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RESUMO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) afetam mais de um bilh&o de pessoas, com forte
impacto em regides pobres como o Nordeste do Brasil, especialmente o estado do Piaui. Entre
essas doengas, a leishmaniose visceral (LV) se destaca pela gravidade, pelos efeitos letais e
socioeconémicos. O tratamento atual, baseado em farmacos de 1° e 2° linha, € limitado por alta
toxicidade, efeitos adversos e resisténcia crescente do parasita. Diante disso, 0 galato de octila
(GO), um derivado do acido galico com propriedades antioxidantes e antiparasitarias, surge
como uma alternativa promissora contra Leishmania spp. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade do GO sobre as formas amastigotas de Leishmania (Leishmania)
infantum internalizadas em macréfagos, bem como investigar seus efeitos sobre mediadores
imunologicos. Células RAW 267.4 foram infectadas com promastigotas de L. infantum e
tratadas com diferentes concentragdes de GO, por periodos de 24 e 72 horas. A analise foi feita
por microscopia Optica, avaliando a porcentagem de células infectadas e o numero de
amastigotas por macréfago. O GO demonstrou efeito antileishmania significativo, com inibicéo
progressiva da infeccdo em todas as concentragdes testadas. O CEso foi de 3,87 uM (24 h) e
3,04 uM (72 h), indicando maior eficacia do GO no tempo de 72 h. Para avaliar 0 estimulo
imunoldgico induzido pelo GO, foram utilizados os sobrenadantes dos ensaios de infeccdo, 0s
quais foram analisados por meio do método ELISA do tipo sanduiche para a quantificacdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e 1L-12) e anti-inflamatorias (IL-10 e IL-6),
produzidas por macrofagos infectados com L. infantum. Os resultados denotaram que o GO
induziu uma resposta imune Th1, com aumento significativo na producdo de TNF-a ¢ IL-12,
enquanto os niveis de IL-10 foram significativamente reduzidos e os niveis de IL-6 ndo
sofreram alteracdes nas condicdes avaliadas. Esses dados indicam o potencial imunomodulador
do GO, favorecendo um ambiente pré-inflamatério eficaz contra o parasita. A producdo de
oxido nitrico (ON) por macrofagos infectados com L. infantum e tratados com GO foi avaliada
indiretamente por meio da quantificagdo de nitrito (NO2"). Apos 24 e 72 horas de incubagdo, os
sobrenadantes das culturas foram analisados. Ap6s 72 horas, a concentracdao de 25 uM foi a
Unica a promover efeito significativo quando comparada ao controle. Em 24 horas, também foi
observada elevacao de nitrito na concentracdo de 25 uM. Conclui-se entdo, que o GO é eficaz
contra L. infantum em macro6fagos, inibindo a infecgcdo de forma eficiente, com alta poténcia
mesmo em baixas concentracfes. Além da acao antiparasitaria, 0 GO estimula a resposta imune
Th1, aumentando TNF-a e IL-12, reduzindo IL-10 e ativando os mecanismos de defesa dos
macrofagos, promovendo a producdo de ON. Dessa forma, o GO € um candidato promissor
para tratamentos contra LV.

Palavras-chaves: leishmaniose visceral; galato de octila; leishmania infantum.



ABSTRACT

Neglected tropical diseases (NTDs) affect more than one billion people, with a significant
impact in impoverished regions such as Northeastern Brazil, especially the state of Piaui.
Among these diseases, visceral leishmaniasis (VL) stands out due to its severity, lethal effects,
and socioeconomic burden. Current treatment, based on first- and second-line drugs, is limited
by high toxicity, adverse effects, and growing parasite resistance. In this context, octyl gallate
(OG), a derivative of gallic acid with antioxidant and antiparasitic properties, emerges as a
promising alternative against Leishmania spp. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the activity of OG on amastigote forms of Leishmania (Leishmania) infantum internalized in
macrophages, as well as to investigate its effects on immune mediators. RAW 267.4 cells were
infected with L. infantum promastigotes and treated with different concentrations of OG for
periods of 24 and 72 hours. Analysis was performed by optical microscopy, evaluating the
percentage of infected cells and the number of amastigotes per macrophage. OG demonstrated
a significant anti-leishmanial effect, with progressive inhibition of infection at all tested
concentrations. The ECso was 3.87 uM (24 h) and 3.04 uM (72 h), indicating greater efficacy
of OG at 72 hours. To assess the immunomodulatory effects induced by OG, the supernatants
from the infection assays were analyzed by sandwich ELISA to quantify the production of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a and IL-12) and anti-inflammatory cytokines (IL-10 and IL-6)
produced by macrophages infected with L. infantum. The results showed that OG induced a
Th1 immune response, with a significant increase in TNF-o and IL-12 production, while 1L-10
levels were significantly reduced and IL-6 levels remained unchanged under the evaluated
conditions. These data indicate the immunomodulatory potential of OG, promoting an effective
pro-inflammatory environment against the parasite. Nitric oxide (NO) production by
macrophages infected with L. infantum and treated with OG was indirectly evaluated by
measuring nitrite (NO2") levels. After 24 and 72 hours of incubation, the culture supernatants
were analyzed. After 72 hours, the 25 uM concentration was the only one to show a significant
effect compared to the control. At 24 hours, an increase in nitrite was also observed at the 25
MM concentration. It can thus be concluded that OG is effective against L. infantum in
macrophages, efficiently inhibiting infection with high potency even at low concentrations. In
addition to its antiparasitic action, OG stimulates a Thl immune response, increasing TNF-a
and IL-12, reducing IL-10, and activating macrophage defense mechanisms by promoting NO
production. Therefore, OG is a promising candidate for treatments against VL.

Palavras-chaves: visceral leishmaniasis; octyl gallate; leishmania infantum.
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1 INTRODUCAO

As doengcas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo diversificado de mais de 20
doencas infecciosas causadas por protozoarios, helmintos, bactérias, virus, fungos e, até
mesmo, acidentes com animais peconhentos. Essas enfermidades afetam cerca de um bilhdo de
pessoas em todo o mundo, principalmente em regibes marcadas por desigualdade social e
pobreza (Alshahrani, Alarifi e Assiri, 2025). Segundo o Boletim Epidemiol6gico de DTNs no
Brasil, publicado em janeiro de 2024, entre os anos de 2016 e 2020 foram registrados 583.960
novos casos dessas doencas no pais, com uma média anual de 116.792 casos. Além disso, a
regido Nordeste € a mais afetada, com o Piaui se destacando como um dos estados mais
endémicos (de Andrade et al., 2023).

Entre as doencgas mais graves e prevalentes desse grupo destacam-se as leishmanioses,
uma doenca parasitaria causada por parasitas protozoarios do género Leishmania (Knight et al.,
2023;). Elas sdo consideradas um grande problema de salde em quatro regides
ecoepidemioldgicas do mundo: Américas, Africa Oriental, Norte da Africa e Oeste e Sudeste
Asiatico, sendo endémica em 99 paises e com mais de 12 milhGes de pessoas infectadas
(OPAS/OMS, 2024). Além disso, estimativas recentes indicam que entre 700 mil e 1 milh&o de
novos casos de leishmanioses ocorrem a cada ano em todo o mundo (Cosma et al., 2025).

A leishmaniose visceral (LV) é amplamente reconhecida como a forma mais grave das
leishmanioses, devido ao seu potencial altamente letal quando ndo tratada de forma adequada.
Além do impacto clinico, a LV representa um importante problema de satde publica e imp6e
uma carga socioeconémica significativa, especialmente em regides endémicas. Os custos
diretos relacionados a doenca incluem despesas com consultas médicas, exames laboratoriais,
internacbes e medicamentos, sendo agravados por pagamentos informais, muitas vezes
necessarios para obter acesso a servigos de salde em sistemas sobrecarregados ou com baixa
cobertura (Duarte et al., 2025; Geto et al., 2024).

Os tratamentos para LV disponiveis desde 1940 baseiam-se, principalmente, em
farmacos de primeira linha, denominados antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de
meglumina e o estibogluconato de sodio. Além disso, utiliza-se farmacos de segunda linha,
incluindo pentamidina, anfotericina B, e miltefosina (Neves, das et al., 2024). A escolha do
tratamento depende de muitos fatores, como eficacia, custo, aceitabilidade do paciente e
possiveis efeitos citotoxicos associados aos farmacos, sobretudo aos de primeira linha, essas
limitacdes tém levado ao uso mais frequente de medicamentos de segunda linha, embora estes

também possam acarretar efeitos colaterais graves (OPAS, 2023; Dias et al., 2024).
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Em acréscimo, esses medicamentos estdo associados a diversas limitagcGes, como alta
toxicidade, efeitos adversos graves como: genotoxicidade, alta incidéncia de reacoes
infusionais e nefrotoxicidade. Além disso, apresentam elevado custo e um arsenal terapéutico
bastante restrito, com poucos medicamentos aprovados, relatos crescentes de resisténcia aos
parasitas e, muitas vezes, necessidade de suporte hospitalar (Berhe et al., 2024; Sundar et al.,
2024).

Devido a essas desvantagens se faz necessario a procura por novos métodos de
tratamento menos toxicos, que tratem a doenca de maneira eficaz e preserve as células do
hospedeiro. Nesse contexto, o galato de octila (GO), um derivado do &cido galico, ¢ amplamente
reconhecido por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas (Ni et
al., 2024). Ele tem apresentado atividades biolégicas promissoras, destacando-se pela acdo
antibacteriana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, bem como por seus efeitos
antiparasitarios. Entre estes, observa-se a inibi¢do do crescimento de Toxoplasma gondii e, de
forma mais expressiva, uma significativa efetividade contra Trypanosoma cruzi e Leishmania
amazonensis (Feuser et al., 2019; Lu et al.,, 2022; Silva et al., 2023). Diante dessas
propriedades, principalmente observadas na Familia Trypanossomatidea, 0 GO surge como um

candidato promissor para o desenvolvimento de novas terapias contraa LV.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral (LV)

Globalmente, as leishmanioses estdo entre as 10 principais DTNs, com mais de 12
milhdes de pessoas infectadas no mundo (OMS, 2024). A LV, quando ndo tratada, pode evoluir
para 6bito em mais de 90% dos casos, sendo que aproximadamente cerca de 85% dos casos
globais dessa doenca foram registrados no Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do
Sul e Sudao, os quais, predominantemente, possuem clima tropical e subtropical (Geto et al.,
2024; Nina et al., 2023). Essa forma clinica é causada por espécies do subgénero Leishmania,
principalmente Leishmania (leishmania) infantum e Leishmania (leishmania) donovani (Ayala
et al., 2024). Essas duas espécies se destacam como as principais causadoras de LV no Velho
Mundo, Africa, Asia, Europa e Oriente Médio. J4 no Novo Mundo, correspondente 8 América
Central e do Sul, a principal responsavel pela doenca é a L. infantum, como é observado na
figura 01 (Rodrigues Monteiro et al., 2023).

Figura 01: Status de endemicidade de leishmaniose visceral (LV) mundial.
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Fonte: WHO, 2024. NUmero de novos casos de leishmaniose visceral em 2023.

De acordo com dados epidemioldgicos, o Brasil posiciona-se entre 0s 5 paises com
maior incidéncia da LV no mundo, sendo a regido Nordeste a mais acometida (Ferro et al.,
2024). No periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2019, foram registrados um total de 24.257

internacdes por LV em todo o pais, com uma média de 2.425,7 casos por ano. Como é possivel
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observar na figura 02, a regido Nordeste concentrou a maior porcentagem desses casos
(55,03%), totalizando 13.350 internac@es, destacando-se o estado do Piaui, que respondeu por
9,6% das notificacbes dos casos no pais (Castro Pereira Chaves, De et al., 2022; Gois De Lima
etal., 2021).

Figura 02. Status de distribuicdo da leishmaniose visceral (LV) no Brasil em 2021.
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Fonte: Ministério da Saude do Brasil, 2022. Casos notificados no ano de 2021.

Além disso, em 2024 foram notificados 681 casos de LV no Brasil, dos quais 112
ocorreram no estado do Piaui. Desses, 14 evoluiram para 6bito, sendo 5 registrados na capital
do Estado, Teresina. Os demais 6bitos foram atribuidos aos municipios de Bom Principio do
Piaui, Dirceu Arcoverde, Joca Marques, Pedro Il, Parnaiba, Padre Marcos, Luis Correia e
Valenca do Piaui, com uma morte registrada em cada um deles, como se observa na figura 03.
Esses dados refletem um aumento na incidéncia e na letalidade em relacdo aos anos anteriores:
em 2021, foram confirmados 96 casos com 10 6bitos; em 2022, 101 casos com 11 6bitos; e, em
2023, 90 casos com 4 6bitos (TABNET, 2024).

Figura 03. Status de distribuicdo da leishmaniose visceral (LV) no Piaui em 2024.
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Fonte: TABNET, 2024. NUmero de 6bitos confirmados.

2.2 Parasita e vetor

As leishmanioses sdo causadas por parasitos do género Leishmania, pertencente a
familia Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastidae. Esse género é dividido em dois
subgéneros principais: Leishmania e Viannia, que se diferenciam pelo local de
desenvolvimento no intestino do inseto vetor (Majoor et al., 2025). Com pelo menos 21
espécies patogénicas (Kourieh et al., 2025), seu ciclo de vida € divido entre o hospedeiro
invertebrado, representado pelos flebotomineos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, e 0
hospedeiro vertebrado, incluindo mamiferos como cédes e humanos (Makarani et al., 2025).

Como é possivel observar na figura 04, o parasito Leishmania apresenta duas formas
morfoldgicas principais em seu ciclo de vida: promastigota e amastigota. A forma promastigota,
que ocorre no trato digestivo do inseto vetor (flebotomineo), € alongada, flagelada e livre,
medindo cerca de 15 a 20 um de comprimento (figura A04). Essa forma é responsavel pela
infeccdo inicial no hospedeiro vertebrado, sendo fagocitada por macréfagos apos a picada do
vetor (Rihs et al., 2025; Sasidharan e Saudagar, 2021). Dentro dessas células, o parasita se

transforma na forma amastigota, que é oval ou arredondada, com flagelo interior e com cerca
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de 2 a5 um, adaptada ao ambiente intracelular dos fagolisossomos (figura B04). Essa forma se
multiplica por divisdo binaria e € a responséavel pela patogenicidade no hospedeiro humano. A
alternancia entre essas morfologias € essencial para a sobrevivéncia do parasita nos diferentes

ambientes que compdem seu ciclo de vida (Rogers, Pablos, de e Sunter, 2024).

Figura 04: Morfologia de Leishmania spp.

A’" . ..\ ! ‘ - B
\ - -
* N\ 5
N !
- ' .
St TANN
f - \ \
= <« }
i K \
/ » I\ oz o
\ \ = \ \ h
A / = ) %
) \_‘_./ = Bl
\ 7 / )
J \ " J
// N \ '

Fonte: Autoria propria. Formas promastigotas (A); Formas amastigotas — seta preta (B).

A transmissao ocorre por meio do repasto sanguineo de insetos vetores pertencentes a
ordem Diptera e a familia Psychodidae, que agrupam os géneros Phlebotomus e Lutzomyia,
responsaveis pela transmissdo das leishmanioses no Velho e no Novo Mundo, respectivamente.
Esses insetos sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha, asa-dura, tatuquiras e
birigui, sdo pequenos e possuem cerca de 5 mm de comprimento, como € visto na figura 05
(Cecilio, Cordeiro-da-Silva e Oliveira, 2022). Apenas as fémeas sdo hemato6fagas e, portanto,
capazes de transmitir o parasito causador da doenca. Sua presenca € comum em regides
tropicais e subtropicais, sendo sua proliferacao fortemente influenciada por fatores climaticos,
especialmente a temperatura (Navarro et al., 2025).

A disseminacédo e a distribuicdo dos flebotomineos estdo diretamente relacionadas a
ocorréncia das leishmanioses. O género Phlebotomus predomina no Velho Mundo, abrangendo
ecossistemas aridos ou semiaridos, enquanto o género Lutzomyia é o principal transmissor nas
Américas, especialmente em areas de floresta tropical e em ambientes peridomésticos (Aklilu
et al., 2023). No Brasil, a espécie mais relevante ¢ a Lutzomyia longipalpis, amplamente
associada a transmisséo da LV (Santos, dos, Coelho e Reimao, 2025). Esses vetores sdo mais
ativos ao amanhecer e ao entardecer, possuem picadas quase indolores que ndo emitem som, o

gue permite que a pessoa seja picada sem perceber (Msellemu et al., 2024).
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Figura 05: Inseto vetor das leishmanioses.

Fonte: Fundacdo Oswaldo Cruz, 2015. - Fémea de flebotomineo.

2.3 Fases do desenvolvimento de Leishmania spp.

Transitando entre duas principais morfologias, o ciclo de vida da Leishmania é
heteroxénico e digenético, envolvendo dois hospedeiros distintos: um mamifero, onde ocorre a
fase intracelular, e um inseto vetor, onde ocorre a fase extracelular (Tchatat Tali et al., 2023).
Durante esse ciclo, o parasita alterna entre dois estagios morfolégicos principais: as
amastigotas, formas intracelulares esféricas e imoveis encontradas no hospedeiro vertebrado,
(Castro Pereira Chaves, De et al., 2022; Rogers, Pablos, de e Sunter, 2024) e as promastigotas,
formas extracelulares alongadas e flageladas presentes no flebotomineo. O ciclo se inicia
quando um flebotomineo fémea infectado realiza a hematofagia em um mamifero saudavel,
inoculando promastigotas metaciclicas altamente infectantes através da saliva (Navarro et al.,
2025).

Dentro do organismo do hospedeiro, as promastigotas sdo rapidamente fagocitadas por
macrofagos e neutrofilos como parte da resposta imune inata. No entanto, o parasita é capaz de
resistir a degradacdo dentro dos fagolisossomos e, no interior dos macréfagos, sofre
diferenciacdo para a forma amastigota. Essa forma intracelular se multiplica por fissdo binéria,
causando a lise celular e liberando novos parasitas no meio extracelular, permitindo a infeccao
de novos macrofagos e perpetuando o ciclo. O parasita tem preferéncia pelo sistema reticulo-
endotelial, afetando principalmente 6rgaos como o baco, o figado, a medula éssea e os tecidos
linfoides. Essa disseminacgdo esta diretamente associada as manifestacdes clinicas da doenca
(Elawad et al., 2023; Gupta et al., 2023; Tchatat Tali et al., 2023).

Como demonstrado na figura 06, a transmissdo para o vetor ocorre quando um
flebotomineo fémea saudavel realiza o repasto sanguineo em um mamifero infectado, ingerindo
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macrofagos contendo amastigotas. No intestino médio do inseto, os parasitas sao liberados das
células e sofrem diferenciacdo para a forma promastigota, que comeca a se multiplicar
ativamente no liumen intestinal. Com o avan¢o do desenvolvimento, ocorre a diferenciacédo
sequencial originando as promastigotas metaciclicas, que adquirem um corpo celular afunilado
e um flagelo longo, tornando-se altamente infectantes. Durante a picada, esses parasitas sao
liberados no tecido do novo hospedeiro, reiniciando o ciclo bioldgico (Salloum, Tokajian e Hirt,
2021; Tom et al., 2024).

Figura 06: Ciclo bioldgico de Leishmania spp
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2.4 Manifestac0es clinicas

A manifestacdo clinica da leishmaniose é determinada pela interacéo entre a resposta
imunoldgica do hospedeiro, espécie do protozoario envolvido e entre outros fatores como o
ambiente. A doenca pode se apresentar em cinco formas, como observado na figura 07
(Dourado et al., 2024). A leishmaniose cutanea (LC), forma mais comum e se caracteriza pelo

desenvolvimento de lesBes ulceradas na pele, que podem ser Unicas ou multiplas, localizadas
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ou difusas (figura 07 A). A leishmaniose mucocutanea (LMC), uma manifestacdo mais
agressiva, na qual o parasita dissemina-se para as mucosas da cavidade oral, nasal e faringea
(figura 07 B). A leishmaniose cutanea difusa (LCD), € uma variacdo da forma cutanea e
apresenta multiplas lesdes disseminadas por todo o corpo, sem tendéncia a ulceracéo (figura 07
C). Leishmaniose dérmica poés-calazar (LDPK), que manifesta-se ap6s a cura da LV,
apresentando lesdes cutaneas com nddulos e placas na pele (figura 07 D). E a LV, também
conhecida como calazar, forma mais grave da doenca, acometendo érgdos internos como
figado, baco e medula 6ssea (figura 07 E) (Ahmadi et al., 2024; Hemmert et al., 2025).

A LV manifesta-se clinicamente como uma infeccdo cronica, caracterizada por um
periodo de incubacdo variavel entre 10 dias e 1 ano. Os principais sintomas incluem febre
persistente, perda de peso, hepatoesplenomegalia e pancitopenia (Ardeshiri et al., 2025). A
febre pode ser inicialmente intermitente, tornando-se continua a medida que a doenca progride
(Ahmadi et al., 2024). A hepatoesplenomegalia indolor resulta da infeccdo do sistema
reticuloendotelial, enquanto a pancitopenia ocorre devido a invasdo da medula 6ssea pelos
parasitas, levando a anemia (causando palidez), trombocitopenia (aumentando o risco de
hemorragias) e leucopenia (favorecendo infecgdes oportunistas) (Alvar, Boer, den e Dagne,
2021; Sreedharan e Rao, 2023).

A leishmaniose cutanea pos-calazar é uma complicacdo da forma visceral, causada por
L. donovani ou L. infantum, e afeta principalmente pacientes imunodeprimidos. Pode surgir até
20 anos apos o tratamento ou, em casos de coinfeccdo por HIV, ocorre antes da forma visceral.
Manifesta-se por maculas, nddulos e papulas, geralmente no rosto. A apresentacdo varia

conforme a regido: forma macular na Asia e papular na Africa (Abadias-Granado et al., 2021).
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Figura 07: Formas nas quais as leishmanioses se manifestam.

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude, 2024.

2.5 Resposta imune diante infec¢cdo por espécies do género Leishmania.

A resposta imune a infeccdo por Leishmaniaspp. € um processo complexo e
multifacetado, envolvendo a interacéo entre o parasito e o sistema imunologico do hospedeiro
(Sabbahi et al., 2024). O parasito é transmitido pela picada do flebotomineo (mosquito-palha),
e 0s promastigotas metaciclicos entram na pele do hospedeiro, onde sdo reconhecidos por
células do sistema imune inato. Os macrdfagos, neutréfilos e células dendriticas identificam a
Leishmania através de receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores Toll-
like (TLRs), que detectam padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPS) presentes na
superficie do parasito (Goto, 2025). Os neutrofilos geralmente sdo as primeiras células a chegar
ao local da infeccéo e fagocitam os parasitas, entretanto muitas vezes ndo conseguem elimina-
los completamente. Em vez disso, eles podem servir como transporte do parasita para outras
células, como os macrofagos, considerados as principais células alvo (Hammi et al., 2025;
Khandibharad, Nimsarkar e Singh, 2022).
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Ap0s a fagocitose pelos macrofagos, as promastigotas se diferenciam em amastigotas,
que conseguem sobreviver ao inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo, estabelecendo uma
infeccdo persistente (Valigurova e Kolarova, 2023). Um dos principais fatores que determinam
o desfecho da doenca é a polarizagdo dos macrofagos, que podem assumir um perfil M1,
associado a uma resposta inflamatoria e microbicida, ou M2, que favorece a replicacdo do
parasita e contribui para a cronicidade da infeccdo. Os macréfagos M1 sdo ativados pela
resposta Thl, mediada em especial por IFN-y (Interferon-Gama) e TNF-a (Fator de Necrose
Tumoral- Alfa), que induzem a producéo de oxido nitrico (ON) e espécies reativas de oxigénio
(ROS), substancias leishmanicidas essenciais para o controle da infecgdo. Em contrapartida, os
macrofagos M2 sdo estimulados pela resposta Th2, caracterizada pela producéo de IL-6, IL-10
e TGF-B, que levam a desativagcdo dos macrofagos, promovem um ambiente imunossupressor
e favorecem a persisténcia do parasita (Bogdan, Islam, N.-A.-K., et al., 2024; Koh, Gollob e
Dutra, 2025).

Para evadir a resposta efetiva, a modulagdo do sistema imune pelo parasita € um aspecto
critico da patogénese da doenca. O parasito emprega diversos mecanismos, incluindo a inibicédo
da apresentacdo de antigenos, a modulacdo da producdo de citocinas e a inducéo de tolerancia
imune. Moléculas derivadas de Leishmania, como o lipofosfoglicano (LPG), desempenham um
papel importante na modulagdo. O LPG modula a sinalizagdo de TLR2 e o eixo PI3K/Akt em
macrofagos, essa modulagdo leva a uma reducdo na producdo de IL-12 e favorece a resposta
Th2, que suprimem a resposta Th1l protetora (Teufel, Joosten e Santos, dos, 2024). Além disso,
a Leishmania pode inibir a apoptose e prevenir a piroptose, permitindo que o parasita persista

na célula hospedeira por longos periodos (Fernandes e Zamboni, 2024).

2.6 Tratamentos convencionais e suas limitagoes

Historicamente, os antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina e o
estibogluconato de sddio, denominados medicamentos de primeira linha, tém sido o tratamento
mais comum para a LV (Griensven, van et al., 2024; Salari et al., 2022). Porém, devido a
toxicidade associada e ao surgimento de resisténcia, outros medicamentos foram desenvolvidos
ou avaliados (Sifontes-Rodriguez et al., 2024). A anfotericina B convencional foi introduzida
em areas com resisténcia aos antimoniais. No entanto, por apresentar toxicidade significativa,
foi substituida por formulagdes de anfotericina B & base de lipidios (principalmente anfotericina

B lipossomal [L-AmB]) devido a menor toxicidade dessas formulagdes, entretanto sua
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aplicacdo é dificultada por possuir elevado custo e se torna invidvel em ambientes com poucos
recursos e de dificil acesso (Zhang et al., 2025).

A duracéo do tratamento varia conforme o tipo de leishmaniose. Em geral, o antimoniato
de meglumina (Glucantime®) é administrado por 28 a 30 dias, enquanto a anfotericina B pode
ser aplicada diariamente ou em dias alternados por 15 a 20 doses, especialmente nos casos de
LV. Para a leishmaniose cutanea, a miltefosina é administrada diariamente por 28 dias. Os
derivados azolicos, como cetoconazol e itraconazol, podem ser utilizados no tratamento da
leishmaniose cutanea e mucocutanea. A escolha do regime terapéutico leva em consideragédo o
estado clinico do paciente e a decisdo médica, podendo envolver terapias combinadas para
aumentar a eficacia e reduzir a resisténcia medicamentosa (Ansari et al., 2025; Pal et al., 2023;
Sheikh et al., 2024).

A miltefosina é atualmente o Unico medicamento oral disponivel, porém possui muitas
desvantagens, incluindo a baixa barreira genética a resisténcia, teratogenicidade, efeitos
colaterais gastrointestinais (geralmente moderados) e potencial toxicidade ocular (Castro et al.,
2023). Esses tratamentos além de todos os efeitos colaterais anteriormente citados, ainda séo
inacessiveis financeiramente, negligenciados pelo poder publico e, muitas das vezes, exigem
que o individuo seja hospitalizado, decorrente de abordagens terapéuticas ineficazes que
prejudicam a adesdo do paciente, levando a selecdo de estirpes resistentes (Mota et al., 2024).

Estudos recentes indicam que a Leishmania spp tem desenvolvido mecanismos
genéticos de resisténcia, incluindo mutacdes nos genes AQP1 (Aquaglyceroporin 1),
responsavel por facilitar o transporte de agua e solutos, incluindo o antimonial (Singh e Sharma,
2024). MutagOes ou redugdo na expressdo deste gene diminuem a sensibilidade ao
medicamento. Outra mutacao notavel é no gene MRPA, um transportador da subfamilia ABCC,
associados ao transporte de metabolitos e farmacos. O aumento na expressdo de MRPA foi
frequentemente ligado a resisténcia aos farmacos de referéncia (Nery et al., 2024; Santana, de,
Miranda e Carvalho, 2025a).

2.7 Galato de octila (GO)

O GO é um éster derivado do acido galico, um composto fendlico amplamente
encontrado em fontes vegetais, como cascas de carvalho do género Quercus, raizes de roma,
Camellia sinensis e folhas de uva-ursina (Sahu e Rawal, 2024). Reconhecido por suas potentes

propriedades antioxidantes, o0 GO é aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) dos
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Estados Unidos, sendo amplamente incorporado na industria alimenticia para evitar a oxidagdo
de 6leos e prolongar a estabilidade de produtos (Avuloglu Yilmaz, Yuzbasioglu e Unal, 2023)|

A sua aplicabilidade na inddstria farmacéutica tem sido alvo de pesquisa na area da
microbiologia. O GO vem mostrando atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas,
incluindo cepas multirresistentes, como S. epidermidis, S. Pyogenes e B. subtilis, destacando
uma baixa citotoxicidade e atividade hemolitica (Yang et al., 2024). No estudo de Tamang et
al., 2022, o GO mostrou efeito sinérgico com B-lactamicos (penicilina, ampicilina e cefalotina)
contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), tornando-o sensivel a esses
antibidticos. O mesmo efeito foi visto na pesquisa de Santativongchai et al., 2022, que o GO
aumentou as atividades bacteriostaticas e bactericidas da penicilina e da bacitracina contra S.
epidermidis.

No contexto das infeccdes fungicas, 0 GO demonstrou atividade antifungica contra
Candida albicans, promovendo disfungcdo mitocondrial, danos & membrana celular e inibi¢éo
do ciclo do glioxilato, um importante mecanismo de adaptacao do fungo (Saibabu et al., 2020).
O que foi confirmado no estudo posterior, especificando que o0 GO é um inibidor especifico da
bomba de efluxo CaCdrlp, reforcando seu potencial terapéutico para infeccdes resistentes
(Singh, Fatima e Hameed, 2020).

Recentemente, 0 GO tem sido investigado no campo da parasitologia, demonstrando
eficacia contra Toxoplasma gondii, reduzindo significativamente a proliferacdo do taquizoito
sem induzir toxicidade as células hospedeiras (Lu et al., 2022). O efeito inibitério do GO em
parasitas da ordem Kinetoplastidae fica evidente no estudo de Feuser et al., 2019, onde foi
avaliado nanoparticulas de poli(metacrilato de metila) (PMMA\) carregadas com galato de octila
e 0 GO em sua forma pura demonstraram eficacia contra L. amazonensis, sem efeito citotoxico

em eritrocitos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antileishmania e o perfil imunomodulador do GO frente as formas

amastigotas de L. infantum em macrofagos infectados in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

» Investigar a capacidade do GO em reduzir a taxa de infeccdo e a carga parasitaria
intracelular em diferentes concentrac@es e tempos de exposicao.

» Determinar a concentragdo efetiva média (CEso) do GO.

» Analisar o impacto do GO na producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-12)
e anti-inflamatdrias (IL-10 e IL-6) em macrofagos infectados.

= Auvaliar a producdo de 6xido nitrico (ON) pelas células tratadas, como indicativo de

ativagdo imunoldgica frente a infecgao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Composto estudado

O composto GO, com pureza de 99%, foi adquirido comercialmente da empresa Merck
Life Science. Para a preparacdo das solucdes-estoque, o GO foi solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO; Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, EUA) na concentracdo de 20
mg/mL. As diluigdes subsequentes foram realizadas nos meios de cultura especificos de cada
ensaio, de modo a alcancgar as concentragdes desejadas, assegurando que a concentracao final
de DMSO néo ultrapassasse 0,5%. Os ensaios de atividade bioldgica foram conduzidos no
Laboratorio de Doencas Infecciosas (LADIC), sob a coordenacgdo e orientacdo do Prof. Dr.
Klinger Antonio da Franca Rodrigues, da Universidade Federal do Delta do Parnaiba, Campus
Ministro Reis Velloso.

4.2 Parasito e células

4.2.1Cultivo de parasitos

Os parasitos da espécie Leishmania (Leishmania) infantum (MHOM/BR/1974/PP75)
foram cultivados seguindo a metodologia adaptada Bethencourt-Estrella et al., 2024. O
protozoario foi cultivado na morfologia infectante para mamiferos (promastigota), em meio de
cultura denominado nesse trabalho como Schneider completo (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
(meio Schneider suplementado com 20 % de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas,
Brasil), e 1 % de solucdo antibiotica (penicilina 10 000 Ul / estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) . As garrafas contendo os parasitos foram incubadas a 26 °C em
incubadora de demanda bioldgica de oxigénio (BOD, do inglés Biochemical oxygen demand)
(Eletrolab EL202, S&o Paulo, Brasil).

4.2.2 Culturas de células

A linhagem celular de macr6fagos RAW 267.4 foi mantida em garrafas de culturas com
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
suplementado a 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de solugéo antibidtica (penicilina 10
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000 Ul / estreptomicina 10 mg/mL) e denominado DMEM completo neste trabalho. As garrafas
de culturas foram incubadas a 37 °C e 5 % de CO2 em incubadora de CO2 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA). Ao atingir 80% de confluéncia eram feitos repiques, em torno de
48 h a 72 h ap0ds o acondicionamento (Ardeshiri et al., 2025).

Para os repiques, o meio foi retirado e as garrafas lavadas entre duas a trés vezes com
PBS estéril (salina tamponada com fosfato), assim garantindo a remocao das células invidveis
e ndo aderidas. Posteriormente, Tripsina-EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) foi
adicionado e as garrafas foram incubadas durante 5 minutos em temperatura de 37 °C e 5 % de
CO.. Apobs o tempo, meio DMEM completo foi adicionado ao conteildo da garrafa para inibir
a acdo da tripsina. Em seguida as células foram transferidas para tubos de poliestireno estéreis
e centrifugados a 1000 rpm por 10 min. Decorrido o tempo, as células foram diluidas, coradas
(Azul de Tripan; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e contadas em camara de Neubauer, e cerca

de 1 x 10° células/garrafa foram usadas para novos repiques (Wang et al., 2021).

4.3 Ensaio anti-amastigota intracelular de L. infantum

Para avaliar o efeito do GO sobre amastigotas intracelulares de L. infantum, macréfagos
RAW 267.4 foram cultivados em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro estéreis (13
mm), na concentragao de 1 x 10° células por pogo, em meio DMEM completo. As placas foram
incubadas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO: por um periodo de 4 horas para permitir a
adesdo celular. Apés esse periodo, as células foram infectadas com formas promastigotas em
fase estacionarias de L. infantum na proporc¢éo de 10 parasitas por macrofago e incubadas sob
as mesmas condicBes por um periodo de 12 h. Posteriormente, os pocos foram lavados com
PBS para remover parasitas ndo internalizados (Alanazi e Alghabban, 2024).

As células infectadas foram submetidas ao tratamento com GO em concentracdes
variaveis entre 3,12 e 25 pg/mL, sendo incubadas por um periodo de 24 e 72 horas (Araujo, de
et al., 2024). O grupo controle negativo consistiu em macréfagos infectados ndo tratados,
incubados em meio DMEM contendo 0,5% de DMSO (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis,
USA). Ao término do periodo de incubacéo, as laminulas foram removidas, fixadas e coradas
com corante pandptico rapido. A infeccédo foi analisada por microscopia Optica, contabilizando-
se 300 macrofagos por laminula para a determinacdo da taxa de infecgdo e do nimero de
parasitos por célula. Os valores obtidos foram utilizados para o calculo da concentracéo efetiva
média (CEsg). Além disso, ao final dos experimentos, o sobrenadante dos pogos foi coletado e
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armazenado a -20 °C para posterior analise de mecanismos indiretos da atividade do GO sobre
0s parasitos (Alanazi e Alghabban, 2024).

4.4 Quantificacdo de citocinas

A quantificacdo das citocinas TNF-a e IL-12 (associadas ao perfil Thl), bem como IL-10
e IL-6 (relacionadas ao perfil Th2), foi realizada conforme o Procedimento Operacional Padrao
(POP) estabelecido pelo fabricante do kit (Peprotech®). A andlise foi conduzida por meio da
técnica de ELISA do tipo sanduiche, utilizando os sobrenadantes obtidos dos macré6fagos
infectados. Para assegurar a precisao dos resultados, curvas padrao foram geradas com citocinas
recombinantes, permitindo a interpolacdo dos dados e a determinacdo das concentracdes nas
amostras testadas. (Ding et al., 2024).

As placas de microtitulagio (NUNC-ImmunoTM, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
foram previamente revestidas com anticorpos de captura especificos e incubadas a 4 °C por 18
horas para permitir a adesdo eficiente dos anticorpos a superficie da placa. Apés esse periodo,
0s pocos foram lavados com tampédo PBS contendo 0,05% de Tween 20, seguido do bloqueio
de sitios inespecificos com solucdo de PBS suplementada com albumina. A placa foi entéo
mantida por 1 hora em ambiente refrigerado. Apds nova série de lavagens, os sobrenadantes
das amostras experimentais foram adicionados aos pogos, juntamente com dilui¢cdes seriadas
das citocinas recombinantes. A placa foi novamente incubada por 18 horas a 4 °C (Ding et al.,
2024).

Na etapa seguinte, realizou-se nova lavagem com PBS-Tween e adicionou-se 0
anticorpo de deteccdo biotinilado, formando o complexo de reconhecimento. A placa
permaneceu incubada por mais 1 hora em temperatura controlada. Posteriormente, foi aplicado
0 conjugado enzimatico avidina-peroxidase (avidina-HRP), com tempo de incubacdo de 30
minutos a temperatura ambiente. A deteccdo da reacdo enzimatica foi realizada pela adicdo do
substrato tetrametilbenzidina (TMB) em presenca de perdxido de hidrogénio. Ap6s 15 minutos,
a reacdo foi interrompida com acido sulfurico 1 N. A leitura da absorbancia foi realizada a 450
nm em espectrofotdmetro (Ding et al., 2024).

4.5 Dosagem de oxido nitrico (ON)
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A producgédo de ON foi avaliada indiretamente por meio da quantificagdo de nitrito
(NO2") presente no sobrenadante de culturas de macrofagos infectados e tratados com GO,
utilizando o reagente de Griess (Promega). Apés a incubacédo, 100 pL dos sobrenadantes foram
transferidos para placas de 96 pogos, juntamente com concentracdes crescentes de nitrito de
sodio (NaNOz; 3,12-125 puM) diluido em meio RPMI, para construgdo da curva padrdo. Em
seguida, adicionou-se 100 pL do reagente de Griess (composto por 1% de sulfanilamida em
10% [v/v] de acido fosforico e 0,1% de naftilenodiamina, ambos em agua Milli-Q®) a cada
poco. As placas foram incubadas por 10min, momento seguinte foi realizada a leitura da
absorbancia a 540 nm e a concentracdo de nitrito foi estimada por interpolagéo a partir da curva
padrdo (Kopelyanskiy et al., 2022).

4.6 Andlise estatistica

O valor de CEso (concentragdo efetiva média) foi determinado por meio de analise de
regressdo nao linear. Os dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes,
realizados em triplicata, garantindo a reprodutibilidade dos resultados. Para a comparacéao
estatistica entre os grupos, foi aplicada andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste post
hoc de Tukey e Teste t-student (comparacdo entre grupos 24 e 72 h). Diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05 (Castro et al., 2024).
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade do GO contra formas amastigotas de L. infantum internalizadas em
macrofagos RAW 267.4

O tratamento com GO, por 24 horas, promoveu uma queda progressiva na porcentagem de
infeccdo de macrdfagos, mesmo em concentragfes mais baixas. A reducéo foi de 77,33% em
6,25 uM, 93,25% em 12,5 pM, alcancando 100% de inibicdo na concentracGe de 25 pM
comparado com o controle (Grafico 01A). No tratamento de 72 horas os resultados foram
semelhantes, com reducéo de 85,61% em 6,25 UM e inibicdo de 100% nas concentracdes 12,5
e 25uM (Gréafico 01A).

Esse efeito também se refletiu no nimero de amastigotas por célula hospedeira, que foi
significativamente reduzido no tempo de 24 horas. A menor carga parasitéria foi observada na
concentracdo de 12,5 e 25 uM, com inibicdo total (100%). Concentracdes menores também
apresentaram efeito, com reducdes de 47,31%, e 55,45% nas concentracdes de 3,12 UM e 6,25
UM, respectivamente (Grafico 01B). Apos 72 horas a inibicdo determinada foi de 56,37% em
3,12 uM, 61,15% em 6,25 pM e 100% em 12,5 e 25 uM (Gréfico 01B).

A partir dos dados obtidos, foi possivel calcular a concentragao efetiva média (CEso), que
corresponde a concentragdo necessaria para reduzir em 50% a carga parasitaria. O CEso do GO
foi estimado em 3,87 uM para 24 horas ¢ 3,04 uM para 72 horas. O antimoniato de meglumina
apresentou uma CEso de 174,42 UM apds 72 horas de exposi¢do. Em contraste, apds 24 horas,
0 antimoniato de meglumina ndo reduziu a sobrevivéncia dos amastigotas intramacrofagicos,

tornando inviavel a determinagao de sua CE-so.
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Gréfico 01: Atividade antileishmania do galato de octila (GO) em macrofagos infectados com

Leishmania infantum ap6s 24 e 72 h de tratamento.
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Fonte: Elaboracdo propria. A - Porcentagem de infecgdo por macréfagos; B - Nimero de amastigotas
internalizadas por macrofagos. Macréfagos 267.4 foram infectadas com formas promastigotas de L. infantum na
propor¢do de 10:1 macrofagos/parasito e tratadas em diferentes concentracbes de GO por 24 e 72 horas. Foi
realizado One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para compara¢do dos grupos com seu respectivo
controle, sendo os grupos com asterisco em compara¢ao com o controle de 24 h e “jogo da velha” em comparacdo
com o controle de 72 h. Teste t-student foi utilizado para comparacéo entre grupos 24 e 72 h e ndo houve diferenca.
C — Controle (DMSO 0,5% em meio RPMI completo).

5.2 Dosagem de citocinas para avaliacdo do estimulo imunologico do GO em macréfagos

infectados com L. infantum

A andlise do perfil imunomodulador do GO em macr6fagos RAW 267.4 infectados com L.
infantum revelou alteragdes significativas na producéo de citocinas associadas aos perfis Thl e
Th2, como ilustrado no Grafico 02. De modo geral, o tratamento com GO promoveu 0 aumento
de citocinas pré-inflamatorias tipicas da resposta Thl, como TNF-a e IL-12, a0 mesmo tempo
em que reduziu a expressdo de citocina anti-inflamatéria do perfil Th2, como IL-10 e IL-6.

Em relagdo ao TNF-a em 24 horas, observou-se um aumento significativo de 55,45 % na
concentragéo de 12,5 uM e de 116,14 % em 25 pM, quando comparado ao grupo controle
negativo (Grafico 02A). De maneira semelhante, ap6s 72 horas os niveis de TNF-a
apresentaram elevagéo significativa de 41,02% em 12,5 uyM e 130,23% em 25 pM (Grafico
02A), indicando o estimulo de uma resposta imune celular efetora.

Para a citocina IL-12 os resultados também apontaram elevagfes significativas. Em 24

horas, houve um aumento de 25,96% na concentragdo de 12,5 uM e de 79,14% em 25 uM.
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Apos 72 horas, a produgdo de IL-12 manteve-se elevada apenas na maior concentragao testada,
com 111,39% (Gréfico 02B).

Por outro lado, os niveis de IL-10 foram significativamente reduzidos apds o tratamento
com GO, com diminuicBes ap0os 24 horas de 40,28% e 54,88% nas concentracbes de 12,5 uM
e 25 uM, respectivamente, em comparacgdo ao controle (Gréfico 02C). Esse padrdo se manteve
apos as 72 horas, com 29,38% em 12,5 uM e 35,62 em 25 uM. Ja os niveis de IL-6 ndo se

alteraram nas condic¢des avaliadas (Gréafico 02D).

Gréfico 02: Avaliacdo do estimulo imunolégico do galato de octila (GO) ap6s 24 e 72 horas

de tratamento.
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Fonte: Elaboragdo propria. As mensuracdes de citocinas TNF-o, IL-12, IL-10 e IL-6 foram realizadas através do
ensaio ELISA sanduiche utilizando o sobrenadante armazenado do ensaio de infeccdo. O gréafico representa a
média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Foi realizado One-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para comparagdo dos grupos com seu respectivo controle, sendo o0s
grupos com asterisco em comparagdo com o controle de 24 h e “jogo da velha” em comparagdo com o controle de
72 h. Teste t-student foi utilizado para comparagéo entre grupos 24 e 72 h e ndo houve diferencga.
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5.3 Produgdo de Oxido nitrico (ON) por macréfagos tratados com diferentes
concentracdes do GO em24he72h

A producao de ON foi avaliada a partir da quantificagao de nitrito (uM), no sobrenadante
de culturas de macrofagos infectados por L. infantum tratadas com diferentes concentracdes de
GO. Como demonstrado no Gréfico 03, os niveis de nitrito foram mensurados apds 24 e 72
horas de incubacgédo, com o objetivo de investigar uma possivel ativacdo dessas células frente
ao composto.

Os resultados revelaram um aumento progressivo na produgdo de ON conforme a
elevacdo da concentragdo de GO, com destaque para os tempos mais prolongados de exposicéao.
Apdbs 72 horas, a concentracdo de 25 M apresentou aumento nos niveis de nitrito, de 121,54%
da concentracdo, quando comparada ao controle. J& ap0s 24 horas, os valores de nitrito
mantiveram-se proximos ao controle em todas as concentragdes testadas, exceto na de 25 pM,
que apresentou aumento significativo de 32,99% em relacdo ao grupo controle, como é possivel

observar no gréafico 03.

Gréfico 03: Atividade de 6xido nitrico em macréfagos tratados apos 24 e 72 horas.
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Fonte: Elaboracdo propria . Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para comparacdo
dos grupos com seu respectivo controle, sendo 0s grupos com asterisco em comparagao com o controle de 24 h e
“jogo da velha” em comparago com o controle de 72 h. Teste t-student foi utilizado para comparag&o entre grupos
24 e 72 h e ndo houve diferenca.
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6 DISCUSSAO

A LV, causada por protozoarios intracelulares do género Leishmania, como L. infantum,
permanece sendo um sério problema de satde publica em diversas regides do mundo, com
limitacGes terapéuticas significativas, especialmente no que se refere a toxicidade e resisténcia
aos farmacos disponiveis (Barbosa et al., 2024). Nesse contexto, o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que combinem eficacia antileishmania e modulacao da resposta imune
é uma necessidade urgente. O presente estudo avaliou a atividade do GO, um derivado fenolico
do éacido gélico, frente as formas amastigotas de L. infantum e sua capacidade de influenciar o
perfil imunolégico de macrofagos infectados.

Os resultados obtidos demonstraram que o GO foi capaz de reduzir de forma
significativa tanto a porcentagem de macréfagos infectados quanto o nimero de amastigotas
por célula. Esse achado € de grande relevancia, pois as formas amastigotas representam o
estagio do parasita adaptado ao ambiente intracelular, o principal desafio no tratamento da LV.
Diferentemente das formas promastigotas, que se multiplicam no meio extracelular e sdo mais
acessiveis as drogas, as amastigotas se replicam dentro dos fagolisossomos de macrofagos,
onde estdo protegidas por barreiras fisicas, bioquimicas e imunoldgicas (Mathison e Bradley,
2023). Essa localizacéo intracelular torna o parasita menos suscetivel tanto aos mecanismos de
defesa inatos do hospedeiro quanto a acdo de farmacos convencionais, como 0s antimoniais,
gue demonstram eficicia limitada contra as formas intracelulares (de Santana;, Miranda;
Carvalho, 2025). Portanto, a atividade antileishmania observada para o GO contra as formas
intracelulares evidencia seu potencial como candidato promissor para intervencdes terapéuticas
mais eficazes.

Além do efeito direto sobre o parasita, 0 GO também demonstrou uma notavel
capacidade de estimular o sistema imune inato, especialmente sobre o perfil de citocinas
produzido por macréfagos infectados. O tratamento com GO resultou no aumento da producédo
de citocinas pré-inflamatorias caracteristicas da resposta Thl, como TNF-a e IL-12, e na
reducdo de citocinas associadas a resposta Th2, como IL-10. Esse estimulo é fundamental, visto
que a polarizagdo da resposta imune exerce papel central na resolugcdo ou progressao das
leishmanioses.

A resposta Th1l é reconhecida como essencial no controle de infecgdes por Leishmania,
pois promove a ativacao classica de macrofagos, levando a produgdo NO e EROs, que sdo letais
para o parasito (Tiwari et al., 2024). Nesse contexto, TNF-a atua em sinergia com o IFN-y

(produzido por células T) na ativacdo de mecanismos antileishmania, enquanto a IL-12 estimula
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a diferenciacdo de células T CD4+ em celulas Thl, perpetuando uma resposta protetora. Em
contraste, a resposta Th2 é frequentemente associada a suscetibilidade a infecgéo, pois IL-10 e
IL-6 exercem efeitos imunossupressores, inibindo a ativacao de macrofagos e promovendo um
ambiente permissivo a replicacdo do parasita (Goto e Mizobuchi, 2023; Tiwari et al., 2024).
Assim, o perfil de citocinas induzido pelo GO sugere que, além de agir diretamente sobre o
parasito, ele também colabora para o restabelecimento de um ambiente imune mais eficaz,
promovendo uma resposta inflamatdria favoravel a eliminacéo de Leishmania.

Outrossim, 0 ON desempenha um papel crucial na mediacdo da morte de parasitas
intracelulares, sendo produzido pela atividade da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(iINOS/NOS2), cuja expressdo € comumente induzida ap0s infecg¢bes patogénicas (Acufa et al.,
2022). Desse modo, a ativacdo de MAP cinases a jusante de receptores de reconhecimento de
padrdes, como 0s TLRs, desencadeia uma cascata de sinalizacdo que culmina na expresséo de
NOS2, intensificando a producéo de ON (Acufia et al., 2022).

A montagem de uma resposta efetiva baseada em ON é determinante para limitar o
crescimento e a disseminacdo do patdgeno. Em contrapartida, a auséncia dessa resposta
favorece a progressao da infeccdo (Bogdan et al., 2024). Estudos anteriores com outras espécies
do género Leishmania reforcam que o ON atua ndo apenas na conten¢do do parasita, mas
também na protecdo contra danos teciduais decorrentes da infeccdo (Sebastian et al., 2024).

No presente estudo, observou-se um aumento significativo na producdo de ON, em
consonancia com achados prévios que apontam essa molécula como a principal efetora na morte
intracelular do parasita. O referido efeito foi potencializado pela acdo do GO, que estimulou a
producdo de ON por macrdfagos infectados. Este aumento esta associado a uma resposta pro-
inflamatoéria robusta, caracterizada por elevagao nos niveis de IL-12, promotora da resposta Th1
e indutora de TNF-a, que atua sinergicamente com o IFN-y para intensificar a expresséo de
INOS e, consequentemente, a sintese de ON. Tais dados reforcam que o aumento coordenado
de ON, IL-12 ¢ TNF-a constitui um eixo crucial para a resposta imune contra a LV (Almeida
et al., 2023; Dirkx et al., 2022).

E importante ressaltar que o uso de compostos que induzem aumento da resposta Thl e
reduz a Th2 representa uma abordagem promissora no tratamento das leishmanioses, sobretudo
nas formas viscerais, onde a disfun¢do imunologica é um dos fatores determinantes para a
progressao da doenca (Tiwari et al., 2024). Muitos pacientes com LV exibem uma resposta Th2
dominante ou supressao da resposta Thi, dificultando o controle parasitario mesmo com o uso

de medicamentos tradicionais (Novais, Amorim e Scott, 2021). Assim, compostos como 0 GO
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, que demonstram capacidade de reverter esse perfil imune in vitro, podem representar um
avanco significativo na terapéutica da doenca (Feuser et al., 2019).

Além disso, o fato do GO ter demonstrado baixa citotoxicidade em estudos anteriores
reforca ainda mais sua aplicabilidade, considerando o delicado equilibrio entre eficacia
antiparasitaria e menor toxicidade. Sua origem natural e estrutura fendlica ainda conferem
vantagens adicionais, como maior estabilidade, biodisponibilidade e potencial sinergismo com
outras drogas, caracteristicas desejaveis em novos candidatos farmacologicos (Feuser et al.,
2019; Lu et al., 2022; Saibabu et al., 2020)

Outros derivados do GO também tém sido amplamente investigados por suas
propriedades antiparasitarias, especialmente frente a protozoarios da ordem Kinetoplastida,
como Trypanosoma e Leishmania (Melo et al., 2022; Moraes Alves, de et al., 2020; Steverding
et al., 2022). O proprio acido galico ja demonstrou efeitos significativos contra L. donovani,
promovendo alteracbes morfologicas nos parasitas, comprometimento da integridade da
membrana e indugdo de estresse oxidativo (Mehwish et al., 2021). Em modelos in vitro, o
acido galico foi capaz de reduzir a viabilidade de formas amastigotas de L. amazonenses com
ICso de 7,2ug/mL . Esses achados reforgam a relevancia da estrutura do acido galico como um
ndcleo bioativo com potencial antileishmania (Feuser et al., 2019).

Além disso, ésteres de cadeia curta e média derivados do &cido galico, como galato de
metila, galato de propila e galato de heptila, também tém mostrado atividade antiparasitaria. No
entanto, o desempenho bioldgico desses compostos depende fortemente da hidrofobicidade e
do comprimento da cadeia alquila, que influenciam sua capacidade de atravessar membranas
celulares e alcangar compartimentos intracelulares (Melo et al., 2022; Moraes Alves, de et al.,
2020; Steverding et al., 2022). O GO, com uma cadeia intermediaria e bom equilibrio entre
solubilidade e permeabilidade, parece reunir propriedades fisico-quimicas ideais para interagir
tanto com o parasita quanto com as estruturas da célula hospedeira, otimizando sua atividade
(Feuser et al., 2019).

Em conjunto, os achados deste estudo evidenciam que o GO atua de forma dual contra
L. infantum: promove a morte das formas intracelulares do parasito e, simultaneamente,
estimula a resposta imune inata, favorecendo um perfil Th1l. Tais caracteristicas posicionam o
GO como um composto promissor no desenvolvimento de terapias alternativas ou adjuvantes
no combate a LV. Estudos adicionais serdo necessarios para validar esses efeitos em modelos
in vivo e aprofundar os mecanismos moleculares envolvidos, especialmente quanto a via de
sinalizacdo ativada nos macréfagos e a producdo de mediadores secundarios associados a

imunidade protetora.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o GO apresenta atividade antileishmania eficaz contra
formas amastigotas de L. infantum internalizadas em macrofagos in vitro, com potencial
mecanismo associado a estimulacdo da resposta imune do hospedeiro. A acdo antileishmania
do GO foi acompanhada por uma resposta pro-inflamatéria caracterizada pelo aumento de
citocinas do tipo Thl e inducéo de oxido nitrico, sugerindo uma atuacdo combinada entre efeito
direto sobre o parasito e ativacdo de vias microbicidas do sistema imune inato. Tais propriedade
reforcam sua relevancia como um candidato promissor na busca por novos agentes terapéuticos

para o tratamento da LV.
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