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RESUMO 

As leishmanioses são um grupo de doenças infecciosas, não contagiosas, de caráter 

antropozoonótico e emergencial, endêmicas em cinco continentes e cuja incidência apresentada 

é alta. Os fármacos utilizados no tratamento atualmente possuem diversas limitações, tais como 

indução de efeitos colaterais, alto custo, emergência de cepas resistentes e administração 

prolongada. Em vista disso, há uma necessidade crescente de formular novos meios 

terapêuticos eficazes e não tóxicos. Os produtos naturais têm se destacado, e se tornado alvo 

de muitos estudos. O óleo essencial extraído da Eugenia dysenterica (Mart) DC. (OEEd), 

planta frutífera comum no Cerrado brasileiro, possui associação com propriedades 

antioxidante, antibacteriana, antifúngica e antiparasitária, mas ainda não possui estudos que 

avaliem o seu potencial antileishmania. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do 

OEEd contra formas amastigotas internalizadas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e os 

potenciais mecanismos de ação. O OEEd apresentou atividade indireta contra o parasito, com 

concentração efetiva contra amastigotas intramacrofágicas (CE50= 5,95 μM), elevação dos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-12, IL-1β, ON e EROs), e diminuição de IL-

10 e da atividade da arginase. Apresentou índice de seletividade maior do que o do fármaco de 

referência, sendo 31,7 vezes mais seletivo que o antimoniato de meglumina contra formas 

amastigotas intramacrofágicas. Nosso estudo sugere que o OEEd possui atividade 

antileishmania in vitro promissora, sendo um próspero candidato para investigação em ensaios 

in vivo. 

 

Palavras-chaves: Eugenia dysenterica; óleo essencial; antileishmania; atividade macrofágica.   
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INTRODUÇÃO 

As leishmanioses são um grupo de doenças infecciosas, não contagiosas, de caráter 

antropozoonótico e emergencial. São endêmicas em cinco continentes e se encontram 

presentes, principalmente, em regiões tropicais e subtropicais (Divenuto et al., 2023). Cerca de 

350 milhões de pessoas vivem em áreas de risco de contaminação, com incidência estimada de 

700.000 a 1 milhão de novos casos por ano (WHO, 2023). 

Essas doenças são causadas por parasitas do gênero Leishmania, transmitidos ao 

homem através do repasto sanguíneo de insetos flebotomíneos fêmeas dos gêneros Lutzomyia 

e Phlebotomus (Cecílio et al., 2022). Com relação ao espectro clínico, este é variado e depende 

de fatores inerentes ao hospedeiro e ao parasita, podendo ser: dermatotrópico (leishmaniose 

cutânea localizada, leishmaniose cutânea mucosa, leishmaniose cutânea difusa, leishmaniose 

cutânea disseminada e dérmica pós-calazar (LCPC) ou não dermatotrópico (leishmaniose 

visceral). Esta última manifestação apresenta um maior grau de letalidade, principalmente se a 

terapêutica for ineficaz ou, simplesmente, se a mesma não for realizada (Gonçalves el at., 2022; 

Akbari el at., 2021). 

O tratamento contra as leishmanioses é fundamentado em fármacos de primeira linha, 

de uso histórico e universal, com destaque para os antimoniais pentavalentes (antimoniato de 

meglumina ou estibogluconato de sódio), e os de segunda linha, como a anfotericina B e suas 

formulações lipossomais (paromomicina, pentamidina e a miltefosina), que são administrados 

principalmente por via parenteral, com exceção da miltefosina que é por via oral (Morais el at., 

2020). Todos os fármacos estão associados a limitações relevantes como, por exemplo, falha 

terapêutica e indução de efeitos colaterais como alta toxicidade, alto custo, emergência de cepas 

resistentes e administração prolongada (Santiago el at., 2021).   

 Portanto, a necessidade de uma nova terapêutica eficaz e que gere menos efeitos 
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colaterais é crescente. Em pesquisas de novos agentes antileishmania, os compostos derivados 

das plantas são uma alternativa promissora que vem se destacando no âmbito farmacêutico.       

Dentre eles, destacam-se os óleos essenciais, substâncias voláteis biologicamente ativas 

produzidas a partir do metabolismo secundário das plantas (Fuentes el at., 2021). 

O gênero Eugenia é considerado um dos maiores da família Myrtaceae, com cerca de 

400 espécies já identificadas, que se destacam pelo seu grande potencial econômico e 

farmacológico. Os óleos essenciais obtidos através delas demonstraram possuir uma grande 

diversidade química, tendo como componentes principais os sesquiterpenos cíclicos, 

compostos que apresentam relevante potencial terapêutico e que promovem alterações na 

membrana mitocondrial e plasmática do parasita (Fidelis el at., 2022; Araújo el at., 2019). 

Dentre as espécies deste gênero que já demonstraram possuir atividade antileishmania, 

destacam-se Eugenia piauhiensis Vellaff, Eugenia gracillima Kiaersk e Eugenia uniflora, cujos 

efeitos já foram abordados em outros trabalhos (Fidelis el at., 2022; Nunes el at., 2021; Gomes 

Vidal Sampaio el at., 2021: Rodrigues el at., 2013). 

A espécie Eugenia dysenterica (Mart) DC. é uma planta frutífera de porte médio e 

galhos tortuosos, muito comum no Cerrado. É popularmente conhecida no Brasil como 

“cagaita” ou “cagaiteira” devido à ação laxativa dos seus frutos, que são globosos e de 

coloração amarela (da Costa el at., 2020; Araújo el at., 2019). Os fitoconstituintes obtidos a 

partir do extrato dessa planta demonstraram possuir associação com propriedades 

antioxidantes, antibacterianas, antifúngica e antiparasitárias, além do efeito gástrico já 

mencionado (Araújo el at., 2019). Além disso, investigações fitoquímicas relataram que as 

folhas de E. dysenterica possuem vários monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres alifáticos e 

álcoois em sua composição (Dias el at., 2023; Santana el at., 2022). 

 Com base em estudos anteriores, que revelaram atividade antileishmania de óleos 

essenciais extraídos de outras espécies do gênero Eugenia, este trabalho teve como objetivo 
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avaliar os efeitos do óleo essencial da espécie E. dysenterica (OEEd) sobre a infecção de 

macrófagos J774.A1 por Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

2  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1  Manutenção dos parasitas e células de mamíferos 

Foram utilizadas promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) mantidas a 26 

°C por meio de repiques semanais em tubos de ensaio com meio Schneider suplementado com 

10 % de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Dias 

el at., 2020). 

A linhagem de macrófagos J774 A.1 (concedidas pelo banco de células do Rio de 

Janeiro, Brasil) foi cultivada em meio DMEM suplementado com 10 % de SFB, 100 U/mL de 

penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina, pH 7,2  a 37 ºC em incubadora com demanda de 5 

% de CO2 e 80 % umidade (Dias el at., 2020; Nunes el at., 2021) 

 

2.2  Ensaio de atividade antileishmania sobre formas amastigotas intracelulares 

Em uma placa de 24 poços contendo lamínulas de vidro estéreis de 13 mm foram 

adicionados macrófagos J774 A.1 na proporção de 1 x 105 de células em 1 mL de meio DMEM 

suplementado. Posteriormente, a placa foi incubada a 37 ºC e 5 % de CO2 por um período de 4 

h para possibilitar a adesão celular. Após esse tempo, 200 μL de um novo meio contendo 

formas promastigotas de L. amazonensis em sua forma estacionária, na proporção de 10 

parasitas por macrófago, foram adicionados em cada poço. Seguido a isso, a placa foi incubada 

por mais 12 horas a 37 ºC e 5 % de CO2 para que a infecção ocorresse e, passado esse tempo, 

aspirou-se o meio para remover as formas promastigotas não internalizadas. Foram feitas três 

lavagens com PBS e depois adicionado 1 mL de um novo meio contendo o antimoniato de 

meglumina e o composto OEEd em concentrações de 50 – 1,56 µg/mL, para posterior 
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incubação de 72 h. Posteriormente as lamínulas foram retiradas, fixadas e coradas com 

panóptico rápido para análise microscópica. Para cada lamínula avaliou-se o mínimo de 300 

macrófagos quanto à proporção de células infectadas e o número de parasitas por célula. Os 

valores obtidos foram utilizados para o cálculo da concentração efetiva média (CE50), e o grupo 

controle negativo foi realizado com meio DMEM completo a 0,5 % de DMSO, sendo 

constituído pelos macrófagos infectados e não tratados, enquanto que o positivo foi constituído 

pelas células infectadas e tratadas com antimoniato de meglumina (Glucantime). Por fim, o 

sobrenadante foi retirado e armazenado a - 20 °C para posterior análise de mecanismos 

indiretos (Sousa el at., 2023; Feitosa el at., 2021; Borges el at., 2020).  

 

2.3  Avaliação do perfil imunomodulador do óleo essencial da espécie E. dysenterica 

sobre macrófagos infectados com L. amazonensis 

2.3.1.  Dosagem de citocinas 

A análise das citocinas produzidas após o tratamento com o OEEd foi realizada a partir 

dos sobrenadantes obtidos da infecção dos macrófagos. A dosagem de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-

10 e IL-12 foi feita através do método de ELISA sanduíche, segundo padrão já estabelecido 

pelo fabricante do kit (eBioscience). Para isso utilizou-se placas de 96 poços, que foram 

sensibilizadas com 50 µL/poço do anticorpo de captura anti-citocina durante 18 horas a 4 ºC. 

Foi feita a lavagem da placa com PBS e posterior aplicação de 100 µL/poço de uma solução 

de bloqueio constituída por PBS a 10 % de soro fetal bovino (SFB) + Tween 20, seguido de 

incubação por 1 hora à temperatura ambiente. Passado esse tempo, realizou-se uma nova 

lavagem com PBS seguida da adição do padrão (diferentes concentrações de citocinas 

recombinantes) e das amostras em duplicata (sobrenadantes oriundos da infecção) aos poços, 

para incubar por mais 2 horas à temperatura ambiente. Realizada uma nova lavagem, a placa 

foi então incubada por mais 1 hora com 50 µL do anticorpo de detecção conjugado à enzima 
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peroxidase, à temperatura ambiente e sob proteção da luz. Por fim, foi feita uma lavagem 

adicional e obteve-se a revelação da reação após adicionar o substrato cromogênico 

(tetrametilbenzidina + peróxido de hidrogênio). A reação foi então finalizada após 15 minutos, 

a partir da adição de ácido sulfúrico 1N, para enfim obter a leitura em espectrofotômetro a 450 

nm. Os resultados foram analisados com o auxílio do Software Softmax (Miramin-Mohammadi 

el at., 2021; Nunes el at., 2021). 

 

2.3.2  Dosagem de Óxido Nítrico (ON) 

A mensuração indireta de ON foi avaliada pela estimativa da concentração de nitrito 

em sobrenadantes dos ensaios de infecção pelo método de Griess. Inicialmente, 100 µL dos 

sobrenadantes do ensaio de infecção de macrófagos com igual volume de reagente de Griess 

preparado no momento da análise (1 % sulfanilamida, 0,1 % dicloridrato de N- (1 naftil)-

etilenodiamina, 2,5 % orto-fosfórico ácido) foram adicionados em uma placa de 96 poços 

(Amorin et al,, 2012); assim como a concentração seriada (2–125 μL) de NaNO₂  em meio 

DMEM para realização da curva padrão.  A placa permaneceu incubada durante 10 min em 

temperatura ambiente e logo após foi lida em um espectrofotômetro a 540 nm. A concentração 

de nitrito foi estimada por interpolação da curva-padrão (Nunes et al, 2021). 

 

2.3.3  Determinação da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

 Para determinar os níveis de EROs em macrófagos J774 A.1infectados com L. 

amazonensis e tratados com o OEEd, foi utilizado o teste de H2DCFDA 

(diclorodihidrofluoresceína), um composto não fluorescente, mas quando oxidado na presença 

de EROs torna-se diclorofluoresceína (DCF), um isolado altamente fluorescente (Machado et 

a,, 2021). A princípio, foram semeados macrófagos (1 × 106 por poço) em placas de 96 poços 

contendo meio DMEM suplementado, em seguida incubados por 3 h a 37 °C e 5 % de CO2, 
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realizando assim a adesão celular. Após a adesão, estes macrófagos foram infectados com 

formas promastigotas de L. amazonensis na proporção de 10:1 leishmania/macrófago. Após 4 

h de incubação, os macrófagos infectados foram tratados com OEEd nas concentrações 3,12; 

6,25 e 12,5 μg/mL por 72 h. Em seguida 10 μL de corante H2DCFDA foram adicionados, 

atingindo uma concentração final de 20 μg/mL. A placa foi incubada a 37 °C por 30 min (no 

escuro), e a intensidade da fluorescência foi medida usando um espectrofluorômetro (FLx800) 

com 485 nm de excitação e 528 nm de emissão (Sousa et al, 2023). Como controle positivo foi 

utilizado o H2O2 (0,5 μg/mL), e o negativo as promastigotas mantidas em meio de cultura. 

 

2.3.4  Determinação da atividade da arginase em macrófagos 

 A dosagem de uréia ocorreu após a determinação da atividade da arginase em 

macrófagos infectados lisados. Inicialmente macrófagos J774 A.1 foram infectados com L. 

amazonensis, seguido do tratamento nas concentrações de 3,12; 6,25 e 12,5 μg/mL de OEEd 

respectivamente. Decorrido o período de tratamento, os macrófagos foram lisados através da 

adição de uma solução tampão, o Tritan-100, a 2 % por 30 min. Logo seguida, foi adicionado 

um conjunto de inibidores de proteases, com 100 μL de Tris-HCl a 25 mM (pH 7,4) e 10 μL 

de MnSO₄. O conteudo dos poços foi centrifulgado em uma rotação de 1500 x g por 30 minutos 

a 4 °C. Em seguida foi realizado a ativação da enzima por aquecimento a 12 min a 54 °C; o 

processo de hidrólise foi induzido pela incubação de 100 μL do lisado ativado com 100 μL de 

0,1 M de arginina (pH 9,7) a 37 °C, durante 1 h; a reação foi interrompida pela adição de 800 

μL de H2SO4–H₃PO₄– H2O (1:3:7) e 40 μL de α-isonitrosopropiofenona em metanol a 100 

%, e novamente aquecida a 100 °C ao longo de 30 minutos. Ensaios colorimétricos foram 

executados usando um FLUOstar OPTIMA leitor (BMG Labtech, Alemanha) a 540 nm, para 

mensurar a catalisação da arginase e a produção de 1 mol de ureia por minuto (Dias el at., 

2020). 
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2.4  Análise estatística 

 Para a análise estatística dos ensaios in vitro foram realizados pelo menos três 

experimentos independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas utilizando o 

software Graphpad Prism® versão 8.0, por meio da análise de variância (ANOVA), seguida 

pelo teste de Tukey, e sendo considerada significativa a diferença de p < 0,05. Por fim, os 

valores de CE50 e CC50 foram calculados por meio de regressão não linear (GraphPad 

Software). 

 

3  RESULTADOS  

3.1  Ensaio de atividade antileishmania sobre formas amastigotas intracelulares 

Na Fig. 1 estão apresentados os resultados após o tratamento com o OEEd, em 

macrófagos infectados com L. amazonensis. Foram analisados os parâmetros de porcentagem 

de infecção (Fig. 1 A) e o número de amastigotas por macrófago (Fig. 1 B), onde houve uma 

redução do número de ambos, mesmo quando em baixas concentrações. A porcentagem de 

inibição foi de 68,08%, 50,08%, 24,85% e 1,10% para as concentrações de 1,56 - 12,5 µg/mL 

respectivamente. A concentração efetiva contra 50 % dos parasitas, ou seja, o CE50 do OEEd 

foi de 5,95 µg/mL, enquanto que o gerado pelo antimoniato de meglumina foi de 658,7 µg/mL 

(Tabela 1).                      

Fig. 1 - Eficácia do óleo essencial de Eugenia dysenterica (OEEd) no tratamento de macrófagos 

J774 A.1 infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis por 72 h.  
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Fonte: Elaboração própria. A) Porcentagem de macrófagos infectados;(B) número de amastigotas por macrófago 

infectado. Macrófagos foram infectados na proporção de 106 promastigotas de L. amazonensis para cada célula. 

Em seguida, foram tratados com diferentes concentrações  de  OEEd  a  37  °C  e  5%  de  CO2     por  72h.  Após  

esse  tratamento,  as lamínulas foram coradas e analisadas em microscopia de luz. O gráfico representa a média ± 

desvio padrão de três experimentos independentes realizados em triplicata. ANOVA one-way seguida do pós-

teste de Tukey foi realizada para comparação entre os grupos com (*) p < 0,05; (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001 

em relação ao controle negativo (0,5% DMSO em DMEM completo). 

 

Tabela 1. Efeitos do óleo essencial de Eugenia dysenterica (OEEd) e do Antimoniato de meglumina na 

viabilidade de macrófagos J774 A.1 e índice de seletividade (IS).  

 

 

 

 

Compostos 

Macrófagos   J774 A.1 L. amazonensis 

CC50 

µg/mL 

CE50 

µg/mL 

IS 

J774 A.1 

OEEd 252,83 5,95 42,50 

Antimoniato de meglumina 658,7 492,6  1,34 

Fonte: Elaboração própria. Os dados representam a média ± erro padrão para três experimentos independentes 

realizados em triplicata. As diferentes concentrações médias contra amastigotas intra-macrofágicas (Concentração 

Efetiva - CE50) e macrófagos (Concentração Citotóxica - CC50) foram calculadas por meio de regressão não linear. 

IS = CC50 / CE5 

3.2  Avaliação do perfil imunomodulador do óleo essencial da espécie Eugenia 

dysenterica (Mart) DC. sobre macrófagos infectados com Leishmania amazonensis 

3.2.1.  Dosagem de citocinas 

A partir da observação dos resultados obtidos pelo tratamento com OEEd na taxa de 

infecção de macrófagos utilizando formas amastigotas intramacrofágicas de L. amazonensis, 

foi feita uma análise in vitro de uma possível associação da atividade antileishmania com a 

ativação macrofágica. Como mostrado na Fig. 2 o tratamento com o OEEd (μg/ mL) induziu 

um aumento na produção de TNF-α (Fig. 2 A), com maior valor significativo na concentração 

máxima administrada; IL-12 (Fig. 2 B), com significância somente na concentração de 12,5 

µg/mL; e IL-1β (Fig. 2 C). E promoveu diminuição de IL-10 (Fig. 2 D), com significância a 

partir da concentração de 6,25 µg/mL. No entanto, não afetou os níveis de IL-6 (Fig. 2 E) nas 
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condições avaliadas.                    Fig. 2- 

Fig.2 . Níveis de citocinas produzidas por macrófagos infectados com Leishmania 

(Leishmania) amazonensis e tratados com OEEd. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração pNíveis das citocinas TNF-α ( A ), IL-12 

( B ), IL-1β (C),  IL-10 ( D ) e IL-6 ( E ) produzidas por 

macrófagos  J774 A.1infectados com Leishmania 

(Leishmania) amazonensis e tratados com óleo essencial de 

Eugenia dysenterica (OEEd). As citocinas foram medidas 

pela técnica de ELISA (eBioscience) em cultura de 

macrófagos infectados e tratados por 72 h a 37 °C e 5% CO2. 

Os resultados representam média ± erro padrão para três 

experimentos independentes realizados em triplicata. 

ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Tukey foi 

realizada para comparar os grupos com (**) p < 0,01 vs. 

controle; (***) p < 0,001 vs. controle. C - Controle.   
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3.2.2  Dosagem da produção de ON, EROs e Arginase 

A geração de ON, EROs, e a inibição de Arginase, componentes relevantes e 

indicadores da ativação macrofágica, foi apurada em macrófagos incubados, infectados ou não 

com as formas promastigotas de L. amazonensis. Em macrófagos infectados com L. 

amazonensis, foi observado o aumento na produção de elementos leishmanicidas, como o ON 

(Fig. 3 A), cuja elevação dos níveis ocorreu em todas as concentrações (3,12 - 12,5 μg/mL). 

Quando investigada a geração de EROs (Fig. 3 B) em macrófagos estimulados por Leishmania, 

também observou-se um aumento dos níveis de EROs nas concentrações de 3,12 - 12,5 µg/mL. 

A atividade da arginase (Fig. 3 C), mensurada pelos níveis de ureia produzidos por macrófagos 

infectados, apresentou redução nas concentrações de 3,12 - 12,5  µg/mL, quando comparado 

ao controle.              

Fig. 3. Níveis de Óxido Nitrico (ON), Espécies reativas de oxigênio (EROs) e Ureia expressados por macrófagos 

infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis e tratados óleo essencial de Eugenia dysenterica (OEEd). 

 

 

 

 

  

 

    

    

Fonte: Elaboração própria. Os níveis de ON (A), EROS  (B) e 

Ureia (C) foram medidos em cultura de macrófagos  J774 A.1 

infectados com L. amazonensis e tratados com OEEd  por 72 h a 

37 °C e 5% de CO2. Os resultados representam médias ± erro 

padrão para três experimentos independentes realizados em 

triplicata. (*) p < 0,05 vs. controle; (****) p < 0,01 vs. controle; 

C = controle, LPS – lipopolissacarídeo de Escherichia coli (2 

µg/mL). Anti A – antimicina A (5 µM). 
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4  DISCUSSÃO 

Devido às limitações atreladas à terapêutica atual contra as leishmanioses, compostos 

naturais derivados de plantas têm sido grandes alvos de estudos quanto às suas propriedades 

antileishmaniais (Rodrigues el at, 2015). Portanto, avaliou-se neste trabalho a atividade do 

OEEd sobre a infecção de macrófagos por L. amazonensis, ou seja, a fim de analisar se o 

composto tem o potencial de modular a atividade macrofágica para eliminação da forma 

amastigota, que é a causadora dos sinais e sintomas das leishmanioses. 

Inicialmente verificou-se a atividade do OEEd sobre a infecção de macrófagos através 

dos parâmetros de percentagem de infecção e número de amastigotas por macrófagos. A 

eficácia deste modelo experimental sinaliza que a substância tem potencial para futuros estudos 

em modelos in vivo. Em nosso trabalho foi observado uma diminuição na porcentagem de 

infecção após o tratamento nas concentrações testadas, demonstrando a eficácia do OE em 

questão e inibição quase que totalitária na maior concentração, com um CE50 baixo de 5,95 

µg/mL. Logo, o OEEd provou ser tão eficaz quanto OEs como: Aloysia gratíssima; 

Chenopodium ambrosioides; Chrysopogon zizanioides; Endlicheria bracteolata (Meisn.); e 

Piper callosum que são considerados potenciais agentes antileishmania (Garcia el at, 2023; 

Oliveira el at, 2022; Rottini el at, 2019; Garcia el at, 2018; Monzote el at,  2006). 

O antimoniato de meglumina é o principal fármaco utilizado atualmente no tratamento 

contra as leishmanioses, exceto quando se tratam de mulheres grávidas e pacientes coinfectados 

com HIV (Gonçalves el at, 2021). Devido a isso, ele foi utilizado neste trabalho como controle 

positivo, a fim de observar e comparar seus resultados com os obtidos a partir do óleo em 

questão. O OEEd apresentou-se mais eficaz quando comparado ao fármaco de referência, com 

base no índice de seletividade (IS) obtido de 42,50, dado muito relevante tendo em vista que é 

necessário um valor superior a 20 para o fármaco ser considerado seguro (Evans el at,2001). 

Em contrapartida, o antimoniato de meglumina demonstrou possuir um IS de 1,34 o que reforça 



13 

a conhecida alta toxicidade e efeitos adversos que este medicamento dispõe (Mathison el at, 

2023). Sendo assim, o OEEd apresentou-se 31,7 vezes mais seletivo contra as formas 

amastigotas intramacrofágicas quando comparado ao fármaco. 

Considerando a eficácia do OEEd na redução do índice da infecção, foi investigado os 

mecanismos celulares indiretos de resposta imune a partir da produção de citocinas, ON, EROs 

e atividade de arginase, pois tratam-se de alvos terapêuticos de interesse atualmente (Sousa el 

at, 2023). 

Os macrófagos são uma das principais células de defesa do sistema imunológico, 

exercendo importante papel no combate ao parasita Leishmania spp. (Dias el at., 2020). A 

resposta imune Th1, através da estimulação de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IFN-

γ, IL-1β, IL-12, EROs e ON, está relacionada à inibição do crescimento parasitário. O TNF-α 

atua induzindo os macrófagos ao estresse oxidativo, a fim de produzir ON e EROs para 

promover uma proteção contra o parasita tanto in vitro como in vivo. Níveis elevados estão 

correlacionados com uma maior gravidade da lesão, indicando ser uma citocina que atua na 

resolução da infecção (Rostami el at., 2021; Michelon el at., 2020). Já a IL-12 está associada 

com a síntese de ON e consequente inibição do parasita, pois estimula a produção de IFN-γ e 

de células T CD4+, e a diferenciação destas (Nunes el at.; Rostami el at., 2021). Os resultados 

obtidos neste estudo sugerem que o efeito antiamastigota do OEEd está associado ao aumento 

da resposta Th1, evidenciada a partir da produção estimulada dos níveis de TNF-α, IL-12 e IL-

1β no sobrenadante de macrófagos infectados com L. amazonensis. 

As IL-6 e IL-10 (resposta Th2), quando em altos níveis, agem inibindo a ativação da 

resposta Th1, induzindo uma resposta citotóxica e colaborando com a progressão da doença. 

Esse aumento também bloqueia a ativação dos macrófagos, impedindo que os mesmos realizem 

sua função de combater os parasitas (Rostami el at.; Samant el at.,2021). Com isso, conclui-se 
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que a diminuição dos níveis de IL-10, observada após o tratamento com OEEd, indica que o 

composto foi capaz de estimular uma ação protetora contra os parasitas. 

O ON foi um elemento considerado por um longo período como o mecanismo primário 

mais eficaz envolvido na defesa contra o parasita Leishmania. É sintetizado a partir do 

aminoácido, L-arginina pelo óxido nítrico sintase induzível (iNOS), e possui a capacidade de 

prevenir danos teciduais indesejados ao interromper o recrutamento de fagócitos derivados de 

monócitos (Formaglio el at., 2021). Com relação à sua produção, foi observado um aumento 

relevante em seus níveis após o tratamento com OEEd. Como citado anteriormente, esse 

aumento é corroborado pela elevação dos níveis de IL-12 e pela redução da infecção; assim 

como, pelos resultados obtidos no estudo de Rodrigues, 2013 com a espécie E. uniflora, que 

indicou atividade leishmanicida. 

As EROs interagem com uma grande diversidade de moléculas, como proteínas, ácidos 

nucléicos, lipídios e carboidratos. Logo, a sua produção é indicativa da despolarização da 

membrana mitocondrial, e isso faz com que também desempenhem um importante papel na 

eliminação de patógenos intracelulares, e na diferenciação celular do parasita, assim como 

podem desencadear a morte do parasita por meio de artifícios equivalentes à apoptose. Após o 

tratamento com OEEd foi possível observar uma elevação em seus níveis, o que também 

corrobora com o fato do composto apresentar capacidade protetora contra os parasitas (Silva-

Silva el at.; Reverte el at., 2022; Miranda el at., 2017). 

Como já foi discutido, o OEEd conseguiu elevar os níveis de ON. Isso pode ter 

contribuído com a redução dos níveis de ureia, acompanhado da diminuição da atividade da 

arginase, que é antagônico do iNOS por competir pelo mesmo substrato, a L-arginina (Dias el 

at., 2020; Adinehbeigi el at., 2017). A arginase é um importante alvo farmacológico em função 

de ser uma metalohidrolase responsável pela biossíntese de poliaminas, e pela conversão da L-

arginina em L-ornitina e uréia, na fase final do ciclo da ureia, sendo, portanto, essencial para a 
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proliferação e manutenção do parasita e por promover a desintoxicação de EROs pela 

tripanotiona redutase (TR) (Assouab el at., 2022; da Silva el at., 2012). 

 

5  CONCLUSÃO 

Tendo em vista os resultados obtidos, o OEEd demonstrou possuir atividade 

antileishmania contra as formas amastigotas de L. amazonensis em concentrações seguras para 

a célula hospedeira. O estudo também demonstrou que a atividade leishmanicida obtida está 

associada à ativação dos mecanismos de resposta imune de macrófagos, fato evidenciado com 

a elevação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-12 e IL-1β), ON e EROs, e 

com a redução dos níveis de IL-10 e arginase. Esses achados corroboram com a interpretação 

do OEEd ser um ótimo candidato para estudos futuros em modelos in vivo.  
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