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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas, ndo contagiosas, de carater
antropozoondtico e emergencial, endémicas em cinco continentes e cuja incidéncia apresentada
é alta. Os farmacos utilizados no tratamento atualmente possuem diversas limitagdes, tais como
inducdo de efeitos colaterais, alto custo, emergéncia de cepas resistentes e administracao
prolongada. Em vista disso, ha uma necessidade crescente de formular novos meios
terapéuticos eficazes e ndo toxicos. Os produtos naturais tém se destacado, e se tornado alvo
de muitos estudos. O 0leo essencial extraido da Eugenia dysenterica (Mart) DC. (OEEd),
planta frutifera comum no Cerrado brasileiro, possui associacdo com propriedades
antioxidante, antibacteriana, antifungica e antiparasitaria, mas ainda ndo 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 € 0s
potenciais mecanismos de acdo. O OEEd apresentou atividade indireta contra o parasito, com
concentracdo efetiva contra amastigotas intramacrofagicas (CEso= 5,95 uM), elevac¢ao dos
niveis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-12, IL-1B, ON e EROs), e diminuigdo de IL-
10 e da atividade da arginase. Apresentou indice de seletividade maior do que o do farmaco de
referéncia, sendo 31,7 vezes mais seletivo que o antimoniato de meglumina contra formas
amastigotas intramacrofagicas. Nosso estudo sugere que o OEEd possui atividade
antileishmania in vitro promissora, sendo um préspero candidato para investigacdo em ensaios
in vivo.

Palavras-chaves: Eugenia dysenterica; 6leo essencial; antileishmania; atividade macrofagica.



INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas, ndo contagiosas, de carater
antropozoondtico e emergencial. Sdo endémicas em cinco continentes e se encontram
presentes, principalmente, em regides tropicais e subtropicais (Divenuto et al., 2023). Cerca de
350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de contaminacao, com incidéncia estimada de
700.000 a 1 milhdo de novos casos por ano (WHO, 2023).

Essas doengas sdo causadas por parasitas do género Leishmania, transmitidos ao
homem através do repasto sanguineo de insetos flebotomineos fémeas dos géneros Lutzomyia
e Phlebotomus (Cecilio et al., 2022). Com relacdo ao espectro clinico, este é variado e depende
de fatores inerentes ao hospedeiro e ao parasita, podendo ser: dermatotrépico (leishmaniose
cutdnea localizada, leishmaniose cutdnea mucosa, leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose
cutdnea disseminada e dérmica pés-calazar (LCPC) ou ndo dermatotrépico (leishmaniose
visceral). Esta ultima manifestacdo apresenta um maior grau de letalidade, principalmente se a
terapéutica for ineficaz ou, simplesmente, se a mesma ndo for realizada (Gongalves el at., 2022;
Akbari el at., 2021).

O tratamento contra as leishmanioses é fundamentado em farmacos de primeira linha,
de uso histdrico e universal, com destaque para 0s antimoniais pentavalentes (antimoniato de
meglumina ou estibogluconato de sodio), e os de segunda linha, como a anfotericina B e suas
formulagdes lipossomais (paromomicina, pentamidina e a miltefosina), que sé&o administrados
principalmente por via parenteral, com exce¢do da miltefosina que é por via oral (Morais el at.,
2020). Todos os farmacos estdo associados a limitagdes relevantes como, por exemplo, falha
terapéutica e inducéo de efeitos colaterais como alta toxicidade, alto custo, emergéncia de cepas
resistentes e administracdo prolongada (Santiago el at., 2021).

Portanto, a necessidade de uma nova terapéutica eficaz e que gere menos efeitos



colaterais € crescente. Em pesquisas de novos agentes antileishmania, os compostos derivados
das plantas séo uma alternativa promissora que vem se destacando no &mbito farmacéutico.

Dentre eles, destacam-se 0s 6leos essenciais, substancias volateis biologicamente ativas
produzidas a partir do metabolismo secundario das plantas (Fuentes el at., 2021).

O género Eugenia é considerado um dos maiores da familia Myrtaceae, com cerca de
400 espécies j& identificadas, que se destacam pelo seu grande potencial econémico e
farmacoldgico. Os 6leos essenciais obtidos atraves delas demonstraram possuir uma grande
diversidade quimica, tendo como componentes principais 0s sesquiterpenos ciclicos,
compostos que apresentam relevante potencial terapéutico e que promovem alteracfes na
membrana mitocondrial e plasmatica do parasita (Fidelis el at., 2022; Aradjo el at., 2019).
Dentre as espécies deste género que ja demonstraram possuir atividade antileishmania,
destacam-se Eugenia piauhiensis Vellaff, Eugenia gracillima Kiaersk e Eugenia uniflora, cujos
efeitos ja 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 frutifera de porte médio e
galhos tortuosos, muito comum no Cerrado. E popularmente conhecida no Brasil como
“cagaita” ou “cagaiteira” devido a acdo laxativa dos seus frutos, que sdo globosos e de
coloragdo amarela (da Costa el at., 2020; Araujo el at., 2019). Os fitoconstituintes obtidos a
partir do extrato dessa planta demonstraram possuir associacdo com propriedades
antioxidantes, antibacterianas, antifingica e antiparasitarias, além do efeito gastrico ja
mencionado (Aradjo el at., 2019). Além disso, investigacdes fitoquimicas relataram que as
folhas de E. dysenterica possuem varios monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres alifaticos e

alcoois em sua composicao (Dias el at., 2023; Santana el at., 2022).

Com base em estudos anteriores, que revelaram atividade antileishmania de 6leos

essenciais extraidos de outras espécies do género Eugenia, este trabalho teve como objetivo



avaliar os efeitos do 6leo essencial da espécie E. dysenterica (OEEd) sobre a infec¢do de

macrofagos J774.Al por Leishmania (Leishmania) amazonensis.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Manutencéo dos parasitas e células de mamiferos

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 pg/mL de estreptomicina (Dias
el at., 2020).

A linhagem de macrofagos 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 ug/mL de estreptomicina, pH 7,2 a 37 °C em incubadora com demanda de 5

% de COz 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 pocgos contendo laminulas de vidro estéreis de 13 mm foram
adicionados macrofagos J774 A.1 na proporcio de 1 x 10° de células em 1 mL de meio DMEM
suplementado. Posteriormente, a placa foi incubada a 37 °C e 5 % de CO2 por um periodo de 4
h para possibilitar a adesdo celular. Apds esse tempo, 200 uL de um novo meio contendo
formas promastigotas de L. amazonensis em sua forma estacionaria, na proporcao de 10
parasitas por macrofago, foram adicionados em cada poco. Seguido a isso, a placa foi incubada
por mais 12 horas a 37 °C e 5 % de CO; para que a infeccdo ocorresse e, passado esse tempo,
aspirou-se 0 meio para remover as formas promastigotas néo internalizadas. Foram feitas trés
lavagens com PBS e depois adicionado 1 mL de um novo meio contendo o antimoniato de

meglumina e o composto OEEd em concentracfes de 50 — 1,56 pg/mL, para posterior



incubagdo de 72 h. Posteriormente as laminulas foram retiradas, fixadas e coradas com
pandptico rapido para analise microscopica. Para cada laminula avaliou-se o minimo de 300
macrofagos quanto a proporgdo de células infectadas e o nimero de parasitas por célula. Os
valores obtidos foram utilizados para o célculo da concentracéo efetiva média (CEso), e 0 grupo
controle negativo foi realizado com meio DMEM completo a 0,5 % de DMSO, sendo
constituido pelos macrofagos infectados e ndo tratados, enquanto que o positivo foi constituido
pelas células infectadas e tratadas com antimoniato de meglumina (Glucantime). Por fim, o
sobrenadante foi retirado e armazenado a - 20 °C para posterior analise de mecanismos

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

2.3 Avaliacao do perfil imunomodulador do 6leo essencial da espécie E. dysenterica
sobre macro6fagos infectados com L. amazonensis
2.3.1. Dosagem de citocinas

A anélise das citocinas produzidas apds o tratamento com o OEEd foi realizada a partir
dos sobrenadantes obtidos da infeccdo dos macrofagos. A dosagem de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
10 e IL-12 foi feita através do método de ELISA sanduiche, segundo padréo ja estabelecido
pelo fabricante do kit (eBioscience). Para isso utilizou-se placas de 96 pocos, que foram
sensibilizadas com 50 pL/pogo do anticorpo de captura anti-citocina durante 18 horas a 4 °C.
Foi feita a lavagem da placa com PBS e posterior aplicacdo de 100 pL/pogo de uma solugéo
de blogueio constituida por PBS a 10 % de soro fetal bovino (SFB) + Tween 20, seguido de
incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente. Passado esse tempo, realizou-se uma nova
lavagem com PBS seguida da adicdo do padrdo (diferentes concentracfes de citocinas
recombinantes) e das amostras em duplicata (sobrenadantes oriundos da infec¢do) aos pocos,
para incubar por mais 2 horas a temperatura ambiente. Realizada uma nova lavagem, a placa

foi entdo incubada por mais 1 hora com 50 pL do anticorpo de deteccdo conjugado a enzima



peroxidase, a temperatura ambiente e sob protecdo da luz. Por fim, foi feita uma lavagem
adicional e obteve-se a revelacdo da reacdo apoOs adicionar o substrato cromogénico
(tetrametilbenzidina + perdxido de hidrogénio). A reagdo foi entdo finalizada apds 15 minutos,
a partir da adic&o de &cido sulfurico 1N, para enfim obter a leitura em espectrofotdmetro a 450
nm. Os resultados foram analisados com o auxilio do Software Softmax (Miramin-Mohammadi

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

2.3.2 Dosagem de Oxido Nitrico (ON)

A mensuracao indireta de ON foi avaliada pela estimativa da concentracao de nitrito
em sobrenadantes dos ensaios de infeccdo pelo método de Griess. Inicialmente, 100 pL dos
sobrenadantes do ensaio de infeccdo de macréfagos com igual volume de reagente de Griess
preparado no momento da andlise (1 % sulfanilamida, 0,1 % dicloridrato de N- (1 naftil)-
etilenodiamina, 2,5 % orto-fosférico acido) foram adicionados em uma placa de 96 pocos
(Amorin et al,, 2012); assim como a concentracdo seriada (2—125 uL) de NaNO, em meio
DMEM para realizacdo da curva padrdo. A placa permaneceu incubada durante 10 min em
temperatura ambiente e logo apds foi lida em um espectrofotdbmetro a 540 nm. A concentracédo

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

2.3.3 Determinacdo da producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Para determinar os niveis de EROs em macrofagos J774 A.linfectados com L.
amazonensis e tratados com o OEEd, foi utilizado o teste de H:DCFDA
(diclorodihidrofluoresceina), um composto ndo fluorescente, mas quando oxidado na presencga
de EROs torna-se diclorofluoresceina (DCF), um isolado altamente fluorescente (Machado et
a,, 2021). A principio, foram semeados macrdfagos (1 x 10° por pogo) em placas de 96 pogos

contendo meio DMEM suplementado, em seguida incubados por 3 h a 37 °C e 5 % de COy,



realizando assim a adesdo celular. Apos a adesdo, estes macrofagos foram infectados com
formas promastigotas de L. amazonensis na proporcao de 10:1 leishmania/macréfago. Apos 4
h de incubacdo, os macrdfagos infectados foram tratados com OEEd nas concentracfes 3,12;
6,25 e 12,5 pg/mL por 72 h. Em seguida 10 pL de corante H,DCFDA foram adicionados,
atingindo uma concentragéo final de 20 ug/mL. A placa foi incubada a 37 °C por 30 min (no
escuro), e a intensidade da fluorescéncia foi medida usando um espectrofluorometro (FLx800)
com 485 nm de excitacdo e 528 nm de emisséo (Sousa et al, 2023). Como controle positivo foi

utilizado o0 H>0> (0,5 pg/mL), e 0 negativo as promastigotas mantidas em meio de cultura.

2.3.4 Determinacao da atividade da arginase em macréfagos

A dosagem de uréia ocorreu apés a determinacdo da atividade da arginase em
macrofagos infectados lisados. Inicialmente macréfagos J774 A.1 foram infectados com L.
amazonensis, seguido do tratamento nas concentragdes de 3,12; 6,25 e 12,5 pg/mL de OEEd
respectivamente. Decorrido o periodo de tratamento, os macréfagos foram lisados através da
adicdo de uma solugédo tampéo, o Tritan-100, a 2 % por 30 min. Logo seguida, foi adicionado
um conjunto de inibidores de proteases, com 100 pL de Tris-HCl a 25 mM (pH 7,4) e 10 uL
de MnSQ,. O conteudo dos pogos foi centrifulgado em uma rotagédo de 1500 x g por 30 minutos
a 4 °C. Em seguida foi realizado a ativacdo da enzima por aquecimento a 12 min a 54 °C; o
processo de hidroélise foi induzido pela incubagdo de 100 pL do lisado ativado com 100 pL de
0,1 M de arginina (pH 9,7) a 37 °C, durante 1 h; a reacao foi interrompida pela adi¢do de 800
uL de H2SO4-H3PO,— H20 (1:3:7) e 40 uL de a-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 catalisagdo da arginase e a producédo de 1 mol de ureia por minuto (Dias el at.,

2020).



2.4 Anélise estatistica

Para a andlise estatistica dos ensaios in vitro foram realizados pelo menos trés
experimentos independentes. As diferencgas entre os grupos foram analisadas utilizando o
software Graphpad Prism® versdo 8.0, por meio da anélise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey, e sendo considerada significativa a diferenga de p < 0,05. Por fim, 0s
valores de CEso e CCso foram calculados por meio de regressdo ndo linear (GraphPad

Software).

3 RESULTADOS
3.1  Ensaio de atividade antileishmania sobre formas amastigotas intracelulares

Na Fig. 1 estdo apresentados os resultados ap6s o tratamento com o OEEd, em
macrofagos infectados com L. amazonensis. Foram analisados os parametros de porcentagem
de infecgdo (Fig. 1 A) e 0 nimero de amastigotas por macréfago (Fig. 1 B), onde houve uma
reducdo do nimero de ambos, mesmo quando em baixas concentragdes. A porcentagem de
inibicdo foi de 68,08%, 50,08%, 24,85% e 1,10% para as concentracdes de 1,56 - 12,5 pg/mL
respectivamente. A concentragao efetiva contra 50 % dos parasitas, ou seja, 0 CEso do OEEd
foi de 5,95 pg/mL, enquanto que o gerado pelo antimoniato de meglumina foi de 658,7 pg/mL
(Tabela 1).
Fig. 1 - Eficacia do 6leo essencial de Eugenia dysenterica (OEEd) no tratamento de macrofagos

J774 A.1 infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis por 72 h.
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Fonte: Elaboracédo propria. A) Porcentagem de macrofagos infectados;(B) nimero de amastigotas por macréfago
infectado. Macréfagos foram infectados na proporgdo de 10° promastigotas de L. amazonensis para cada célula.
Em seguida, foram tratados com diferentes concentracdes de OEEd a 37 °C e 5% de CO2 por 72h. Apoés
esse tratamento, as laminulas foram coradas e analisadas em microscopia de luz. O gréfico representa a média +
desvio padréo de trés experimentos independentes realizados em triplicata. ANOVA one-way seguida do pos-
teste de Tukey foi realizada para comparagdo entre os grupos com (*) p < 0,05; (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001
em relacdo ao controle negativo (0,5% DMSO em DMEM completo).

Tabela 1. Efeitos do 6leo essencial de Eugenia dysenterica (OEEd) e do Antimoniato de meglumina na
viabilidade de macréfagos J774 A.1 e indice de seletividade (1S).

Macrdéfagos J774 Al L. amazonensis
CCso CEso IS
pg/mL pg/mL JI74 Al
Compostos
OEEd 252,83 5,95 42,50
Antimoniato de meglumina 658,7 492,6 1,34

Fonte: Elaboracdo prépria. Os dados representam a média + erro padrdo para trés experimentos independentes
realizados em triplicata. As diferentes concentragdes médias contra amastigotas intra-macrofégicas (Concentragdo
Efetiva - CEso) e macrdfagos (Concentracao Citotdxica - CCsg) foram calculadas por meio de regresséo nao linear.
IS= CCso/ CEs

3.2 Avaliacdo do perfil imunomodulador do 6leo essencial da espécie Eugenia

dysenterica (Mart) DC. sobre macro6fagos infectados com Leishmania amazonensis

3.2.1. Dosagem de citocinas

A partir da observacgédo dos resultados obtidos pelo tratamento com OEEd na taxa de
infeccdo de macrofagos utilizando formas amastigotas intramacrofagicas de L. amazonensis,
foi feita uma analise in vitro de uma possivel associacdo da atividade antileishmania com a
ativacdo macrofagica. Como mostrado na Fig. 2 o tratamento com o OEEd (pg/ mL) induziu
um aumento na producdo de TNF-a (Fig. 2 A), com maior valor significativo na concentracao
méaxima administrada; 1L-12 (Fig. 2 B), com significancia somente na concentracdo de 12,5
pg/mL; e IL-1B (Fig. 2 C). E promoveu diminuicdo de IL-10 (Fig. 2 D), com significancia a

partir da concentracéo de 6,25 pg/mL. No entanto, ndo afetou os niveis de IL-6 (Fig. 2 E) nas
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Fig. 2-

Fig.2 . Niveis de citocinas produzidas por macrofagos infectados com Leishmania

(Leishmania) amazonensis e tratados com OEEd.
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3.2.2 Dosagem da producdo de ON, EROs e Arginase

A geragdo de ON, EROs, e a inibicdo de Arginase, componentes relevantes e
indicadores da ativacdo macrofégica, foi apurada em macréfagos incubados, infectados ou ndo
com as formas promastigotas de L. amazonensis. Em macrofagos infectados com L.
amazonensis, foi observado o aumento na producdo de elementos leishmanicidas, como o ON
(Fig. 3 A), cuja elevacdo dos niveis ocorreu em todas as concentracfes (3,12 - 12,5 pg/mL).
Quando investigada a geracdo de EROs (Fig. 3 B) em macréfagos estimulados por Leishmania,
também observou-se um aumento dos niveis de EROs nas concentra¢des de 3,12 - 12,5 pg/mL.
A atividade da arginase (Fig. 3 C), mensurada pelos niveis de ureia produzidos por macréfagos
infectados, apresentou redugéo nas concentragdes de 3,12 - 12,5 pg/mL, quando comparado

ao controle.

Fig. 3. Niveis de Oxido Nitrico (ON), Espécies reativas de oxigénio (EROs) e Ureia expressados por macrofagos

infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis e tratados dleo essencial de Eugenia dysenterica (OEEd).
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4 DISCUSSAO

Devido as limitacdes atreladas a terapéutica atual contra as leishmanioses, compostos
naturais derivados de plantas tém sido grandes alvos de estudos quanto as suas propriedades
antileishmaniais (Rodrigues el at, 2015). Portanto, avaliou-se neste trabalho a atividade do
OEEd sobre a infec¢do de macrofagos por L. amazonensis, ou seja, a fim de analisar se o
composto tem o potencial de modular a atividade macrofagica para eliminacdo da forma
amastigota, que é a causadora dos sinais e sintomas das leishmanioses.

Inicialmente verificou-se a atividade do OEEd sobre a infeccdo de macrofagos através
dos parametros de percentagem de infeccdo e numero de amastigotas por macréfagos. A
eficacia deste modelo experimental sinaliza que a substancia tem potencial para futuros estudos
em modelos in vivo. Em nosso trabalho foi observado uma diminui¢cdo na porcentagem de
infeccdo apds o tratamento nas concentracdes testadas, demonstrando a eficacia do OE em
questdo e inibicdo quase que totalitaria na maior concentracdo, com um CE50 baixo de 5,95
pg/mL. Logo, o OEEd provou ser tdo eficaz quanto OEs como: Aloysia gratissima;
Chenopodium ambrosioides; Chrysopogon zizanioides; Endlicheria bracteolata (Meisn.); e
Piper callosum que sdo 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 farmaco utilizado atualmente no tratamento
contra as leishmanioses, exceto quando se tratam de mulheres gravidas e pacientes coinfectados
com HIV (Gongalves 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 6leo em
questdo. O OEEd apresentou-se mais eficaz quando comparado ao farmaco de referéncia, com
base no indice de seletividade (IS) obtido de 42,50, dado muito relevante tendo em vista que é
necessario um valor superior a 20 para o farmaco ser considerado seguro (Evans el at,2001).

Em contrapartida, o antimoniato de meglumina demonstrou possuir um IS de 1,34 o que reforca
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a conhecida alta toxicidade e efeitos adversos que este medicamento dispde (Mathison el at,
2023). Sendo assim, o OEEd apresentou-se 31,7 vezes mais seletivo contra as formas
amastigotas intramacrofagicas quando comparado ao farmaco.

Considerando a eficacia do OEEd na reducédo do indice da infeccdo, foi investigado os
mecanismos celulares indiretos de resposta imune a partir da producéo de citocinas, ON, EROs
e atividade de arginase, pois tratam-se de alvos terapéuticos de interesse atualmente (Sousa el
at, 2023).

Os macréfagos sdo uma das principais células de defesa do sistema imunoldgico,
exercendo importante papel no combate ao parasita Leishmania spp. (Dias el at., 2020). A
resposta imune Th1l, através da estimulacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IFN-
v, IL-1B, IL-12, EROs e ON, esté relacionada a inibi¢&o do crescimento parasitario. O TNF-a
atua induzindo os macréfagos ao estresse oxidativo, a fim de produzir ON e EROs para
promover uma protecdo contra o parasita tanto in vitro como in vivo. Niveis elevados estdo
correlacionados com uma maior gravidade da lesdo, indicando ser uma citocina que atua na
resolucdo da infeccdo (Rostami el at., 2021; Michelon el at., 2020). J& a IL-12 esta associada
com a sintese de ON e consequente inibi¢do do parasita, pois estimula a producdo de IFN-y e
de células T CD4+, e a diferenciacdo destas (Nunes el at.; Rostami el at., 2021). Os resultados
obtidos neste estudo sugerem que o efeito antiamastigota do OEEd esta associado ao aumento
da resposta Th1l, evidenciada a partir da producdo estimulada dos niveis de TNF-a, IL-12 e IL-
1B no sobrenadante de macrofagos infectados com L. amazonensis.

As IL-6 e IL-10 (resposta Th2), quando em altos niveis, agem inibindo a ativacéo da
resposta Thl, induzindo uma resposta citotdxica e colaborando com a progressdo da doenca.
Esse aumento também bloqueia a ativacdo dos macrofagos, impedindo que os mesmos realizem

sua funcdo de combater os parasitas (Rostami el at.; Samant el at.,2021). Com isso, conclui-se



14

que a diminuicdo dos niveis de IL-10, observada ap6s o tratamento com OEEd, indica que o
composto foi capaz de estimular uma acgao protetora contra os parasitas.

O ON foi um elemento considerado por um longo periodo como 0 mecanismo primario
mais eficaz envolvido na defesa contra o parasita Leishmania. E sintetizado a partir do
aminoacido, L-arginina pelo oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), e possui a capacidade de
prevenir danos teciduais indesejados ao interromper o recrutamento de fagécitos derivados de
mondcitos (Formaglio el at., 2021). Com relacdo a sua producdo, foi observado um aumento
relevante em seus niveis apds o tratamento com OEEd. Como citado anteriormente, esse
aumento é corroborado pela elevacdo dos niveis de IL-12 e pela reducdo da infecgdo; 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 proteinas, cidos
nucléicos, lipidios e carboidratos. Logo, a sua producdo é indicativa da despolarizacdo da
membrana mitocondrial, e isso faz com que também desempenhem um importante papel na
eliminacdo de patogenos intracelulares, e na diferenciacdo celular do parasita, assim como
podem desencadear a morte do parasita por meio de artificios equivalentes a apoptose. Apds o
tratamento com OEEd foi possivel observar uma elevagdo em seus niveis, 0 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 ja foi discutido, o OEEd conseguiu elevar os niveis de ON. Isso pode ter
contribuido com a reducdo dos niveis de ureia, acompanhado da diminuicdo da atividade da
arginase, que é antagonico do iINOS por competir pelo mesmo substrato, a L-arginina (Dias el
at., 2020; Adinehbeigi el at., 2017). A arginase € um importante alvo farmacoldgico em fungéo
de ser uma metalohidrolase responsavel pela biossintese de poliaminas, e pela conversédo da L-

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

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

5 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos, o OEEd demonstrou possuir atividade
antileishmania contra as formas amastigotas de L. amazonensis em concentragcfes seguras para
a célula hospedeira. O estudo também demonstrou que a atividade leishmanicida obtida esta
associada a ativacdo dos mecanismos de resposta imune de macréfagos, fato evidenciado com
a elevacdo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-12 e IL-1B), ON e EROs, e
com a reducdo dos niveis de IL-10 e arginase. Esses achados corroboram com a interpretacao

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