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Resumo

As leishmanioses sdo doencas infecciosas negligenciadas que afetam em torno de
0,7 a 1,3 milhdes de pessoas ao ano globalmente. Um importante microrganismo
causador da Leishmaniose Tegumentar, a forma mais frequente da doenca, é a
Leishmania (Viannia) braziliensis. Alternativas terapéuticas contra esses parasitos,
que sejam mais acessiveis e menos toxicas necessitam de mais pesquisas. No
intuito de obter alternativas para o tratamento, foram realizados ensaios com duas
diferentes cepas: MHOM/BR/1987/M11272, conhecida como cepa padrdao e
MHOM/BR/2000/1655, um isolado clinico resistente ao tratamento por glucantime - a
droga usual para tratamento da doenca. Como tratamento alternativo foi utilizado o
oleo do rizoma do gengibre, Zingiber officinale Roscoe. O ensaio reproduzido obteve
ICs5o equivalente a 23,48 + 1,42 pg/mL para a cepa padrédo e 67,40 + 5,56 ug/mL
para o isolado. Niveis de citotoxicidade n&do foram observados nem sobre o ensaio
de macrofagos e tampouco sobre eritrécitos humanos, indicando uma possivel
ferramenta no combate as leishmanioses com as linhagens padréo ou para cepas
resistentes.

Introducéo

As leishmanioses séo parasitoses tropicais e subtropicais negligenciadas e
endémicas em dezenas de paises, causadas por diversas espécies de protozoarios
dos quais derivam seu nome, 0 género Leishmania. Dentre as consequéncias da
Leishmaniose Tegumentar (LT), o subtipo mais comum, ha o desenvolvimento de
lesbes cutaneas ulcerosas unicas ou multiplas e que podem progredir para lesées
mucosas, afetando principalmente a nasofaringe. Em raz&o disso esta entre as seis
principais enfermidades infecciosas, devido a sua alta magnitude e capacidade
deformativa. Estima-se em torno de 0,7 a 1,3 milhdes de novos casos no mundo
anualmente, sendo que a Leishmania (Viannia) braziliensis foi a primeira espécie
retratada como causadora de LT e a mais importante no Brasil (BRASIL, 2017).

A terapéutica atual € a base de antiomoniais pentavalentes (Glucantime®),
pentamidinas, anfotericina B e mitelfosina, no entanto o tratamento apresenta
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elevada toxicidade e ineficacia (BRASIL, 2017). Constituintes naturais acessiveis,
com menores niveis de toxicidade que os tratamentos atuais e que, no entanto,
apresentam resultados significativos, representam uma promissora alternativa de
tratamento de doencas. O rizoma de Zingiber officinale Roscoe, mais conhecido
como gengibre, ¢ o condimento mais comumente utilizado no mundo e é
amplamente empregado no tratamento de diversas doencas. Suas propriedades
podem estimular respostas antimicrobianas e imunolégicas (RAHMANI et al, 2014).
Apesar dessas propriedades do vegetal, poucos trabalhos foram conduzidos nesse
direcionamento, portanto o objetivo desse ensaio € elucidar o efeito de seu 6leo
essencial sobre o parasito e avaliar sua citotoxidade sobre macrofagos e eritrocitos.

Materiais e métodos
Obtencéo do composto-teste

O 6leo de gengibre foi cedido pela Professora Doutora Tania Alexandrino Becker e
seu mestrando Daniel Augusto Nunes de Lima do Laboratério de Patologia da
Universidade Estadual de Maringa apds extracdo do gengibre in natura por
destilacdo simples. A origem da raiz é da regido de Marialva - PR. e comercializado
na regido de Maring4 - PR. Sua estocagem foi ao abrigo da luz, armazenado em
vidro ambar e armazenado em geladeira.

Manutencgéao de culturas

Foram utilizadas as cepas do parasito Leishmania (Viannia) braziliensis registradas
como MHOM/BR/1987/M11272 e um isolado clinico resistente ao tratamento por
glucantime: MHOM/BR/2000/1655. As cepas foram cultivadas em frascos de cultura
de células (25 cm?2 e 75 cm?), suplementadas com Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco®,
New York, NY, USA) e meios de cultura como 199 (Gibco®, New York, NY, USA) pH
7.0 ou RPMI 1640 (Gibco®, New York, NY, USA) pH 6,8. Sob repiques e incubacéo
a cada 4 dias a 25 °C.

Ensaio sobre formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis

Culturas contidas em frascos de cultura celular foram centrifugadas trés vezes a
2500 RPM, por 10 minutos, a 20 °C (Hettich Zentrifugen Rotina 420R, Tuttlingen,
Alemanha). Os sobrenadantes foram separados do pellet e quantificado o niumero
de leishmanias por mL. Foram realizadas diluicbes do o6leo de gengibre em
microplacas de 96 pocos, adicionando diferentes concentracdes do 6leo aos poc¢os
com a concentracdo de parasitos a 4 x 10’ promastigotas/mL. As placas foram
incubadas a 25 °C por 24 horas. Posteriormente, adicionados XTT [2,3-bis (2-metoxi-
4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazodlio-5-carboxanilida] (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
como meétodo colorimétrico para leitura da microplaca por espectrofotometria nos
filtros 450/620 nm (Asys Expert Plus Microplate Reader, Analytical, Biochrom Ltd,
UK).
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Ensaio de citotoxicidade sobre macrofagos de Iinhagj:é}n

Na andlise da citotoxicidade, as culturas de macréfagos murinos da linhagem
J774A.1 foram centrifugadas a 1000 RPM, por 10 minutos, a 4 °C. Macréfagos na
concentracdo de 5 x 10° /mL foram incubados em uma placa de 96 pocos a 37 °C
por 48 horas, a 5% de CO,. ApGs esse tempo 0 sobrenadante dos pocos foi retirado
e diferentes concentragdes do 6leo de gengibre foram adicionadas. Logo apos foram
incubadas a 37 °C por 24 horas, a 5% de CO, para posterior adicdo de XTT para
leitura nos filtros 450/620 nm.

Ensaio de toxicidade in vitro sobre hemécias

Para o ensaio, sangue de carneiro desfibrinado estéril (Laborclin) foi adicionado em
salina glicosada (pH 7,25) e centrifugado a 2500 RPM, 20 °C por 10 minutos (Hettich
Zentrifugen Rotina 420R, Tuttlingen, Alemanha). Do pellet, uma solucédo de 6% de
hemacias em salina glicosada foi preparada e plagueada em placa de 96 pocos.
Uma diluicdo seriada da droga foi feita e adicionada sobre as hemacias e incubadas
a 37 °C por 2 horas, a 5% de CO, e a leitura da microplaca foi feita em
espectrofotometria nos filtros 550/620 nm.

Resultados e Discussao

Foi observado que a concentracdo maxima do 6leo (2 mg/mL) ocasiona pouco a
nenhuma hemodlise das células quando comparados ao controle positivo (em
conformidade com o estudo de Duarte e colaboradores). A Concentragdo Citotoxica
para 50% do tapete celular (CCsp) foi > 1000 pg/mL, demonstrando nao afetar a
atividade dos macroéfagos, considerados um dos principais mecanismos de resposta
inflamatoria da imunidade inata contra os protozoarios.

Através dos ensaios sobre promastigotas de L. (V) braziliensis foram obtidas as I1Cgq
+ desvio padrédo das cepas. Para a cepa padrao MHOM/BR/1987/M11272, 23,48 +
1,42 yg/mL e para a cepa MHOM/BR/2000/1655 67,40 = 5,56 pg/mL. N&o existem
estudos anteriores sobre o efeito do 6leo essencial de Z. officinale Roscoe sobre L.
(V) braziliensis, porém alguns trabalhos relatam a acdo do rizoma sobre outras
espécies do protozoario. Monzote e colaboradores obtiveram uma ICsy + DP de 39,9
* 3,4 pg/mL, enquanto Duarte e colaboradores encontraram valores de ICso de 125,5
Mg/mL em promastigotas de L. amazonensis. Diferente disso, Le e colaboradores
nao observaram atividade significativa do 6leo essencial sobre Leishmania mexicana
mexicana, pois a porcentagem de viabilidade de promastigotas se manteve a 94,29
+ 3,83, atingindo melhores resultados com Zingiber zerumbet com ICsy de 0,19 +
0,05.

Conclusodes

O oleo essencial de gengibre demonstra atividade antiparasitaria significativa contra
Leishmania (Viannia) braziliensis e ndo apresenta citotoxicidade as hemacias ou
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macrofagos, mostrando-se, portanto, um composto de interesse para possiveis
novos tratamentos contra leishmaniose.
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