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Introdugéao

Os protozoarios do género Leishmania (Familia: Trypanosomatidae) s&o protozoarios
heteroxenos, necessitando de um hospedeiro invertebrado e um vertebrado para completar o seu ciclo
de vida. Apresentam duas formas durante o seu ciclo de vida: uma extracelular, presente no inseto-vetor,
denominada promastigota e uma forma amastigota intracelular no interior de macréfagos do hospedeiro
vertebrado (BATES, 2007). As leishmanioses compreendem um grupo de doengas que podem se
apresentar com quatro manifestagdes clinicas distintas, dependendo da espécie do parasita (tegumentar
cuténea, tegumentar cutanea difusa, tegumentar mucocutanea e visceral). Ainda hoje, esse grupo de
doengas se encontra na lista de doengas tropicais negligenciadas da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS). Dados recentes indicam que as leishmanioses ocorrem em 98 paises de 5 continentes. No
Brasil, as leishmanioses apresentam elevada incidéncia. (ALVAR et al., 2012). A leishmaniose cutanea é
caracterizada por Ulceras rasas ou profundas, geralmente uma unica lesdo. Uma variacdo da forma
cutdnea é a leishmaniose cutanea-difusa que ndo responde ao tratamento medicamentoso habitual,
sendo por isso extremamente grave. Uma espécie epidemiologicamente importante causadora das
formas cutanea e cutanea-difusa nas Américas é a L. amazonensis. Os antimoniais pentavalentes, como
Pentostam® e Glucantime® s&o os medicamentos considerados de primeira escolha para o tratamento
das leishmanioses, entretanto, esses farmacos também possuem toxidez elevada e alto custo. Os
produtos naturais constituem uma importante e possivel fonte de compostos uteis para o tratamento e
controle de diferentes doencgas infecciosas. A utilizagao popular de 6leos essenciais no tratamento de
leishmanioses tem sido relatada (KVIST, L. P., et al, 2006). Nesse sentido, o objetivo desse trabalho é
testar agéo dos 6leos essenciais OELM de Myrcia ovata Cambess. (Myrtaceae), popularmente conhecida
como laranjinha-do-mato, cujo componente principal € o citral e OEC de Eremanthus erytropappus (DC.)
Macleish. (Asteraceae), popularmente conhecida como candeia, cujo componente majoritario € o a-
bisabolol contra L. amazonensis nas suas formas promastigotas e amastigotas.

Metodologia

Atividade anti-promastigota: Promastigotas de L. amazonensis (2x10°em 200 pL) foram incubadas em
meio Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino, na presenca ou ndo dos dleos essenciais
adicionados no primeiro dia de cultivo. A sobrevivéncia dos parasitos foi estimada através da contagem
dos parasitos viaveis/moveis em camara de Neubauer durante quatro dias consecutivos.

Atividade anti-amastigota: Macréfagos aderidos em laminulas foram infectados com promastigotas de
L. amazonensis (4 dias de cultura) em uma proporgéo de parasita:macrofago de 5:1 e incubados por 2
horas a 37°C em 5% de CO,. Apds esse periodo, os parasitos ndo aderidos foram removidos através de
lavagens de PBS a 37°C e as culturas incubadas com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Hyclone). Apés 24 horas de interagdo a 37°C em 5% de CO, a cultura foi tratada com diferentes
concentragdes dos 6leos essenciais. Apds 96 horas nas mesmas condi¢cdes descritas acima, as células
foram lavadas com PBS a 37°C, fixadas com metanol (100%) e coradas com Giemsa. O indice de
associagao (% de macrdéfagos infectados x nimero médio de amastigota por macréfago) foi determinado
microscopicamente através da contagem de no minimo 200 células em duplicata.



Método do XTT: Macrofagos foram plaqueados em placa de 96 pogos (2x10%pogo) e incubados a
37°C/5% CO, com meio RPMI com 10% SFB por. Apds esse periodo, os macréfagos foram tratados com
diferentes concentragbes dos 6leos essenciais por 24 horas a 37°C/5%CO.. Apds os tratamentos, os
macréfagos foram lavados e incubados com PBS contendo 1.48 mM XTT (2,3-Bis [2-Methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxinilide inner salt, Sigma) ativado com 200mM de PMS (Phenazine
Methosulfate, Sigma). Apdés 3 horas de incubagdo, o produto dessa reagéo foi lido e a atividade
mitocondrial das células foi determinada a 450nm (Microplate Reader Mod. 3550-UV, Bio-Rad
Laboratories). Os resultados foram expressos em percentagem de sobrevivéncia em relagdo aos
controles nao tratados em ftriplicata.

Analise ultraestrutural Promastigotas tratados e nao tratados com os 6leos essenciais foram lavados
em PBS e fixados por 1 hora com 2,5% de glutaraldeido em 0,1M de tampao cacodilato, pH 7,2. Apos
repetidas lavagens em 0,1M de tamp&o cacodilato, as células foram pds-fixadas em solugédo de 0,1M de
tampé&o cacodilato, contendo 5mM de cloreto de calcio, 0,8 mM de ferricianeto de potassio e 1% de
tetroxido de 6smio por 40 minutos a temperatura ambiente. As células foram desidratadas em solugdes
de concentragbes crescentes de acetona. O material foi emblocado em Epon. Secc¢des finas foram
obtidas em ultramicrétomo, contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao
microscoépio eletrénico de transmissao.

Resultados

Efeito dos o6leos no crescimento de promastigotas de L. amazonensis- Nossos resultados
demonstraram que os 6leos essenciais OELM e OEC apresentaram efeito em promastigotas, onde o ICs
apos 4 dias de tratamento foi 8,69 pug/mL e 9,53 pg/mL, respectivamente.

Efeito dos dleos na viabilidade da célula hospedeira- OELM apresenta certa toxicidade para os
macréfagos a partir de concentragdes medianas enquanto que OEC somente nas concentracées mais
altas com CCs, de 16,5 ug/mL e 29,2 ug/mL, respectivamente.

Efeito dos dleos essenciais sobre as formas amastigotas intracelulares do parasita- Observamos
que os Oleos essenciais OELM e OEC levam a uma reducdo de cerca de 4,5 vezes no indice de
Associagdo da infecgdo de macréfagos com L. amazonensis, o que indica que afetam as formas
amastigotas intracelulares e infectivas do parasita.

Alteracoes ultraestruturais em formas promastigotas de L. amazonensis- Promastigotas tratados
com diferentes concentragbes e por diferentes tempos com OELM e OEC apresentaram alteracbes
morfolégicas em relagdo ao controle ndo tratado, tais como inchago mitocondrial, acimulo de corpos
lipidicos e alteragdes no nucléolo.

Conclusodes

1- Os 6leos essenciais OELM e OEC testados afetam o crescimento de formas promastigotas de
forma dose dependente. Além disso, andlises ultraestruturais dessas formas tratadas mostram
que os 6leos acarretam alteragdes morfoldgicas importantes nos parasitas que devem refletir em
alteragdes fisioldgicas;

2- Os 6leos essenciais OELM e OEC ndo comprometem a viabilidade dos macréfagos de forma
significativa, mas afetam a sobrevivéncia das formas amastigotas dos parasitas no interior dessa
célula hospedeira. Pretendemos aprofundar nossos estudos para entender se os 6leos agem
diretamente sobre os amastigotas ou ativando os mecanismos microbicidas dos macréfagos.
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