. ’/@m SIMPOSIO NACIONAL

DEREALIDADE VIRTUAL EM SAUDE

)1 FORUM NACIONAL
l?ﬂl“ﬂii mmcasm_nnn
INOVAGAO EM SRUDE

Congresso Nacional
de Inovacées em Sadde

V'CONAIS

ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DO OLEO ESSENCIAL DE Eugenia piauhiensis Vellaf
CONTRA AS FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania infantum

Jose Wheslley Rodrigues de Lucena; 'Douglas Soares de Oliveira; 'Mercya Lopes Braga; 2 Maria
Gabrielly Gongalves da Silva Sousa; *Julyanne Maria Saraiva de Sousa; “Klinger Ant6nio da Franca
Rodrigues.

! Graduando em Biomedicina pela Universidade Federal do Delta do Parnaiba— UFDPar;
’Biomédica e Mestranda em Biotecnologia pela Universidade Federal do Delta do Parnaiba —
UFDPar; * Biomédica e Doutoranda em Biotecnologia pela Universidade Federal do Delta do

Parnaiba — UFDPar; >Prof. Dr. do curso de Medicina pela Universidade Federal do Delta do
Parnaiba — UFDPar.

Area tematica: Biotecnologia e Inovacio em Satde
Modalidade: Comunicacdo Oral Presencial
E-mail dos autores: wheslleyrodriguess @ufdpar.edu.br

RESUMO

INTRODUCAO: As Leishmanioses sdo doencas parasitrias, incluidas no grupo de Doencas
Tropicais Negligenciadas, afetando a populagcdo socioeconomicamente desfavorecida e enfrentando
desafios no desenvolvimento de métodos terapéuticos eficazes. Acometendo mais de 12 milhdes de
individuos globalmente. O tratamento atual, com farmacos de referéncia, enfrenta desafios de
toxicidade e resisténcia, levando a busca por novas alternativas terapéuticas como o 6leo essencial de
Eugenia piauhiensis Vellaf. OBJETIVO: Avaliar o potencial antileishmania do 6leo essencial de
Eugenia piauhiensis Vellaf contra as formas infectantes (promastigotas) da Leishmania (Leishmania)
infantun. METODOS: O 6leo essencial foi extraido das folhas da espécie Eugenia p. Vellaf. Os
parasitos utilizados foram da espécie Leishmania infantum, cultivados em meio de Schneider
suplementado e colocados em placas de cultivo celular com 96 pocos. Em seguida, solugdes da
nanoemulsdo foram adicionadas aos pogos e incubou-se as placas em estufa de demanda bioldgica de
oxigénio (B.0O.D.) em temperatura de 26°C por 72 horas. Os ensaios de citotoxicidade foram
realizados em uma placa de 96 pogos contendo meio RPMI, macréfagos murinos e diferentes
concentragdes das substancias e incubados por um periodo de 72 horas e avaliados pelo ensaio de
MTT. RESULTADOS: Os resultados obtidos evidenciam que o 6leo essencial de Eugenia p. Vellaf
(OEEU) apresenta um potencial significativo como farmaco contra as formas promastigotas de L.
infantum, demostrado pelo ICso (16,73) e CC (324,62). Em comparacdo com os farmacos de
referéncia Anfotericina B e Antimonial de Meglumina, o OEEU mostra-se menos citotoxico e mais
seletivo, com um Indice de Seletividade (IS) de 19,40, sendo 17,47 e 28,58 vezes mais seletivo que
esses farmacos, respectivamente. CONCLUSAO: O 6leo essencial de Eugenia p. Vellaf apresentou
potencial antileishmania significativo contra formas promastigotas de L. infantum, em modelo in
vitro, apresentando melhor seletividade em comparagdo aos tratamentos atuais. Estudos adicionais
sa0 necessarios para avaliar sua eficdcia intracelular.

Palavras-chave: Leishmaniose; Eugenia piauhiensis; Leishmania infantun.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo doengas parasitdrias, que estio incluidas no grupo das Doencas Tropicais

Negligenciadas (DTNs). Representam um conjunto de enfermidades heterogéneas, caracterizadas
pela sua prevaléncia em populacdes em condi¢des socioecondmicas desfavordveis. Devido a sua
baixa visibilidade e a limitada capacidade de investimento por parte das indudstrias farmacéuticas, o
combate as leishmanioses enfrentam desafios no desenvolvimento de métodos terapéuticos e
preventivos que sejam eficazes, seguros e acessiveis (Luna; Campos, 2020).

Conforme a Organizacdo Pan-Americana da Saide (OPAS) em sua mais recente publicacio
datada de 21 de dezembro de 2023, evidenciou a notifica¢do de 12.878 novos casos no Brasil durante
o ano de 2022. Este agravo afeta mais de 12 milhdes de individuos em escala global, ademais,
estimasse que cerca de 350 milhdes pessoas vivem em dreas de risco, sendo um importante problema
de satde publica (OPAS, 2022).

Esta enfermidade pode manifestar-se de varias formas clinicas, dependendo da espécie do
parasito envolvido e de fatores inerentes ao hospedeiro, entre outros fatores. A mais comum forma
encontrada da leishmaniose € a tegumentar, que pode ainda se dividir em: cutanea localizada, cutanea
dissemina, cutanea difusa e mucocutanea. O segundo grupo é a leishmaniose visceral, caracterizada
pelo acometimento de 6rgdos internos como medula dssea e principalmente figado e bago, devido a
isso € a forma mais mortal (Rodin; Smirnov, 2020; Volpedo et al., 2021).

O agente etioldgico dessa enfermidade € um parasita dimérfico com uma fase intracelular
obrigatorio pertencente a ordem Kinetoplastida e ao género Leishmania. O protozoario de morfologia
unicelular é transmitido ao hospedeiro durante o repasto sanguineo de vetores fémeas de Lutzomyia,
sendo assim caracterizado por um ciclo heteroxénico (Thakur et al., 2022). Esses protozoarios
possuem duas principais morfologias, as amastigotas, encontradas dentro das células dos hospedeiros
vertebrados e a segunda morfologia, as promastigotas, forma flagelada cujo sua principal localizacdo

€ dentro do tubo digestivo das fémeas dos flebotomineos, sendo essa ultima a forma infectante para

os mamiferos (Mazzinghy et al. 2021).

A terapéutica ocorre através da administracdo de farmacos, dentre eles os antimoniais
pentavalentes e a anfotericina B. Contudo, essa abordagem encontra-se confrontada por uma série de
desafios, incluindo a necessidade de administracdo parenteral, alto custo e a ocorréncia de elevada

toxicidade hepdtica e cardiaca (Carnielli et al., 2019). Devido aos problemas causados por esses
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farmacos, hd um aumento do niimero de pacientes que desistem do tratamento, levando a um
surgimento de cepas resistentes. Em virtude desses agravos, torna-se necessdrio a busca por métodos
de tratamento com maior eficidcia e com menos agravos a saide (Peixoto ef al., 2024; OPAS, 2022).

Os dleos essenciais, ao longo dos anos, esses compostos tém sido explorados na medicina
alternativa devido ao seu perfil consideravelmente menos agressivo a saide humana. O género
Eugenia abriga uma variedade de espécies no qual seu dleo essencial é composto por mais de 300
substancias, com predominancia de sesquiterpenos e monoterpenos. Distribuidas por todo o territério
brasileiro, este género tem sido objeto € bastante alvo de pesquisa devido as suas propriedades
antimicrobianas, antifingicas e antiparasitarias (Flora do Brasil, 2020).

Nesse contexto, o presente estudo prop0Os investigar a nanoemulssdao do OE extraido da Eugenia
piauhiensis Vellaf, visando avaliar suas propriedades antiparasitirias e a citotoxicidade em
macréfagos.

2 METODO

2.1. Coleta e identificacao botanica

Para a extracdo do 6leo essencial, foram coletadas folhas da espécie Eugenia p. Vellaf no jardim
residencial do Bairro Reis Velloso, no municipio de Parnaiba, Piaui. Ramos floridos e a exsicata
foram coletados e enviados ao Herbario do Delta do Parnaiba da Universidade Federal do Piaui para
a devida identificacdo botanica.

2.2. Extracao do éleo essencial

Utilizou-se um aparelho de Clevenger acoplado a um baldo de destilacdo de fundo chato com
capacidade para 6 litros. Foram adicionados 100 g de amostra vegetal (Folhas secas ao ar (40°))
juntamente com dgua destilada, mantendo-se a proporcdo de 1:10. O sistema foi aquecido em uma
manta de aquecimento, e a destilacdo foi conduzida por 4 horas, a partir do momento em que a
primeira gota de dleo foi obtida. O 6leo essencial foi coletado e acondicionado em um frasco de vidro

ambar hermeticamente fechado (Nunes et al., 2022).

2.3. Cultivo dos Parasitos e células

Foram  utilizados  parasitos da  espécie  Leishmania  (Leishmania)  infantum
(MHOM/BR/1974/PP75), cultivados em meio de Schneider suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), penicilina/estreptomicina (10.000 U/10 mg) a 26°C e pH 7 mantidos em estufa de
demanda bioldgica de oxigénio (BOD), segundo a metodologia de Nunes et al., (2022).
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Os macréfagos RAW 264.7, fornecida e cultivadas no Laboratério de Doengas Infecciosas
(LADIC), foram armazenados em frascos de cultura contendo meio DMEM completo (10% SFB, 1
% de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina) (pH 7) a 37 °C, 5% de CO (Nunes et al., 2022).

2.4. Avaliacao da inibicao do crescimento de formas promastigotas

Formas promastigotas de L. infantum (em fase logaritmica de crescimento), foram cultivadas em
placas de cultivo celular com 96 pocos contendo meio Schneider suplementado, na quantidade de 1
x 10° parasitos por poco. Em seguida, solu¢des da OEEU foram adicionadas aos pocos, em dilui¢cdes
seriadas de 400 a 0,78 ug/mL. Seguindo, incubou-se as placas em BOD a temperatura de 26°C por
72 horas. A leitura foi realizada em espectrofotometro de microplacas a 540 nm (Nunes et al., 2022).

2.5. Ensaio de citotoxicidade

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 100 uL. meio RPMI 1640 e 1 x 10° de macréfagos
murinos 264.7 por poco. Apds 4 h de incubagdo para adesdo celular realizou-se trés lavagens com
PBS estéril. Em continuidade, foram adicionados 100 pL de meio RPMI 1640 contendo diferentes
concentragdes do OE e incubados por um periodo de 72 horas. No final do periodo foi aplicado 10
uL de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2y 1)-2,5-difenil tetrazolium]) e incubado por mais de
4 h. Logo ap6s aplicacdo do DMSO para solubilizar formazan. Em seguida, a leitura foi realizada a
540 nm em uma leitora de placa (Nunes et al., 2022).

3 RESULTADOS

3.1. Avaliacao da atividade antileishmania do OEEU sobre formas promastigotas de L.

infantun

Os resultados obtidos estdo dispostos na tabela 1, o OEEU mostrou atividade contra as formas
promastigotas de Leishmania infantun, tendo em vista o valor de Clso (concentracdo inibitéria média)
obtido de 16,73. Apresentou melhor resultado quando comparado com os farmacos de referéncia
utilizados nesse estudo (Antimonial de Meglumina) com Clso de 2150.

3.2. Citotoxicidade e IS do OEEU sobre macréfagos RAW 264.7

Ap6s o periodo de tratamento de 72 horas, foi realizado o ensaio de MTT e calculado o CCso
(concentracdo de citotoxicidade média) de 324,62 ug/mL para macréfagos RAW 264.7 tratados com
OEEU, indicando uma baixa citotoxicidade. Em comparacio, a anfotericina B apresentou uma CCs

de 0,39 pg/mL, demonstrando alta toxicidade mesmo em baixas concentracdes. Tendo em vista os
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resultados obtidos, O OEEU mostrou-se 17,47 vezes mais seletivo quea Anfotericina B e cerca de

28,25 vezes mais seletivo que o Antimonial de Meglumina.

Tabela 1 - Atividade anti-Leishmania e efeito citotoxico em frente a células RAW 264.7 e valores do indice de

seletividade (IS) calculados para os 6leos essenciais de Eugenia piauhiensis.

Compostos RAW 264.7 Promastigotas
CCso Clso IS
(ng/mL) (ng/mL)
OEEU 324,62 16,73 19,40
Anfotericina B 0,39 0,35 1,11

Antimonial de Meglumina
15863 2150 0,73

Fonte: Elaboragao prépria
* Indice de Seletividade = CCso / Clso

4 DISCUSSAO
Os o6leos essenciais extraidos da Familia Myrtaceae, como no trabalho de Michelon et al.,
(2020) que apresenta o OE de Eugenia pyriformis com atividade promissoria contra Leishmania, t€ém
sido descritos como potenciais candidatos antiparasitirios devido a presenca de substancias com
fortes propriedades microbicidas. Outro exemplo € o estudo de Nunes et al., (2021), que corrobora
os resultados aqui apresentados.

O OEEU demonstrou ser um forte candidato para um tratamento mais assertivo € com menos
prejuizos ao paciente. De acordo com pesquisas, um indice de seletividade (IS) maior que 10 ¢é
considerado como bom (Njeru; Muema, 2021), o que € demostrado nesse trabalho, por outra vertente
os tratamentos padrao usados como a Anfotericina B com IS de 1,11 e Antimonial de Meglumina de
0,73 sao as possiveis causas dos efeitos colaterais tais eles como a hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,

pancreatite e arritmias cardiacas (Sousa et al., 2023).

O composto testado inibe as formas promastigotas, ou seja, as morfologias infectantes em
uma baixa concentracdo e ainda € mais seletivo como visto anteriormente, sendo importante para
evitar os possiveis efeitos colaterais, uma vez que tem uma melhor distin¢do entre o parasito e as

células do hospedeiro. Tal perspectiva deixa uma grande proposta para uma investigacio mais
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5 CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos, fica evidente que o dleo essencial de Eugenia p. Vellaf
(OEEU) apresenta um potencial significativo como farmaco contra as formas promastigotas de L.
infantun, demostrado pelo ICso e CCso apresentando-se como um candidato promissor a
aprofundamento em estudos in vitro contra formas amastigotas e futuros estudos in vivo podendo
tornar-se um candidato promissor ao tratamento das leishmanioses.
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