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Resumo:

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca parasitaria de importancia no
cenario nacional, devido a sua magnitude e impacto social. O tratamento da
LT é feito com antimoniais pentavalentes, anfotericina B e pentamidinas,
medicamentos de custo elevado e com alta toxicidade, o que estimula a
pesquisa de novas alternativas de tratamento. O Oleo essencial de
Tetradenia riparia (TrEO) tem atividade leishmanicida contra formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Porém, a
atividade do oleo essencial de T. riparia contra a espécie Leishmania
(Viannia) braziliensis (LVb), que é um importante agente da LT e pode
causar destruicdo de tecidos cartilaginosos da orofaringe, ainda néo é
conhecida. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade do Oleo
essencial de T. riparia para formas promastigotas de L. (V.) braziliensis e a
citotoxicidade para macrofagos murinos. Para isso, formas promastigotas de
LVb e macrofagos J774.A1 foram submetidos ao tratamento com oOleo
essencial de T. riparia em diferente concentracdes e tempos de incubagéo.
Os resultados mostraram que a dose letal 50% (DL50) para promastigotas
de LVb foi 0,153 pg/mL e 0,216 pg/mL, apos 24 e 48 h, respectivamente,
nao havendo diferenga significativa entre esses tempos. A citotoxicidade do
TrEO para 50% de macrofagos (CC50) foi 0,102 pg/mL apos 24 h e o indice
de seletividade (CCso/DLso) foi 0,66. Estes resultados sugerem que o 6leo
essencial de T. riparia tem potencial para o tratamento da leishmaniose
cutanea causada por Leishmania (Viannia) braziliensis.

Introducao

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca infecciosa endémica no
Brasil, acometendo pessoas de todas as faixas etarias e de ambos 0s sexos.
As espécies de Leishmania que frequentemente causam essa doenca no
Brasil séo L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. Esta ultima espécie € um
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importante agente da LT e pode causar destruicdo de tecidos cartilaginosos
da orofaringe, resultando nas formas desfigurantes e incapacitantes da
doenca®.

Ha décadas, o tratamento das leishmanioses € baseado na utilizagdo de
antimoniais pentavalentes e anfotericina B, porém apresentam falha
terapéutica, além de alta toxicidade, o que estimula desenvolvimento de
novas terapias para a doenca °.

A planta Tetradenia riparia, conhecida popularmente como ‘falsa Mirra’, €
utilizada na medicina popular por comunidades africanas, apresentando
propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, entre outras . Além disso,
0 Oleo essencial desta planta apresentou acao inibitoria sobre o crescimento
de formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania.
(Leishmania.) amazonensis *°. Entretanto, a acdo deste 6leo essencial para
Leishmania (Viannia) braziliensis, ainda nao foi estudada. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi investigar a acdo do 6leo essencial de T. riparia
para Leishmania (Viannia) braziliensis avaliando o seu potencial para o
tratamento da leishmaniose cutanea.

Materiais e métodos

Atividade do Oleo essencial de T. riparia para formas promastigotas de L.
(V.) braziliensis

Promastigotas de L. (V.) braziliensis foram tratadas com diferentes
concentracdes do Oleo essencial de T. riparia (5 pg/mL até 0,002 pg/mL) ou
de anfotericina B (62,5 pg/mL até 0,03 pg/mL) por 24 e 48 horas, a 25 °C.
Em seguida, a viabilidade dos parasitos foi avaliada pelo método
colorimétrico de reducéo do XTT *. Apés 3-5 horas a 37°C da adicdo do XTT
a leitura foi realizada em leitora de microplacas a 450/620 nm. A dose letal
(DLso) foi definida como a que mata 50% dos parasitos em comparagédo com
parasitos néo tratados.

Citotoxicidade para macréfagos J774.A1

Macrofagos J774.A1 foram distribuidos em placa de 96 pocos e incubados
por 48 horas a 37°C, e 5% de CO,. Posteriormente, foram tratados com
diferentes concentracdes do 6leo essencial de T. riparia (0,3 ug/mL até 0,01
pMg/mL) ou de anfotericina B (62,5 ug/mL a 1,95 pg/mL), por 24 horas a 37°C,
e 5% de CO,. A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico de
reducdo do XTT. A concentragdo citotoxica para 50% das células (CCs) foi
definida como a que reduziu em 50% a sobrevivéncia dos macrofagos
guando comparada com aqueles néo tratados (controle de viabilidade). O
indice de seletividade terapéutica foi calculado como: TSI = CCso/DLsp.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste t de Student para avaliar a
significancia estatistica entre os tempos de incubagdo e farmacos
estudados. Foram consideradas significativas as diferencas com p<0,05.
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Resultados e Discussao

Os resultados mostraram que a DLsg do TrEO e da anfotericina B apos 24 e
48 horas foi de 0,153 pg/mL e 0,216 pg/mL e 1,37 pg/mL e 0,81 pg/mL,
respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre os tempos
estudados (p<0,05) (tabela 1).

Tabela 1 - Atividade do o6leo essencial de Tetradenia riparia e da
anfotericina B para formas promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis e para macrofagos JJ74

DLso (ug/mL) + DP CCso/24h
Farmacos 24h 48h + DP(ug/mL) ITS
TrEO 0,153 £0,06* 0,216 +0,04 0,102+0,002 0,66
AmB 1,3740,40 0,81+0,29 ND ND

TrEO: 6leo essencial de Tetradenia riparia. AmB: anfotericina B; DLso: dose letal para 50% dos parasitos;
CCs. concentracdo citotoxica para 50% das células murinas; ITS: indice de seletividade terapeutica
(CCso/DLsg 24nrs); DP: Desvio padrédo; ND: ndo determinado; Os valores expressos sédo referente a média de

trés experimentos independentes. * diferenc¢a significativa entre os valores de DLso de 24 horas p < 0,05.

Em um estudo conduzido por Demarchi et al (2015), também n&o observou
diferencas significativas entre os tempos de incubacao ao avaliar o efeito do
TrEO sobre promastigotas de L. (L.) amazonensis; em seu estudo a DLsg do
Oleo essencial de T. riparia ap6s 24 e 48 horas foi de 0,5 pg/mL e 0,3 pug/mL,
respectivamente. Apesar do TrEO possuir caracteristicas sazonais, com
variagfes nas concentracdes de seus componentes entre as estagbes do
ano, nao foi observada diferenca significativa em sua atividade contra L. (L.)
amazonensis®. Portanto, nossos resultados sugerem uma maior
suscetibilidade da espécie Leishmania (Viannia) braziliensis ao tratamento
com Oleo essencial de Tetradenia riparia.

O TreO apresentou uma menor DLsy, quando comparado a anfotericina B
(farmaco de referéncia), sugerindo que o Oleo pode ser uma alternativa de
tratamento mais eficaz e em menores concentragdes do que a anfotericina
B. Esses resultados corroboram com outros estudos sobre a atividade anti-
Leishmania do TrEO *°, reforcando a ideia do seu potencial terapéutico.

A CCso do TreO foi de 0,102 pg/mL (Tabela 1), concentragcéo inferior a
encontrada por Cardoso et al, 2015 que identificou uma CCsy de 1.022,21
ng/ mL (102 pg/mL). Essa diferenca na citotoxicidade pode estar relacionada
ao ano de extracao do 0leo, levando em consideracdo que as alteracées dos
padrdes climaticos possam ter interferido na composicédo do 6leo. Por outro
lado, a concentracdo foi semelhante a encontrada para células peritoneais
murinas no mesmo estudo, 0 que sugere que a sensibilidade ou resisténcia
das culturas celulares podem influenciar na avaliagdo da citotoxicidade do
composto. O indice de seletividade terapéutico foi de 0,66, indicando uma
maior seletividade do farmaco para as células murinas do que para as
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formas promastigotas do parasito. Entretanto, como Leishmania € um
parasito intracelular, a morte das células infectadas pode ser favoravel para
o controle e resolucdo da doenca *.

Conclusodes

O Oleo essencial de Tetradenia riparia possui um potencial como alternativa
ao tratamento da leishmaniose cutanea, causada por diferentes espécies de
Leishmania. Porém, estudos complementares com formas amastigotas e in
vivo devem ser realizados para se confirmar esse potencial.
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