funcionalidade das mesmapaor sua vez, podem prejudicar
o crescimento e a fisiologia das células. O acunddou-bisabolol na membrana
lipidica e a consequente mudanca na sua estrubuna,ca expansdo, a mudanca na
fluidez e/ou o rompimento da interacdo proteinadigy pode estar relacionada com a
sua acgdo téxica na membrana, como descrito poeRiakt al. (1994) no estudo dos
terpenos. Contudo, nossos resultados mostram gig-bisabolol apresentou uma
maior citotoxicidade aos parasitos do que as c®luspedeiras. Outro fato importante
relacionado com a atividade citotdxica dos Olecersais e/ou de seus compostos €,
em grande parte, devido a presenca de funcdesicagaoomo: fendis, aldeidos e
alcoois nos compostos presentes nos Oleos (Badtkalli 2008). Essa atividade pode ser
outra provavel causa para explicar a acdo leistonido (-y-bisabolol, devido a
presenca de uma hidroxila na parte exociclica dacula.

Baseado nos resultadas vitro obtidos pelo nosso grupo utilizando oaf-)
bisabolol e nos frequentes trabalhos publicadosndessacompostos naturais no
tratamento experimental contra leishmanimsgivo como Corpas-Lopez et al. (2015),
Kalpana & Sachdeva (2014), Tiuman e colaborad@@$2), Arruda et al (2009) entre
outros, desenvolvemos trés formulacdes topicasendot (-p-bisabolol, utilizadas no
presente estudo, as quais se mantiveram estawagislgeonfrontadas com os testes de
estabilidade.

Durante o tratamento com as formulacbes contende-bi{sabolol nao

observamos alteracdes citotoxicas que pudessemrekteionadas com o tratamento.
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Esses resultados puderam ser confirmados atravesmase dos animais do grupo
NI/B1.000, n&o infectados, mas tratados com 1.08&gdia de (--bisabolol, durante
todo o experimento.

Aos analisarmos os animais na fase aguda de tratamedo observamos
diferencas significativas em nenhum dos parametvaiados. Os grupos infectados e
tratados, quando comparados ao grupo somenteadteatdo mostraram diferengas no
peso, no tamanho da lesdo, e também ndo observdifieosnca signicativas nas
analises bioquimicas e hematologicas. Além dissmbém ndo houve diferenca na
avaliacdo histopatoldgica, assim como nao obsersagiferenca entre os grupos na
quantificacdo da carga parasitaria.

Entretanto, ao analisarmos os animais apds 7 dasralamento, notamos
algumas diferencas entre os grupos. A primeiraratiiga foi percebida na medida da
lesdo. Foi observado que o grupo B1.000, apresemtoa diferenca significativa
guando comparado a todos 0s outros grupos anadisAdoanalisarmos o grupo B500
observamos que este grupo, s6 apresentou umangi#erggnificativa no final do
tratamento quando comparado aos grupos Base, GGIRL/INF. Contudo, ao
confrontarmos os resultados do grupo B250 com opogr Base, Glu e CTRL/INF,
vimos que ndo houve diferenca significativa de tamada lesdo do grupo B250,
tratado com 250mg/Kg/dia de ¢-pisabolol, com relagdo com aos outros grupos. Com
estes resultados foi possivel demonstrar quemsbi{spbolol é capaz de causar uma
regressao das lesdes, sendo esta, dose dependente.

Outros estudos utilizando tratamento topico, comoagver, mostraram também
que o tratamento utilizado para diminuicdo da caayasitaria pode levar a diminui¢éo
de infeccdo secundaria, 0 que favorece a dimindgdamanho da lesdo como descrito
por Nilforoushzadeh et al. (2012).

No nosso estudo, a avaliacdo histopatoldgica ndiartle tratamento mostrou
ainda muito infiltrado inflamatério e grande qudatie de parasitos, mesmo nos grupo
tratados com (e}bisabolol. Contudo, foi possivel perceber uma diigéo da carga
parasitaria do grupo B1.000 quando comparado congrupo CTRL/INF. Ao
examinarmos 0s animais do grupo B500 observarma@sdiminuicdo significativa da
carga parasitaria quando comparado com o grupaatenO resultado da andlise do
grupo B250 demonstrou uma lesdo com ainda maissdam relacdo a desorganizacao
da arquitetura do tecido, entretanto, observamesoggrupo B250 apresentou a menor

quantidade de parasitos nas lesfes, mostrando tagsulsignificativo quando
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comparado com o grupo CTRL/INF. Os camundongos glogpos Base, Glu e
CTRL/INF demonstraram lesGes mais graves que omasitratados com ()
bisabolol, nas diferentes concentracdes, mostramslomaiores concentracbes de
parasitos nas lesdes. Esses resultados sdo setaslhas observados por Kaur et al.
(2014), em estudos com camundongos da linhagem BAibB:ctados pokeishmania

e tratados com fitoterapicos derivados Withania somniferae do Aparagus
racemosus No estudo deste grupo de pesquisa foi mostrado aumais somente
infectados mostraram uma carga parasitaria maioqu#oos aminais tratados apés 7
dias de tratamento oral com os fitoterapicos, masiv que compostos naturais podem
apresentar atividade leishmanicida, logo apods oiaondo tratamento, com reducao
significativa da carga parasitaria.

Ao analisarmos os animais, ap0s 14 dias de tratanas diferencas entre os
grupos se tornaram ainda mais evidentes. Alémaig& no tamanho das lesdes terem
se tornado mais perceptiveis nos grupos B1.00008&,Bjuando comparados com 0s
outros grupos, a analise histopatologica demonglieersas modificacdes. Notamos
ainda o desaparecimento total da infeccdo secundarparte superficial das lesées nos
grupos que foram tratados com a{bjsabolol.

A histopatologia dos animais do grupo B1.000 mastgpe a maioria dos
animais analisados apresentavam a epiderme eeasp@etrior da derme sem alteragoes,
sugerindo uma tentativa de reparacdo e/ou cicaftizaEntretanto, na derme mais
profunda ainda era possivel observar diversos fodes parasitos e infiltrado
inflamatdrio contendo, basicamente, neutrofilososirfilos. Verificamos também a
presenca de largas fibras de coldgeno, demonstraodamente, uma possivel tentativa
de reparacdo da lesdo. Foi possivel observar a@npl@senca de pequenas areas de
fiborose. A analise do grupo B500 mostrou que hawis infiltrado inflamatorio
contendo, principalmente, neutréfilos e mais mago$ vacuolizados com indmeros
parasitos, além da formacao de fibrose em voli@e@ necrética. A analise dos animais
do grupo B250 demonstrou a presenca de danos miaidaes do que os dos animais do
grupo B500, ndo sendo possivel observar uma diarsignificativa entre este grupo e
0S grupos que receberam Base, Glu e os CTRL/INémMAlisso, a analise da parte mais
profunda da lesdo evidenciou a presenca de mua@sipos em torno de uma grande
area necrotica, com fibras de coldgeno destruidaglal ao processo necrotico e a

presenca de inUmeros parasitos.
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Os grupos Base, Glu e CTRL/INF mostraram lesde&kbamtes, demonstrando
um aumento progressivo das lesfes e maiores ejnieste ponto de andlise. Além
disso, houve o aumento da infec¢cdo secundaria faipeem todos esses grupos,
provavelmente, causada por bactérias na parteadiedas lesdes. Contudo, ndo
observamos diferencas signicativas nas analisegiinmcas e hematoldgicas e nem na
quantificacdo da carga parasitaria, nestes grupalgsados.

Assim, uma das hipéteses que pode explicar os meslhcesultados do
tratamento com 1.000 mg/Kg/dia deafhisabolol, o qual demonstrou menor dano
tecidual nos animais como descritos acima, sedianauicdo do processo inflamatoério
que foi gerado em excesso pela infeccdolgishmania essa hipétese foi confirmada
por Maurya et al. (2014) ao mostrar em estudosvo que o (-d-bisabolol é capaz de
reduzir a producéo de citocinas pro-inflamatoriasic o TNFe e a IL-6. Neste estudo
Maurya et al. 2014 demostraram que o0s camundongesafiddos com
lipopolissacarideos (LPS) e 12-O-tetradecanoylipblet3-acetate (TPA) sofreram
uma inducéo do processo inflamatério na orelhafgueduzido no grupo tratado com
(-)o-bisabolol através do tratamento topico. Os redaieevidenciados, neste trabalho,
mostraram que o @bisabolol diminuiu algumas citocinas pro-inflantés, reduzindo
desta forma o dano causado ao tecido.

Além disso, como mostrado por Romagnoli et al. 204 sugerido por Pauli
(2006) oa-bisabolol possui excelente atividade fungicidea\ais da inibicdo da sintese
de ergosterol, quando testado contra diferentegoirEssa seria a outra hipéstese que
explicaria os melhores resultados da maior conaeétr de (¢-bisabolol em nosso
tratamento tdpico, j& que teria uma maior conceétradeste composto, disponivel para
atuar contra aeishmaniague contém ergosterol na sua membrana. Estadoiteya a
alteracdo da permeabilidade celular destes pasadtéwando-os a morte (Chavez-
Fumagalli et al., 2015, Kaur & Rajput, 2014).

Ao final do experimento concluimos que durante @sdi&s de tratamento os
camundongos do grupo B1.000 apresentaram uma ségre® tamanho das lesdes,
com o fechamento e/ou cicatrizacdo das mesmas, dkndiminuicdo da carga
parasitaria. Resultados semelhantes foram obsesvado Arruda et al. (2009)
utilizando tratamento topico e intraretal com Lirapo.

Ao compararmos o grupo B1.000 com todos os outnggog, observamos que
0S animais deste grupo mostraram regressdes nass|egpresentando menor dano

tecidual e menos parasitos do que todos os outup®g, Entretanto, a maior diferenca
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observada foi quantitativa, uma vez que ainda fosspvel evidenciar parasitos,
infiltrados inflamatérios e pequenos focos de figroestas lesdes.

Uma explicagcdo para que o tratamento ndo tenhandido ainda mais o
parasitismo, e consequentemente o infiltrado irdi@mo, pode ser devido ao
fechamento das lesGes ocasionado pelo tratamento @o (-o-bisabolol, que
proporcionou uma cicatrizagao superficial. Em thadgublicado por Gongalves et al.
(2005), foi visto que a penetracdo do tratamenpictdpode influenciar no curso da
lesdo. Além disso, foi relatado por Castro et 200Q8) que a penetracdo de compostos
através da pele intrega € menor do que quando cadga uma pele descamada. Essa
pode ser a explicacédo para que o tratamento codd® in@/Kg/dia de (¢-bisabolol ndo
tenha ainda apresentado melhores resultados, jéogue cicatrizacao da lesdo houve a
diminuicdo da permeabilidade da formulacdo topiceoesequentemente, ndo houve a
resolucéo da leséo.

A analise do grupo B500 ao final do experimento thoos grande diferenca
guando comparado com o grupo B1.000. Este grupesepiou uma grande area de
necrose, 0 que pode ter dificultado ainda mais reetpgcdo da formulacdo topica e,
consequentemente, gerado o aumento do tamanhoedéss! Ao analisamos a
quantificacao parasitaria do grupo B500 vimos, nwfate, grande diferenca entre esse
grupo e o grupo B1.000, j& que a quantificacdogii@réa no grupo B500 foi muito
parecida com o grupo CTRL/INF, grupo somente iaféot

Os camundongos do grupo B250 apresentaram, nodiinekperimento, intenso
infiltrado inflamatorio e alto parasitismo nas lesfalém de uma grande area de fibrose
rodeada de exsudato inflamatério. Nesse caso, tarsbéconfirma a hipétese, descrita
acima para o grupo B500. Quanto a quantificacdasiaria deste grupo, vimos que
neste ponto o grupo B250 foi 0 que apresentou n@a@oasitismo, provavelmente,
devido a dificuldade ainda maior de penetracdo atendlacdo topica e a menor
concentracdo de (Jbisabolol.

Ja os animais do grupo que receberam Base, GIu@TB$/INF mostraram
uma piora progressiva das lesbes com aumento dmbendas mesmas e presenca de
exsudato inflamatoério. Entretanto, apesar dos daansados no grupo Glu terem sido
parecidos com os grupos Base e CTRL/INF, houvemaiar tentativa de reparacéo no
grupo Glu que nestes outros grupos. A analise gasbbdgica desses grupos foi muito
semelhante demonstrando a presenca de intensoitiparas desorganizacdo da

arquitetura do tecido, provavelmente devido a sittade de parasitos e exsudato
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inflamatorio presentes nos tecidos analisados. Alénobservar grande area necrética
no interior da leséo, principalmente, no grupo CNIRE.

Por fim, ao analisarmos o grupo 7 com animais nfaciados, mas tratados com
1.000mg de (¢-bisabolol, observamos o0 tecido com caracteristivagnais sem
alteracbes na derme e epiderme apoés os 30 diastdenénto, ndo sendo possivel notar
nenhuma alteracgéo citotoxica que pudesse ser aapséul (-y-bisabolol.

Baseados nos resultados obtidos foi possivel conglwe, devido a acédo
cicatrizante e bactericida dod-pisabolol, as lesdes dos grupos que foram trateoios
as formulacbes topicas fecharam. Entretanto, conmwaa havia parasitos e,
provavelmente, a presenca de bactérias na parte pnaiunda das lesdes, houve a
multiplicacdo destes patdgenos e aumento do tameabolesGes, devido a menor
concentracdo do @)bisabolol nas formulagcbes e também a diminuicdosda
penetracdo, principalmente, nos grupos B500, tratamn 500 mg/Kg/dia de @)
bisabolol, e B250. tratado com 250 mg/Kg/dia de-Bisabolol.

De forma geral, uma hip6tese que poderia expligaeraisténcia dos parasitos
nas lesbes dos animais tratados seria a sugeridMpwoay et al. (2000), os quais
mostraram que, devido a falta de capacidade dosradwngos da linhagem BALB/c de
produzir IFN-gama e, consequentemente, de apresemia resposta imune eficaz, os
camundongos desta linhagem sao incapazes de eordroifeccdo pokeishmania sp
0 que permite a mutiplicacdo dos parasitos na lge@cse torna recidiva. Nesse artigo
foi demonstrado que o tratamento efetuado com aménio pentavalente em
camundongos BALB/c ndo se mostrou eficaz, provaeetm devido a resposta imune
deficiente desta linhagem, que produz baixas cdraggies desta citocina.

Além disso, como foi proposto por Morgado et alO@0 a eliminacdo das
formas amastigotas depende, principalmente, de msmgas oxidativos tais como 0s
compostos reativos de oxigénio e oxido nitrico, gogamente poderiam explicar a
presenca de parasitos nas lesdes, ja que estgdinhde camundongos ndo possui uma
resposta imune muito eficaz.

Outro argumento que reforca essa hipotese foi gadidi por Mears et al. (2015),
0s quais demonstraram que os animais da linhageirBBAquando infectados com
algumas espécies deishmaniainclusive aL. amazonensjglesenvolvem uma grande
Ulcera na pele, que se expande causando metagiagderalo levar os animais a morte.
Neste artigo foi demonstrado que, devido a respostme ineficaz da linhagem

BALB/c, € um equivoco utiliza-lo para avaliar acéitia de novos compostos com
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atividade leishmanicida. Segundo Mears et al. (R@lilmunossupresséo destes animais
poderia resultar na incapacidade de detec¢do dpaxios potencialmente Uteis.

Assim, acreditamos que o tratamento topico utilimar(-)-bisabolol néo
apresentou melhores resultados devido a alta sitesile dos BALB/c frente a
infeccdo pela.. amazonensisContudo, mesmo assim, no nosso estudo foi possivel
observar que os animais tratados com-ifiyabolol apresentaram uma resolucéo parcial
das lesbes, além da grande diminuicdo da cargasif@aia nos animais do grupo
B1.000.

Diante dos resultados obtidos podemos concluirséadar que o (e}bisabolol
possui acdo leishmanicida tanto vitro quantoin vivo. Neste sentido, € importante
salientar que esse composto mostra um potenciatigsor para ser utilizado como
tratamento topico da leishmaniose tegumentar, oppgsibilita darmos continuidade
as pesquisas para o aprimoramento da sua formulgequacdo de um modelo
aminal. Com estas modificacbes acreditamos que pes&ivel avaliar melhor a
capacidade leishmanicida dooHisabolol no tratamento tépico para a leishmaniose

tegumentar.
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6. Conclusodes
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Com base nos estudos realizados concluimos que;

1. Nos ensaiogn vitro a concentracdo de 8.07ug/mL dea{B)sabolol demonstrou

atividade leishmanicida contra as formas promatgtigg@ amastigotas intracelulares;

2. O (-)a-bisabolol causa alteracOes ultraestruturais, pahmente na mitocondria, que

levam a morte do parasitio, vitro;

3. O (-)a-bisabolol é capaz de destruir as formas amassigotracelulares sem
apresentar citotoxicidade evidente nas células dussps, na concentracdo de
8.07ug/mLin vitro;

4. O tratamento tépico com o ¢-pisabolol ndo demonstrou alteracdes hematoldgicas
nem bioquimicas (hepaticas e renais), nas difesectecentracdes utilizadas nos

ensaiosn vivo;

5. O tratamento topico utilizando as formulagcbes auabeo (-p-bisabolol reduziu o
tamanho das lesdes, promovendo sua cicatrizac& gmgpos tratados com 1.000
mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia;

6. O tratamento topico utilizando a formulacdo de 2b{/Kg/dia de (-}-bisabolol

promoveu a resolucéo parcial das lesées dos anirataslos com essa concentracao;

7. A maior concentracdo de ¢-pisabolol, 1.000 mg/Kg/dia, demonstrou a melhor

atividade leishmanicida e ndo apresentou ativid&dedxica evidenten vivg;

8. Em conjunto, os dados aqui apresentados apontaengwat promissor do (@}
bisabolol como farmaco para o tratamento tOpicolaishmaniose tegumentar, e
conferem elementos basicos para futuras modificagbe sua formulacdo e/ou no

protocolo de tratamento que aumentem sua eficacia.
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sesquiterpene alcohol found in Promastigotes
essential oils of plants. .
e Antileishmanial activity of (-)o- and intracellular

bisabolol against L. amazonensis
was evaluated.
e The (-)a-bisabolol showed
cytotoxic effects in vitro against
L. amazonensis.
The (-)a-bisabolol at 8.07 pug/ml
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ABSTRACT

Current treatments for leishmaniasis present some difficulties due to their toxicity, the use of the intra-
venous route for administration and therapy duration, which may lead to treatment discontinuation. The
aim of this study is to investigate new treatment alternatives to improve patients well being. Therefore,
we evaluated the inhibitory effect of (-)o-bisabolol, a sesquiterpene alcohol found in various essential
oils of different plant species, against the promastigotes and intracellular amastigotes forms of Leishma-
nia amazonensis, as well as the cytotoxic, morphological and ultrastructural alterations of treated cells.
Promastigotes forms of L. amazonensis were incubated with (-)a-bisabolol to determine the antileishmanial
activity of this compound. The cytotoxicity effect was evaluated by testing against J774.G8 cells. After
these tests, the infected and uninfected cells with L. amazonensis were used to determine if the (-)o-
bisabolol was able to kill intracellular parasites and to cause some morphological changes in the cells.
The (-)o-bisabolol compound showed significant antileishmanial activity against promastigotes with a
50% effective concentration of 8.07 ug/ml (24 h) and 4.26 ug/ml (48 h). Against intracellular amastigotes
the ICso (inhibitory concentration) of (—)a-bisabolol (24 h) was 4.15 pug/ml. The (-)o-bisabolol also showed
a cytotoxic effect against the macrophage strain J774.G8. The value of 50% cytotoxic concentration was
14.82 pg/ml showing that (-)o-bisabolol is less toxic to macrophages than to the parasite. Ultrastruc-
tural studies of treated promastigotes and amastigotes showed several alterations, such as loss of cytoplasmic
organelles, including the nucleus, and the presence of lipid inclusions. This study showed that (-)o-
bisabolol has promising antileishmanial properties, as it can act against the promastigote forms and is
able to penetrate the cell, and is also active against the amastigote forms. About 69% of the promastigotes
forms suffered mitochondrial membrane damage after treatment with ICso of (-)o-bisabolol, suggesting
inhibition of the metabolic activity of parasites. These results open new prospects for research that can
contribute to the development of products based on essential oils or isolated compounds from plants

for the treatment of cutaneous leishmaniasis.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Leishmaniasis is considered as an emerging or re-emerging
disease. There has been an alarming increase in incidence, espe-
cially during the last two decades (Goto and Lindoso, 2010). It is
caused by the obligate intracellular parasites belonging to the order
Kinetoplastida (Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976) and family
Trypanosomatidae (Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905), genus
Leishmania (Ross, 1903) and is transmitted to vertebrate hosts by
sand fly vectors.

The cutaneous form of leishmaniasis is the most common and
represents 50-75% of new cases reported (World Health
Organization, 1998). The other forms of the disease are mucosal and
visceral leishmaniasis (Herwaldt, 1999).

The main drugs for the treatment of leishmaniasis are the pen-
tavalent antimonials and the second-line drugs include pentamidine
and amphotericin B (Gadelha et al., 1990; Monzote et al., 2007). Al-
though treatment with pentavalent antimony is usually effective the
disadvantages of this treatment, such as, parenteral administra-
tion, treatment duration, toxic effects, contraindications for heart
and renal diseases, high costs and parasite resistance should be con-
sidered (Mayrink et al., 2006; Monzote et al., 2007). Side effects are
also observed in pentamidine and amphotericin B treatment, so their
administration must also be carefully monitored by specialized
medical services.

Due to numerous side effects and difficulties in dealing with the
main drugs, there is a growing interest in the search for new
antileishmanial agents that have fewer side effects (Chan-Bacab and
Pefia-Rodriguez, 2001; Morales-Yuste et al., 2010). This has pro-
moted research into natural products with activity against protozoa.
Thus, plants and/or their compounds are being used to treat certain
diseases, especially skin diseases like cutaneous leishmaniasis
(Monzote et al., 2007).

The (-)a-bisabolol is a sesquiterpene alcohol found in various
essential oils of different plants and because of its pleasant
odor and pharmacological properties, it has been widely used in
industry, in dermatology and cosmetic preparations (Gomes-
Carneiro et al.,, 2005). Moreover, recent studies have de-
monstrated the leishmanicidal activity of (-)a-bisabolol against

promastigote forms of Leishmania infantum (Morales-Yuste et al.,
2010). Thus, this study aims to evaluate the antileishmanial
activity of (-)o-bisabolol against promastigotes and the intracel-
lular amastigote stage of L. amazonensis, which causes cutaneous
leishmaniasis.

2. Materials and methods
2.1. Parasites

The parasite strain used was MHOM/BR/76/Ma-76 Leish-
mania amazonensis isolated from a patient with diffuse cu-
taneous leishmaniasis, maintained by serial passages in BALB/c
mice and periodically reisolated in culture. The strain was charac-
terized by the isoenzyme technique and lecithin (Schottelius
and Gongalves da Costa, 1982). All experiments with animals
were conducted in accordance with the guidelines for exper-
imental procedures of Oswaldo Cruz Foundation (Licence n°
L.0001/07).

2.2. Sesquiterpene

The purity of (-)o-bisabolol (97%, Carl Roth, Karlsruhe, Germany)
was determined by GC-FID and MS (conditions below). (-)o-
bisabolol was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) and medium
for the assays, as described below. Gas chromatographic analysis
was performed using an Agilent 6890 gas chromatograph (GC) (Palo
Alto, CA, USA) equipped with a flame ionization detector (FID) and
a DB-5 (5% phenyl/95% dimethylpolysiloxane) fused silica capil-
lary column (25 m x 0.32 mm x 0.25 pm) and hydrogen was the
carrier gas (1.0 ml min™). The injector temperature was kept at 250 °C
and the oven temperature programmed from 70 to 280 °C at a rate
of 10 °C min~'. Detector (FID) was operated at 280 °C. The identity
of the (-)a-bisabolol was also verified by GC-MS (5973 Agilent), using
helium as the carrier gas and the same conditions as above. One
microliter of a 1% solution of the (—)o-bisabolol in dichloromethane
was injected in the splitless mode.
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2.3. Antileishmanial activity

L. amazonensis amastigotes MHOM/BR/76/Ma-76 were isolated
from BALB/c mice lesions and maintained as promastigote forms
at 26 °C in LIBHIT medium containing 10% inactivated fetal bovine
serum (FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100 ug streptomycin/
ml and 100 U/ml penicillin (Sigma-Aldrich). The parasites (10°
parasites/ml) were incubated at 26 °C in LIBHIT, in the absence or
presence of different concentrations of (—)o-bisabolol for 24 and 48 h
in a 96-well plate. The number of parasites was determined by count-
ing in a Neubauer chamber. The concentration that inhibited parasite
growth by 50% (ICso) was determined after 24 and 48 h by regres-
sion analysis using the Prism 5.0 software. Each assay was carried
out in triplicate in three independent experiments.

2.4. Cytotoxicity assay

The neutral red accumulation assay was performed according
to Borenfreund and Puerner (1985). Macrophages ]774.G8 were
plated at 1x 10° cells/well in 96-well microplates with DMEM
medium, supplemented with 10% inactivated FBS and incubated
for 2 h at 37 °Cin 5% CO, to obtain confluent growth of the cells. A
positive control (with Amphotericin B diluted from 4 to 0.12 ug/
mL) and a negative control (without drugs) were included in each
experiment. After 24 h the medium was removed, and different
concentrations of (—)o-bisabolol (1.86-60 pg/ml) were added to each
well containing the cells. Thereafter, the plates were incubated for
24 h. Cells were then washed and incubated with a culture medium
containing 100 pug/ml of neutral red (NR) dye (Sigma), and the cells
were incubated for 3 h. Then the neutral red medium was dis-
carded and the cells were rinsed twice at 37 °C in PBS pH 7.4 in
order to remove the non-incorporated dye. Then 100 ul of 50%
ethanol and 1% acetic acid solution was added to each well to fix
the cells releasing the neutral red into solution. The plates were
shaken for 10 min, and solution absorbance in each well was mea-
sured in a Microplate Reader Benchmark at 540 nm, and compared
with wells containing untreated cells. The absorbance of each in-
dividual well, minus the blank value, was calculated and then the
percentage of viable cells in relation to controls cultured in the
medium alone was determined. The 50% cytotoxic concentration
(CCs0) was determined by regression analysis using the Prism 5.0
software. Each assay was carried out in triplicate in three indepen-
dent experiments.

2.5. Murine macrophage culture and infection

To evaluate the effects of the (-)a-bisabolol on the intracellular
L. amazonensis amastigote forms, resident macrophages were ob-
tained after peritoneal injection of 5 ml of RPMI medium in BALB/c
mice. Peritoneal exudate cells (1 x 10 cells) were washed and plated
onto glass coverslips placed with the wells of a 24-well plate con-
taining complete culture DMEM medium supplemented with 10%
inactivated FBS. Non-adherent cells were washed out and murine
macrophages were cultivated in complete culture medium. Mac-
rophages were infected with L. amazonensis MHOM/BR/76/Ma-76
in the stationary growth phase using a ratio 1:10 at 35 °C for 4 h.
Cells were washed to remove non-internalized amastigotes. There-
after macrophages were treated with several concentrations of (-)a-
bisabolol (1.86-15 pg/ml) and incubated for 24 h. Then the cells were
washed with PBS, fixed in methanol, and stained with Giemsa. The
percentage of infected macrophages was determined by counting
100 cells in duplicate. The survival index was determined by mul-
tiplying the percentage of infected macrophages by the mean number
of parasites per infected cell.

2.6. Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy was performed on
promastigotes and intracellular amastigotes. The L. amazonensis
promastigote forms were treated with (-)a-bisabolol (ICsp) or in-
cubated with medium alone. After 2, 4, 8, 16 and 24 h-incubation
the promastigotes were collected by centrifugation at 1500 g. The
resident macrophages were infected by amastigote forms, and after
4 h they were washed to remove any non-internalized parasites, and
treated with ICso of (—)a-bisabolol for 24 h. After that cells were pro-
cessed as described hereafter. After being collected, the cells were
washed in 0.01 M phosphate-buffered saline at pH 7.2, fixed in 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer at 4 °C and
postfixed in a solution containing 1% osmium tetroxide and 0.8%
potassium ferrocyanide in 0.1 M cacodylate buffer, washed in the
same buffer, dehydrated in acetone, and embedded in Epon® resin.
Ultrathin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate.
The promastigotes and intracellular amastigotes were examined in
a Jeol 1011 transmission electron microscopy.

2.7. Flow cytometric analysis

Promastigote forms of L. amazonensis (1 x 10° parasites) were in-
cubated for 24 h at 26 °C with 8.07 pg/ml of (-)o-bisabolol (treated)
or with culture medium (untreated). After this period the para-
sites were incubated with 50 nM Tetramethylrhodamine, Ethyl Ester
(TMRE) (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) for 15 min at room
temperature in separate tubes. After this procedure, the samples
were placed on ice and immediately analyzed on flow cytometric.

2.8. Data acquisition an analysis

The samples were analyzed in a FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). The resultant fluorescence
of TMRE was measured in the FL2 channel. The cell-Quest soft-
ware Summit v4.3 was used for data acquisition and analysis. A total
of 10,000 events were acquired in the region previously estab-
lished as that of the parasites.

3. Results

The incubation of promastigotes of L. amazonensis with (=)o~
bisabolol inhibited the parasite growth efficiently. The ICso/24 h value
was 8.07 ug/ml +0.09 (Fig. 1A) and the ICs0/48 h was 4.26 + 0.23
(Fig. 1B). The value of 50% cytotoxic concentration on J774.G8 mac-
rophages was of 14.82 ug/ml+0.12.

Intracellular amastigotes treated with the different (-)a-bisabolol
concentrations caused a significant decrease (p <0.01) in the sur-
vival index when compared with control (Fig. 2). According to the
calculation made by the statistical Prism 5.0 software the concen-
tration of (-)o-bisabolol necessary to reduce by 50% the survival
index of intracellular amastigotes was 4.15 pg/ml + 0.07. These results
suggest that intracellular amastigotes were more sensitive to (-)o-
bisabolol treatment than the promastigotes, suggesting that besides
the direct action of (-)a-bisabolol there is also an indirect action
through the activation of macrophages. Light microscopy analysis
of macrophages showed that 99% of the infected non-treated cells
had amastigotes in the parasitophorous vacuoles. The average of
amastigotes inside vacuoles was 3.33%. On the other hand 86% of
macrophages treated with 8.07 ug/ml of (-)o-bisabolol, the same
concentration of ICsy as to promastigotes, were infected with an
average of 1.78 amastigotes per cell. This average was less than that
observed in the infected but non-treated control cells (Fig. 3).

Electron microscopy analyses of treated and untreated
L. amazonensis promastigotes and internalized amastigotes were
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Fig. 1. Effects of (-)a-bisabolol on Leishmania amazonensis promastigote forms. The line represents the mean + standard deviation of three independent experiments carried
out in triplicate. Viability of promastigote forms treated for 24 h (A) and 48 h (B), expressed in percentage.
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Fig. 2. Inhibition of intracellular amastigotes treated with (-)a-bisabolol for 24 h
in LIBHIT medium. Each column represents the numbers of intracellular amastigotes
treated with different concentrations. The value represents the mean of three in-
dependent experiments in duplicate and calculated by regression analysis using the
Prism 5.0 software.

performed in order to determine the ultrastructural changes caused
by the (-)o-bisabolol (ICso for promastigotes and amastigotes).

The ultrastructural analysis of L. amazonensis untreated
promastigotes in Fig 4A shows the well-preserved cell morpholo-
gy. Promastigotes treated with (-)a-bisabolol for 2 h in Fig 4B showed
no changes in cell shape; however, mitochondrial swelling with loss
of cristae was noted. At this time a nuclear membrane alteration
was also observed. After 4 h in Fig 4C of treatment numerous vacu-
oles were seen as well as lipid inclusions with different sizes,
condensed mitochondrial matrix and nucleus with localization at
the periphery. Parasites treated for 8 h, Fig 4D, also showed con-
densed mitochondrial matrix and lipid inclusions. Sixteen hours,
Fig 4E, of treatment showed parasites with nuclear membrane de-
tachment, chromatin condensation, lipid inclusions, loss of cytoplasm
organelles, plasma membrane with detachment of the lipid bilayer
and loss of microtubule organization. Finally 24 h after treatment
in Fig 4F, the shape of parasite was preserved; however, there were
an enhancement of plasma membrane blebs and severe damage of
the cytoplasm.

Figure 5A and 5B of the untreated infected macrophages show
the well-preserved ultrastructural morphology of the amastigotes.
Infected macrophages treated with (-)o-bisabolol showed ultra-
structural alterations in the amastigotes, such as, the presence of

[ 20 ym \

Fig. 3. Leishmanicidal activity against Leishmania amazonensis amastigotes in macrophages grown in DMEM at 37 °C in 5% CO». (A) L. amazonensis infected cells after 24 h
of infection show the presence of numerous internalized amastigotes. (B) L. amazonensis infected cells treated for 24 h with (-)a-bisabolol, using the same concentration

used for the ICso promastigotes, showing few amastigotes.
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Fig. 4. Transmission electron microscopy of Leishmania amazonensis promastigote forms treated for different times with (-)a-bisabolol (8.07 ug/mL). (A) Untreated para-
site, showing the characteristic structure of kinetoplastids (K), flagellar pocket (FP) and nucleus (N); (B) parasites treated for 2 h showing mitochondrial swelling (M) and
electron-dense structures (large arrow); (C) 4 h of treatment showing cellular disorganization, enhancement of lipid droplets (L) in the cytoplasm and vesicles in the fla-
gellar pocket (FP) (large arrow); (D) 8 h of treatment showing cellular disorganization and enhancement of lipid droplets (L) in the cytoplasm and condensed mitochondrial
matrix (M), Kinetoplast damage (K) and vesicles in the flagellar pocket (FP) (white arrows); (E) 16 h of treatment showing enhancement of lipid droplets (L), chromatin
condensation, detachment of lipid bilayer (asterisk), disruption of subpellicular microtubules and loss of cytoplasmic organelles; (F) 24 h of treatment showing plasma mem-
brane with blebs (arrow) and severe damage to the cytoplasm.

vacuoles (V) in the cytoplasm, loss of mitochondria cristae, kineto-
plast damage and shrinking of the parasites (Fig. 5C and D).

TMRE was used in order to demonstrate the existence of changes
in the parasite mitochondrial permeability when treated with (-)o.-
bisabolol. The results of flow cytometry showed a disruption of
69.06% in the mitochondrial membrane potential (A¥) in
promastigotes forms treated with ICsq of (—)a-bisabolol (Fig. 6C). On
the other hand, the untreated promastigotes showed a decrease of
about 17% in the mitochondrial AWy, (Fig. 6B).

4. Discussion and conclusion

In this study we evaluated the activity of (—)o-bisabolol against
Leishmania. Our interest was based on its antibacterial activity
(Brehm-Stecher and Johnson, 2003) and in vitro action in L. infantum
(Morales-Yuste et al., 2010).

Approximately 80% of the world population uses traditional medi-
cines, primarily based on natural products (Gachet et al., 2010).
Previous studies have shown the antileishmanial action of new drugs
isolated from plants (Guimaraes et al., 2010; Medeiros et al., 2011;
Monzote et al., 2007; Morales-Yuste et al., 2010). The sesquiter-
pene alcohol (-)o-bisabolol has anti-inflammatory, anti-ulcerous and
sedating activity on the central nervous system (Morales-Yuste et al.,
2010) and is also able to increase the permeability of Staphylococ-
cus aureus and Escherichia coli membranes as shown by Brehm-
Stecher and Johnson (2003).

In our study the antileishmanial action of (-)c-bisabolol was con-
firmed against L. amazonensis, showing that this compound was able
to inhibit promastigote growth in 50% - ICso — in a concentration of
8.07 ug/ml. When tested against amastigote forms the (-)o-bisabolol
inhibited the growth in 50% - ICso — at a lower concentration of
4.15 pg/ml. These results suggested that intracellular amastigotes were
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Fig. 5. Ultrastructural effects of (-)a-bisabolol on intracellular Leishmania amazonensis amastigotes. (A and B) Typical morphology of amastigotes in non-treated and in-
fected macrophages; (C and D) Infected macrophages treated with (-)a-bisabolol showed ultrastructural changes in the amastigotes inside parasitophorous vacuoles and

the presence of vacuoles (V) in the amastigote cytoplasm and kinetoplast shrinking.

more susceptible to being killed by (-)a-bisabolol treatment cor-
roborating with Ueda-Nakamura et al. (2006) in their studies with
L. amazonensis and essential oil from Ocimum gratissimum.

The efficient antileishmanial action of (-)a-bisabolol can be at-
tributed to the presence of the hydroxyl group in this compound
(Morales-Yuste et al., 2010; Wink, 2008). Besides this antileishmanial
activity, we also showed that the (-)o-bisabolol can pass through
the cell membrane and destroy the intracellular amastigotes without
causing any change in the J774.G8 cells. This ability to pass through
the promastigotes and amastigotes membrane is found in highly li-
pophilic components, such as compounds derived from plants. This
feature can contribute to the toxic activity of these compounds
against various microorganisms, such as Leishmania. When cross-
ing the cell membrane, these compounds can lead to a loss of the
impermeability to intracellular electrolytes, which can cause cell
death (Medeiros et al., 2011).

According to recent studies, the changes in membrane
permeability, particularly in the mitochondrial membrane, may lead

to parasite programmed death. The impairment of the mitochon-
drial membrane potential (A%¥r,) can be observed using TMRE. This
dye is accumulated by healthy cells in the mitochondria, evidenc-
ing the mitochondrial potential (Mutai and Waitumbi, 2010; Salomao
et al., 2013). Using this dye it was possible to show that the (-)o-
bisabolol is able to cross the mitochondrial membrane, which can
lead to parasite death. This result confirms the toxic effects of highly
lipophilic compounds derived from plants, as demonstrated by
Medeiros et al. (2011). The ability of (—)o-bisabolol to cross mem-
branes is essential to its leishmanicidal activity, since Leishmania spp.
is an obligate intracellular parasite. Therefore, the compound must
cross both cell and parasite membranes in order to get to its target.

The first and most important morphological alteration ob-
served in the promastigote forms treated for 2 h with (-)a-bisabolol
was mitochondrial swelling, indicating damage and significant
changes in this organelle. Similar swellings have been shown in Leish-
mania sp treated with the sesquiterpene Polygodial (Corréa et al.,
2011), and treated with Eupomatenoid-5 (Vendrametto et al., 2010).
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Fig. 6. Flow cytometry of Leishmania amazonensis to evaluate the mitochondrial membrane potential (A%¥nm). (A) Promastigotes captured in the gated region; (B) represen-
tative histograms of non-treated promastigotes incubated with TMRE; (C) promastigotes treated with 8.07 pg/ml of (-)o-bisabolol for 24 h and incubated with TMRE. (B) In
R3 it was possible to observe 83.17% of the mitochondria with their A¥, preserved. In R2 it was possible to see changes in A¥, of 17.68%. (C) In R3 we see 32.13% of mi-
tochondria with their AW, preserved, while R2 shows 69.06% of treated parasites with their AWy, disrupted.

Other cell alterations such as membrane damage, breakdown of
subpellicular microtubules, presence of lipid inclusions, vesicular
formations in the flagellar pocket, swelling of the kinetoplast and
the loss of cytoplasmic organelles have been described in our study.
Some of these changes were also described by Rodrigues et al. (2008)
and Medeiros et al. (2011) in experiments with Leishmania and
julocrotine or Leishmania and essential oil of Lippia sidoides Cham,
respectively. The morphological alterations observed extended to
other organelles and culminated with the total destruction of the
parasites. As observed by other authors (Corréa et al., 2011) these
alterations were time dependent.

Another hypothesis to explain the death of the parasites is er-
gosterol biosynthesis inhibition by treatment with sesquiterpene.
This fact has been reported by several authors attempting to explain
the antileishmanial action of compounds derived from plants
(Medeiros et al., 2011; Vendrametto et al., 2010).

In conclusion, the sesquiterpene alcohol (-)o-bisabolol showed
cytotoxic effects in vitro against L. amazonensis promastigotes and
amastigotes causing parasite destruction. Thus, it appears that
(-)o-bisabolol could be explored for the development of new
antileishmanial drugs. These results open new prospects for re-
search that can contribute to the development of products based
on compounds from plants for the treatment of cutaneous
leishmaniasis.
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