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RESUMO

TOSTES, Helena de Abreu, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2026. Uso de derivado do eugenol LS15 (oleato de 4-alil-2-metoxifenila) para
tratamento de infeccao in vitro por Leishmania amazonensis em macroéfagos
RAW 264.7. Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva.

A leishmaniose cutdnea (LC) € um dos quadros clinicos no espectro das
leishmanioses, classificadas como doencgas tropicais negligenciadas. No Brasil, a
espécie Leishmania amazonensis é uma das principais causadoras da LC. Existem
desafios acerca dos tratamentos disponiveis, realizados principalmente com
antimoniais pentavalentes, relatados por efeitos colaterais como toxicidade ao
organismo do paciente, dor durante o tratamento intralesional e desenvolvimento de
resisténcia biolégica aos farmacos pelos parasitos do género Leishmania. O
eugenol, um composto fendlico natural e encontrado em plantas como o cravo-da-
india, € conhecido por seu potencial amplo na indUstria, utilizado desde a indUstria
alimenticia, até mesmo como recurso farmacolédgico, além de ser conhecido pela
acao antioxidante, antiparasitaria, anticancer e anti-inflamatéria. Estudos revelaram o
potencial do eugenol e de seus derivados diante de infec¢des por Leishmania como
tratamento e agentes imunomoduladores. Um dos derivados, o LS15, possui uma
cadeia oleil que pode atuar como pro-farmaco, o que melhora a entrada do grupo
eugenol e pode auxiliar na agdo deste contra parasitos internalizados. Neste
trabalho, foi investigada a possibilidade de acao leishmanicida do LS15 in vitro em
infecgdes por Leishmania amazonensis em macrofagos. Além de apresentar baixa
citotoxicidade aos macrofagos, tratamento com o LS15 levou a reducdo da
quantidade de formas amastigotas em 24 e 48 horas de tratamento dos macréfagos
infectados. Esses resultados indicam potencial de utilizacdo do composto em
tratamento de leishmaniose cutanea. A partir deles, se abre a perspectiva de futuros
estudos in vivo para desenvolvimento de tratamentos alternativos e mais acessiveis
para LC, como a formulacao de cremes e pomadas.

Palavras-chave: eugenol; Leishmania amazonensis; leishmaniose cutanea; oleato de
4-alil-2-metoxifenila; tratamento



ABSTRACT

TOSTES, Helena de Abreu, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2026.
Use of the eugenol derivative LS15 (4-allyl-2-methoxyphenyl oleate) for in vitro
treatment of Leishmania amazonensis infection in RAW 264.7 macrophages.
Adviser: Eduardo de Almeida Marques da Silva.

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a clinical form of leishmaniasis and is considered a
neglected tropical disease. In Brazil, Leishmania amazonensis is one of the main
causative species. Current treatments face many challenges, especially those using
pentavalent antimonials, which are linked to high systemic toxicity, pain during
intralesional injections, and the development of drug resistance. Eugenol, a natural
phenolic compound obtained from plants like cloves, is widely known for its industrial
and pharmacological potential, showing antioxidant, antiparasitic, anticancer, and
anti-inflammatory effects. Recent research highlights the potential of eugenol and its
derivatives as both leishmanicidal and immunomodulatory agents. One such
derivative, LS15 (4-allyl-2-methoxyphenyl oleate), contains an oleyl chain that might
act as a prodrug, improving the uptake of the eugenol group and boosting its action
against internalized parasites. This study examined the in vitro leishmanicidal activity
of LS15 against Leishmania amazonensis infections in macrophages. The results
showed that the compound significantly decreased the number of amastigotes after
24 and 48 hours of treatment, while showing low toxicity to host macrophages. This
work provides a basis for future in vivo studies focused on developing more
accessible alternative treatments for cutaneous leishmaniasis, such as topical
creams and ointments.

Keywords: 4-allyl-2-methoxyphenyl oleate; eugenol; cutaneous Ileishmaniasis;
Leishmania amazonensis; treatment
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1. INTRODUGAO

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum de manifestagao do
espectro clinico da leishmaniose, com ocorréncia de 95% dos casos registrados nas
Américas, Bacia Mediterranea, Oriente Médio e Asia Central. Estima-se a incidéncia
de 600.000 a 1 milhdo de casos da doenca por ano e apenas cerca de 200 mil
notificados (Organizagdo Mundial da Saude, 2023). A LC é endémica em mais de 90
paises, nao limitada ao fator quantitativo da populagao atingida, mas qualitativo de
seu aspecto e condigdes de vida (Organizagdo Mundial da Saude, 2024; Honorio et
al., 2016; Wenning et al., 2022). Ela é classificada como uma doencga tropical
negligenciada, isto €, de prevaléncia em regides vulneraveis nos aspectos sociais e
econdmicos, com baixa atencdo e investimentos em pesquisa e saude publica
precaria (Feller; Lemmer; Khammissa, 2022; Srour; Baratti-Mayer, 2020).

O género Leishmania é dividido nos subgéneros Leishmania e Viannia e
abrange mais de 50 espécies, com mais de 20 delas capazes de infectar humanos
(Akhoundi et al., 2016; Herrera et al., 2020; Paranaiba et al., 2017) (Akhoundi et al.,
2016; Herrera et al., 2020; Paranaiba et al., 2017). Nas Américas, as principais
espécies causadoras da manifestacdo cutdnea da doengca sao Leishmania
(Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania) venezuelensis, Leishmania
(Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) peruviana, Leishmania amazonensis,
Leishmania (Viannia) guyaniensis e Leishmania (Viannia) braziliensis, sendo as trés
ultimas as mais detectadas em territério brasileiro (Brasil, s.d.; PAHO/WHO, 2024). A
disseminagao da doenga ocorre majoritariamente a partir do repasto sanguineo de
fémeas de insetos flebotomineos da familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae,
pertencentes aos géneros Lutzomyia e Phlebotomus no Novo e no Velho Mundo,
respectivamente. No Brasil, esses insetos sao nomeados por populares como
“‘mosquito-palha” ou “birigui” (em inglés, sandflies). A infeccdo em mamiferos se
caracteriza pelo desenvolvimento de lesdes a partir do local de picada do flebotomineo
e se manifesta de forma localizada ou difusa, comum em regides de exposigdo ao
inseto (Mcgwire; Satoskar, 2014). Um dos principais fatores de potencializagado do
ciclo zoondtico e disseminacdo da LC e as outras formas de leishmaniose
(mucocutanea e visceral) € a urbanizagédo desenfreada associada a domesticagéo de
animais com potencial de reservatorio desses e outros parasitos, além de outros
fatores como atividades turisticas, imigracdo e adaptagao do inseto ao meio urbano
(Hotez, 2018; Pavli; Maltezou, 2010)
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Além das adversidades relacionadas ao desenvolvimento de vacinas, o
tratamento de LC apresenta desafios tanto para os acometidos pela doenga quanto
para os profissionais da saude em seu manejo, principalmente no que diz respeito a
utilizacdo dos medicamentos de primeira linha, os antimoniais pentavalentes
(Glucantime®, Pentamidina, antimoniato de meglumina, etc) ou de segunda linha em
casos mais severos, como anfotericina B (Pinart et al., 2020). Além do alto custo,
longo tempo de duragado, desenvolvimento de resisténcia parasitaria e toxicidade ao
organismo, individuos em tratamento, em sua maioria trabalhadores em paises
previamente considerados sob vulnerabilidade econémica e social, relatam incémodo
pela via de administracao intralesional, além dos registros de alta taxa de evasao aos
cuidados clinicos que exigem aplicagdes diarias, mas que s&do incompativeis ao
cotidiano de trabalho dos pacientes (Bellali et al., 2017; Gongalves et al., 2019a;
Makarani et al., 2025; Ponte-Sucre et al., 2017; Pradhan et al., 2022). Em pacientes
concluintes do tratamento também é recorrente que o resultado pds-cicatrizagdo nao
seja satisfatorio, o que ultrapassa o ambito da aparéncia e atinge a qualidade mental
dos acometidos (Bennis et al., 2018; Pires et al., 2019).

E conhecido, ademais, que parasitos do género Leishmania atingem
principalmente macrofagos e evoluiram geneticamente de modo a desenvolverem
capacidade de evasdo de mecanismos efetores do sistema imune mediados em
grande parte por tal classe de células fagociticas. Tais organismos alcangam, por
intermédio de ferramentas moleculares, o direcionamento do modelo de resposta
imune para uma tendéncia anti-inflamatoéria pelo padrédo Th2, especialmente pela
estimulag&o da producgéo de interleucinas (IL) como IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e fator beta
de transformacdo de crescimento (TGF-3) em linfocitos auxiliares do tipo TCD4*, o
que favorece o desenvolvimento de Leishmania (Maspi; Abdoli; Ghaffarifar, 2016;
Scott; Novais, 2016)(Maspi; Abdoli; Ghaffarifar, 2016; Scott; Novais, 2016). Células
fagociticas como macréfagos, neutrofilos e células dendriticas sdo as principais
infectadas por formas evolutivas promastigotas metaciclicas de Leishmania, dotadas
de alta viruléncia e capacidade de evasao do sistema imune. Dentro das células, estas
formas se diferenciam em amastigotas, formas também infectantes que se
reproduzem assexuadamente em vacuolos pés-endociticos (De Pablos; Ferreira;
Walrad, 2016; Killick-Kendrick, 1990; Tariq; Lazar; Abass, 2020). Dessa maneira, a
predominancia de perfis de resposta Th1 e Th17 exercem papeis fundamentais para

o controle da doenga. O perfil de células TCD4" do subtipo Th1 produzem citocinas
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tais como Interferon Gamma (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e IL-12,
associadas a maior ativagao de macréfagos e outras células do sistema imune (Dey
et al., 2007; Egui et al., 2018; Saha; Roy; Ukil, 2022) O subtipo Th17 atua também
com a producéo de citocinas, sobretudo a IL-17, que contribui para o perfil inflamatorio
ao recrutar células fagociticas e ativar células como TCDsg* e NK (natural Killers)
durante a infec¢ao cutanea por Leishmania (Morales-Primo et al., 2024). Esses dois
padroes associados, portanto, contribuem para a supressao da resposta do padrao
Th2 e, consequentemente, em relevante controle da infecgéo.

Somados todos os entraves relacionados ao contexto social, epidemioldgico,
tratamento, do potencial infeccioso dos parasitos evidenciados e das caracteristicas
do perfil imunologico da LC, entende-se que a busca por solugdes em nivel de
profilaxia ou tratamento da doenga € um relevante problema de saude publica.

O Eugenol, um composto fendlico encontrado e extraido a partir de plantas das
familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Mysristicaceae e em espécies como
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) é conhecido por seu potencial imunogénico e
terapéutico em modelos de leishmaniose visceral e cutanea (Charan Raja et al.,
2017b; Islamuddin et al., 2016; Kar et al., 2021; Teixeira et al., 2022). Além disso, é
popularmente difundido que compostos fendlicos como um todo possuem atividade
promissora em aspectos anti-inflamatérios, antioxidantes, antiparasitarios,
antialérgicos, além de sua importancia na industria culinaria, farmacéutica e de
cosméticos (Hachim; Shawi, 2016; Mohammadi Nejad; Ozgiines; Basaran, 2017;
Pramod; Ansari; Ali, 2010; Ulanowska; Olas, 2021; Yujie Lao et al., 2024; Zari; Zari;
Hakeem, 2021).

O trabalho em pauta propde, por intermédio de estudos in vitro, a testagem de
um derivado sintético do eugenol, o LS15, que é um composto organico conjugado de
um grupo oleil de prévia eficacia em modelos de leishmaniose visceral atuando como
um pré-farmaco ao mimetizar a entrada do grupo eugenol pela membrana plasmatica
(Charan Raja et al., 2017). A presenga do grupo quimico conjugado oleil poderia, em
vista de sua possivel agdo na mimetizagdo através da membrana plasmatica,
aprimorar a entrega do grupo eugenol e torna-lo mais efetivo contra as formas
infectantes que, neste caso, estdo internalizadas pelas células.

Portanto, com o objetivo de verificar o potencial do composto LS15 para
tratamento de LC, seu uso é avaliado neste trabalho considerando os perfis de

toxicidade em macréfagos e em formas amastigotas internalizadas de Leishmania
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(Leishmania) amazonensis. De acordo com os dados mostrados, este mesmo
composto podera funcionar para futuras perspectivas de modelos in vivo em
tratamentos alternativos de formulagdes tépicas que, além de serem mais acessiveis,

podem reduzir os impactos proporcionados pelos tratamentos tradicionais contra LC.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmanioses: aspectos sociais, econémicos e culturais

A Organizagdo Mundial da Saude (2023) classifica as leishmanioses como
doencgas tropicais negligenciadas e muitos dos paises correlatos a prevaléncia da
doenga também representam areas onde o acesso a saude é precario (Tilahun;
Alemu; Mulatu, 2014). Consideravel parte dos estudos epidemiologicos e clinicos
publicados sdo conduzidos em localidades sob emergéncia de conflitos militares e
civis e em regides ocupadas sobretudo por proletarios e trabalhadores rurais, além de
idosos, mulheres e criangas (Berry; Berrang-Ford, 2016; Gongalves et al., 2019b; Lu
et al., 2024; Mohebali, 2013; Oryan; Akbari, 2016). Nos casos da leishmaniose visceral
(LV), a principal emergéncia epidemioldgica é concentrada no comprometimento de
funcdes sistémicas essenciais para a saude de um individuo, tais como o sistema
imunologico, hematopoiético e hepatico, que, em quadros graves da doenga, como
ocorre na coinfeccao por HIV, ou sob outras condi¢gdes de imunodepressao ou
vulnerabilidades sistémicas, podem levar a morte dos acometidos (Coutinho et al.,
2017; Lindoso et al., 2018; Machado et al., 2021). Nas leishmanioses cutanea (LC) e
mucocutanea (LM), a evidéncia de obitos é rara, mas, em contrapartida, existem
outras problematicas econdmicas, sociais e psicoldgicas acerca das patologias.

Assim como nos casos de LV, para LC e LM existe dificuldade de adesao ao
tratamento devido a duragédo e ao método de posologia, que pode durar em meédia 30
dias em casos brandos e mais do que esse tempo em casos severos, além de
limitagdes financeiras e distancia de centros de tratamento (Bamorovat et al., 2023;
Beyazgll et al., 2024; Nufez Garcia, 2025). Esse fator é redundantemente inviavel
quando considerado o fator publico-alvo, isto €, majoritariamente integrante de
minorias econdmicas e proletarios. Outro entrave se da no pos-tratamento: devido as
caracteristicas de lesdes desenvolvidas, o processo de cura e escarificagado é quase
sempre denotado por cicatrizes marcantes, que se tornam fatores de vulnerabilidade
psicolégica e estigmatizacdo, principalmente em mulheres e criangas, e tornam
quaisquer grupos acometidos mais suscetiveis a preconceitos no ramo empregaticio
e social (Haileselassie; Zerihun; Mulugeta, 2025; Merdekios et al., 2025; Wenning et
al., 2022b).
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2.2. Leishmania: taxonomia e mecanismos evolutivo-moleculares de
evasao ao sistema imune

Os parasitos do género Leishmania sao eucariotos flagelados do reino protista
pertencentes a classe Kinetoplastida, ordem Trypanosomatida e integrantes da familia
Trypanosomatidae que compartilham aspectos moleculares que representam
homologias filogenéticas (Bernardes; Zani; Carvalho, 2013; Mauricio, 2018; Merzlyak
et al., 2001; Teixeira, 1998). O exemplo mais emblematico de homologia se da pelas
tripanotiona-sintetase e tripanotiona-reductase, enzimas participantes do balango
sintese-redugdo da tripanotiona (Augusto et al., 2025). Essas enzimas s&o
emblematicas, atuantes em mecanismos anti-estresse oxidativo e na manutencio de
processos redox, caracterizadas pela ligagao de dois grupos peptidicos glutationa por
uma molécula de espermidina, importante para a sobrevivéncia dos parasitos e que
atuam como potenciais marcadores para a acado de farmacos, em que a espermidina
age como cofator redox e ligante de tiol no processo redox-tiol (Flohé; Hecht; Steinert,
1999; Garcia-Davis et al., 2023; Gonzalez-Montero et al., 2024; Lopez-Jaramillo et al.,
1998; Manta et al., 2013).

Lipofosfoglicanos de superficie (LPGs) sdo moléculas presentes em parasitos
do género Leishmania que tém papel importante no processo infeccioso. Elas iniciam
seu papel funcional logo apos a interagao do flebotomineo com o hospedeiro e sua
agao geral € caracterizada pela lise de proteinas efetoras do complemento e pela
interacdo com receptores de membrana do tipo Toll 2 e 4 (Toll-like receptors ou TLR-
2 e TLR-4) em células do sistema imune inato, tais como macréfagos e células natural-
killer (NKs) (Forestier; Gao; Boons, 2014; Pereira-Filho et al., 2023). Essa proteina &
capaz de otimizar a adesao dos parasitos a macréfagos, inibir enzimas hidroliticas e
inativar a quinase C (PKC) (Franco; Beverley; Zamboni, 2012; Giorgione; Turcot;
Epand, 1996; Secundino et al., 2010; Turco; Descoteaux, 1992). Em especial, a LPG3
(lipofosfoglicano 3), pertencente a essa familia proteica, atua ao formar ligagdes que
sobrepdem sitios de ligacédo de ATP e sdo capazes de se ligar a moléculas de
heparina, o que sugere sua participagdo em processo de adesao e de internalizagao
do parasito em células fagocitarias (Martins et al., 2018).

Outro aspecto relacionado a infecgao por parasitos causadores de LC é o
recrutamento de neutréfilos para o sitio de infecgdo, sobretudo pela quimiotaxia
exercida pela acao de IL-8 apos sua ligagdo em receptores de membrana nessas

células (Justiz-Vaillant et al., 2024; Quan et al., 1996). Apesar de neutrdfilos atuarem
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em respostas de perfil pré-inflamatério, que envolvem produgao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), dxido nitrico (NO) e de formacao de armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETSs), € observado que, em parte dos casos de LC, existe predominancia
de padrdao de resposta imune anti-inflamatoria, sobretudo resposta celular Th2
associada a linfocitos auxiliares (TCD4"), e produgéao de citocinas reguladoras IL-10 e
TGF-B (Abdoli; Maspi; Ghaffarifar, 2017; Carvalho et al., 2024; Justiz-Vaillant et al.,
2024).

Proteinas de choque térmico (heat shock proteins ou HSPs) sdo chaperonas
ubiquitinadas descritas por seu potencial protetor, sobretudo em contextos de
estresses metabdlicos induzidos por mudangas de temperatura, expressas em
procariotos e eucariotos e classificadas de acordo com sua massa molecular (Hu et
al., 2022). Sua expressado ocorre quando fatores de choque térmico (heat shock
factors ou HSFs) séo ativados pela mudanga de temperatura e ligam-se a regides
promotoras do DNA, os “elementos de choque térmico” — heat shock elements ou
HSEs. (Keller, 2025; Sharp; Brown; Miller, 1997). A proteina do tipo chaperona de
choque térmico 70 (Hsp70), o tipo mais comum dessa classe e expressa em varios
tipos celulares, também se enquadra em mecanismo de resisténcia a temperatura e
a sobrevivéncia intracelular de espécies de Leishmania e é um fator para a
discriminagao de espécies a partir da estrutura de seus genes (Espada et al., 2018;
Fraga et al., 2010, 2013; Montalvo et al., 2010).

E importante enfatizar a protease de membrana GP63 ou leishmanolisina
(MSP), com apice de atividade na forma evolutiva de formas promastigotas
metaciclicas (Olivier et al., 2012), capaz de se ligar a proteina C3 da via alternativa
do sistema complemento e cliva-la em sua forma inativa (iC3b), o que, ao mesmo
tempo que leva a inibigcdo de formagao de poros na membrana celular dos parasitos
via complexo de ataque a membrana (MAC), se liga ao receptor de membrana CR3
em macrofagos, facilitando a internalizagéo do parasito (Devsani; Vemula; Bhandari,
2023; Yao; Donelson; Wilson, 2003). Essa proteina possui, ademais, capacidade de
ligacao a receptores de fibronectina e promove adesao e internalizagao dos parasitos
em células-alvo no processo infeccioso (Brittingham et al., 1999; Moreno, 2020).

Os mecanismos evolutivo-moleculares previamente citados corroboram para a
modulagao da resposta imune em relagcao ao balanco Th1-Th2, caracterizada pela
alteracao de fungcbes metabdlicas de células efetoras como macréfagos. Tais

mecanismos promovem a prevaléncia do padrdo Th2, que, devido a estimulos
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celulares gerados por moléculas previamente exemplificadas, tém como
consequéncia a producédo de citocinas e marcadores deste mesmo padrao, que
favorecem a evasdo dos parasitos Leishmania e o desenvolvimento da doenca
(Ganguli et al., 2015; Goto, 2025).

2.3. Leishmaniose cutanea: manejo clinico e tratamentos usuais

O manejo clinico da leishmaniose envolve desafios além das questdes
logisticas e sociais dos acometidos. As formas lesionais exibidas nos individuos
muitas vezes exibem similaridades morfoldégicas tais como placas, nddulos e
infiltrados subcutaneos, que podem levar a erros de triagem clinica primaria por
apresentarem sintomatologias analogas as de outras doengas, tais como psoriase,
sarcoidose, piodermite, carcinoma escamoso, celulite, foliculite e eczema (Karaja et
al., 2024; Ortega-Moreno et al., 2019; Vanlier et al., 2021). Isso, somado aos erros de
diagndstico muitas vezes causados pela inacessibilidade a métodos mais sensiveis e
especificos em regides vulneraveis economicamente, pode levar a limitagbes no
manejo clinico e no direcionamento e tempo ideal para realizagdo dos tratamentos e
até mesmo ao desperdicio de recursos ja escassos (Hazra; Patra, 2018; Singh et al.,
2025; Sousa et al.,, 2024). Além dos fatores que envolvem os impasses dos
diagndsticos tipicos, os tratamentos disponiveis, apesar de sua importancia, também
exibem problematicas. E conhecido que os antimoniais tém como principio de acéo a
interagcdo com parasitos do género Leishmania que levam ao aumento da
permeabilidade da membrana celular e se ligam ao DNA, ativando vias de sinalizagao
pré-apoptéticas, além da inativacdo de enzimas anti-estresse oxidativo como a
tripanotiona reductase e DNA tropoisomerase (Frézard; Demicheli; Ribeiro, 2009;
Istanbullu; Bayraktar, 2022; Rauf et al., 2016). Apesar de demonstrarem consideravel
efetividade para o tratamento de LC, estes farmacos podem apresentar efeitos
colaterais como dor durante e apds aplicacdes, prurido e edemas quando se trata da
administracao intralesional, além de, em casos mais raros, efeitos sistémicos, tais
como o desenvolvimento de cardio, hepato e nefrotoxicidade, e pancreatite (Berbert
et al., 2018; Kato et al., 2014a; Marques et al., 2019).
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2.4. Eugenol e derivados: multifuncionalidade e aplicagdes farmacolégicas

no manejo das leishmanioses

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € um composto fendlico de estrutura
considerada simples (C.H..0.), que tem a preseng¢a de um grupo hidroxila e de um
grupo alil capazes de contribuir para seu potencial antioxidante, microbicida e anti-
inflamatdério em sistemas biolégicos (Abdou et al., 2021; Faruq; Ibrahim, 2025). Este
e seus derivados sdo conhecidos por seu potencial amplo em diferentes quadros
patolégicos, a incluir cancer, infecgdes, Alzheimer e leishmaniose, possuindo,
ademais, caracteristicas antioxidantes e anti-inflamatorias e podendo atuar de forma
dose-dependente e sinergisticamente quando combinado a tratamentos ja utilizados
(Charan Raja, 2015; Parween; Jabeen; Prasad, 2021). Estudos voltados para a
leishmaniose ja demonstraram a efetividade do eugenol na indugé&o de morte celular
em Leishmania pelo aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de danos mitocondriais, além de influenciar o balango entre citocinas pré e anti-
inflamatdrias e estimular células do sistema imunolégico (Justiz-Vaillant et al., 2024;
Oliveira et al., 2014; Rani et al., 2024b). O composto também demonstrou baixa
citotoxicidade frente aos macréfagos hospedeiros e baixos valores de IC. para
compostos destes derivados, e capacidade de potencializar a agao de células do
sistema imune e direcionar a resposta para padrao Th1 (Islamuddin et al., 2016;
Mallick et al., 2011; Rani et al., 2024b). Um dos derivados do eugenol, o oleato de
eugenol ou “LS15” (4-alil-2-metoxifenila), ativa a via de sinalizagdo PKC-BIlI-p38
MAPK, promovendo aumento da produgao de citocinas comuns ao padrao proé-
inflamatorio (Th1), tais como IL-12 e IFN-y, que tém papel crucial no aumento da
producao de oxido nitrico (NO) e, consequentemente, na morte dos parasitos (Hazra;
Raja MR; Mahapatra, 2023). O LS15 é acrescido de uma cadeia alifatica, que da a
esta molécula caracteristica anfifilica, que pode auxiliar a entrada do grupo eugenol
em células e apresenta biocompatibilidade devido a similaridade quimica em relagao
a composigao da membrana plasmatica (Figura 1). Em outras palavras, devido a sua
capacidade de ligagao, compatibilidade bioquimica e estabilizagdo em receptores na
superficie da membrana celular, a cadeia alifatica oleil se comporta como uma “pré6-
droga”, facilitando a entrega do grupo eugenol no interior da célula (Charan Raja et
al., 2017a).



Figura 1 - Molécula de Eugenol 4-alil-2-metoxifenila (LS15)
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Fonte: Produzida pelo Professor Robson Ricardo Teixeira, Grupo de Sintese e Pesquisa de

Compostos Bioativos, Departamento de Quimica, Universidade Federal de Vigosa (2026).
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3. OBJETIVO GERAL

Testar in vitro o efeito do derivado de eugenol LS15 na viabilidade de
macrofagos RAW 264.7 e nos niveis de infeccdo dessas células por formas

amastigotas de Leishmania amazonensis.

3.1. Objetivos especificos

e Avaliar, através de ensaio MTT, a viabilidade de macréfagos RAW 264.7 na
presenca de diferentes concentragcdes de Eugenol e seu derivado LS15 apds

24 e 48 horas de exposi¢cdo aos compostos;

e Aferir se, apos 24 e 48 horas de tratamento, o Eugenol e seu derivado LS15
apresentam efeito leishmanicida em modelo de infec¢do in vitro por L.

amazonensis.
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4. METODOS

4.1. Linhagens celulares

Macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 foram gentilmente cedidos pelo
Laboratério de Bioquimica Celular e Bioprodutos, sob responsabilidade da Professora
Juliana Lopes Rangel Fietto, Departamento de Bioquimica da Universidade Federal
de Vigosa, mantidos em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP,
BR) suplementado com soro fetal bovino (10%) (Nova Biotecnologia, Cotia, SP, BR),
L-glutamina (1%) (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), penicilina G (1%) (Sigma-Aldrich),
HEPES (10 mmol x L') (ACS Cientifica, Sumaré, SP, BR) e NaHCO,(2 g x mL")
(Labsynth), pH 7.2. Parasitos da espécie Leishmania amazonensis da cepa
IFLA/BR/67/PH8 foram obtidos apds passagem em camundongos C57BL/6 e
cultivados em meio de cultura Grace (Grace Insect Medium, Gibco, Grand Island, NY,
USA) com soro fetal bovino (10%) (Nova Biotecnologia) e penicilina G (1%) (Sigma-
Aldrich), pH 6,5. O triglicérides (Yanih Prod. Cosm. e Farm. LTDA, S&o José dos
Pinhais, PR, BR) foi gentiimente cedido pelo Centro Universitario UniVigosa (Vigosa,

Minas Gerais, Brasil).

4.2. Eugenol, Glucantime® e LS15 (Oleato de 4-alil-2-metoxifenila)

O Glucantime® (Antimoniato de meglumina) (Sanofi-Aventis Farmacéutica
LTDA, Suzano, SP, BR) foi utilizado como droga controle. O eugenol (4-alil-2-
metoxifenol) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi gentilmente cedido pelo Grupo
de Sintese e Pesquisa de Compostos Bioativos, sob responsabilidade do professor
Robson Ricardo Teixeira, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vigosa, sendo o derivado LS15 (Oleato de 4-alil-2-metoxifenila) produzido e

gentilmente cedido por este mesmo grupo.

4.3. Produgao do LS15 (4-alil-2-metoxifenila)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 150 uL de eugenol
(0,97 mmol, 1,0 equivalente), 420 uL de acido oleico (1,49 mmol, 1,5 equivalente), 230
uL (1,49 mmol, 1,5 equivalente) do agente de acoplamento diisopropilcarbodiimida
(DIC), 0,061 mg (0,5 mmol, 0,5 equivalente) do catalisador DMAP e 3 mL de
diclorometano como solvente. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética

em temperatura ambiente por 2 horas. O monitoramento da reagao foi realizado por
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cromatografia em camada delgada (CCD), com visualizagao sob luz UV e revelagao
com solugédo aquosa de KMnO,. Ao término da reagéo, a mistura foi transferida para
um funil de separacao e submetida a extracao liquido-liquido, empregando-se agua
destilada (3 x 10 mL) como fase aquosa e diclorometano (20 mL) como fase orgénica.
Apoés a extragao, as fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio
anidro, filtradas e concentradas sob pressao reduzida. A purificagcdo do produto foi
realizada por cromatografia em coluna, utilizando silica gel como fase estacionaria e
uma mistura de hexano-acetato de etila (6:1, v/v) como fase movel. As fragdes
contendo o composto puro foram reunidas em um baldo de fundo redondo e
concentradas sob pressido reduzida. O produto foi entdo transferido para frasco
apropriado, previamente identificado, e mantido até a completa evaporacédo do

solvente.

4.4. Testes in vitro

4.4.1. Ensaio de viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7

Macrofagos RAW 264.7 foram utilizados para o ensaio de citotoxicidade apos
24 e 48h de exposicao ao composto de interesse. Para os ensaios de 24h de
exposicao, as células foram dispostas em placas de 96 pogos de fundo plano em
concentragéo de 5 x 10*células/100 uL/pogo (5 x 10° células/mL). Nos testes de 48h
a concentracgao de células foi ajustada para 1,25 x 10%células/100 uL/pogo (1,25 x 10s
células/mL) para evitar superpopulagao de células ao final do tempo utilizado.

Para a utilizacdo dos compostos, foram preparadas solugbes-estoque
utilizando triglicérides como diluente. Para os tratamentos com Eugenol, foram
preparadas solugdes-estoque através de diluigdes (1:2) em concentragdes de 19,0524
mmol x L-"a 2,44 mol x L' de Eugenol. Para o LS15, procedimento semelhante e de
mesmo fator de diluicao foi realizado, porém com a preparagdo de concentragoes
entre 29,8105 e 954 mmol x L' de LS15. Solugbes-estoque de Glucantime® também
foram preparadas nas respectivas concentracdes de 10,64, 5,32, 1,064 e 0,532 mol x
L.

ApoOs o periodo de adesao das células nos pogos por 14 (quatorze) horas, os
pocos foram lavados com PBS (pH 7.2) para retirada das células ndo aderidas. Em
seguida, novo meio RPMI-1640 foi adicionado. Para a administragdo dos compostos,

foi estabelecido que esta ocorreria considerando 5% do volume total dos pogos. Dessa
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forma, as concentragdes de eugenol utilizadas foram de 0,95262 a 122 mmol x L,
enquanto para o LS15 foram de 1,490525 a 47,7 mmol x L-!. A droga controle utilizada
foi o Glucantime® (Antimoniato de Meglumina, 300 mg x mL™"), também em diferentes
concentragdes (33,25, 66,5, 133 e 266 mmol XL").

Para calcular a viabilidade das células apdés os periodos de exposi¢cao aos
compostos, o grupo controle ndo tratado foi estabelecido como parametro de
referéncia de viabilidade (100% de viabilidade). Para o calculo, foi utilizada a seguinte

féormula:

S Absorbancia do grupo teste
Viabilidade celular (%) = —— x 100%
Absorbancia do grupo controle

4.4.2. Ensaio de citotoxicidade em formas amastigotas internalizadas

Apos os testes de viabilidade celular em macrofagos nao infectados, as
mesmas concentragdes dos grupos da droga-controle (Glucantime®) foram utilizadas
€ as que apresentaram menor citotoxicidade para as células foram selecionadas, tanto
para o eugenol (1,90 e 3,8125 mmol x L-') quanto para o LS15 (11,925 e 47,7 mmol x
L.

Macrofagos RAW 264.7 foram incubados em placas de 24 pogos (1 X
10%/mL/pogo) para os testes de infecgdo em 24h e 5 x 10*/mL/pogo para 48h. Formas
promastigotas de Leishmania amazonensis foram cultivadas até o 10° dia de cultura
(1 x 10° parasitos/mL no 1° dia de cultura) e utilizadas para a infecgdo dos macroéfagos
na proporg¢ao de vinte parasitos por macréfago.

O processo se iniciou a partir da disposigao de laminulas redondas de 13 mm
em placas de 24 pocos, seguida da adicao de células fagociticas nas respectivas
contagens anteriormente descritas em 1 mL de meio RPMI-1640. Para garantir a
adesao das células, estas foram incubadas a 5% CO, 37°C, por 14 (quatorze) horas
e, no dia seguinte, as formas totais de Leishmania amazonensis no décimo dia de
cultura foram ressuspensas em meio RPMI-1640 preparado conforme descrito
anteriormente para cultivo de macréfagos e incubadas junto aos macréfagos durante
3 horas para internalizacdo dos parasitos. Apos esse tempo, os parasitos nao
internalizados foram retirados por lavagem dos pocos feita trés vezes com solugao de

PBS esterilizado (pH 7.2). Ao fim das lavagens, novo meio RPMI-1640 foi adicionado
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e 0os compostos foram adicionados para as respectivas incubacdes nos periodos de
24 e 48h.

Ap06s o tempo requerido para cada experimento, as células das laminulas foram
fixadas em metanol absoluto (100%) e submetidas a coloragdo pandtica (Renylab®,
Barbacena, MG, BR). Apds a coloragao, a quantificacdo de células infectadas foi
realizada por microscopia Optica, considerando o numero de 100 células por contagem
para a quantificagdo de amastigotas e de células infectadas.

Para calculo do percentual de células infectadas, foi estabelecida a seguinte
formula:

, . Células infectadas
% de Células infectadas = Colulas contadas 100

Para calculo do indice de infeccdo, que reflete a capacidade infeccdo dos

parasitos, foi estabelecida a seguinte férmula (Paladi et al., 2012):

Indice de infecgao (II) =

Amastigotas contadas

x % de células infectadas
Células contadas 0 f

Para calculo do numero de formas amastigotas por macrofago, foi utilizada a
seguinte férmula:

Amastigotas por macrofago =
Amastigotas contadas

Células contadas

Para calculo do numero de formas amastigotas por macréfago infectado, foi

utilizada a seguinte formula:

Amastigotas contadas

Amastigotas por macrofago infectado =
g p fago inf Células infectadas contadas
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4.5. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando ANOVA unidirecional (p <
0,05), em que foram comparadas as médias entre os grupos testados utilizando
Software GraphPad Prism (8.0).
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaio de viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7
Macrofagos RAW 264.7 foram expostos a Glucantime® nas concentragdes de
13,3, 26,6, 133 e 266 mmol x L-1. Ndo foi observada redugao significante na viabilidade

celular, que nao foi menor que 80% para nenhum dos grupos apds 24 ou 48 horas de

incubacao (Figura 2 — A e B).

Figura 2 — Graficos de ensaio de viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7

submetidos a diferentes concentragdes de Glucantime® (33,25, 66,5, 133 e 266

mmol x L)
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Nota: As células foram incubadas com Glucantime® por 24 horas (A) ou por 48 horas (B) e a
viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT. Os graficos representam a média e o
erro padrao da média (SEM) de trés experimentos independentes reunidos. O grupo nao
tratado foi definido como padréao de viabilidade (100%). ANOVA unidirecional post-hoc Turkey
foi utilizada para comparagéo dos dados (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.
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O mesmo tipo de ensaio de viabilidade foi feito com uso de eugenol (Figura 3
— A e B). A diminuigao de viabilidade foi observada entre os grupos de 15,25, 30,5 e
61 mmol x L', com médias de viabilidade abaixo de 80% em relagdo ao grupo controle
(Figura 3 — A e B). Apesar de ter sido apresentada, a concentragéo de 122 mmol x L-
' nos experimentos de 24 e 48h nao foi considerada como promissora para o
prosseguimento dos testes. Durante o procedimento de leitura e pelas caracteristicas
quimicas do eugenol evidenciadas pela baixa capacidade de homogeneizagdo no
meio, foi percebido o acumulo da composi¢cao dessa concentragao no fundo dos pogos
destinados a esse grupo, o que pode ter corroborado para imprecisdes na leitura
(Figura 3 — A e B). Foram observadas diferencas estatisticas significativas (p < 0,05)
entre os niveis de viabilidade quando comparados os seguintes grupos: (a)
Triglicérides em relagdo a 30,5 mmol x L-'; (b) 122 mmol x L' em relagdo a 30,5 mmol
x L-1; (c) 15,25, 30,5 e 61 mmol x L' em relagdo ao grupo nao tratado; (d) 0,953125

mM em relagdo a 15,25 mmol x L' (Figura 3 — A e B).
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Figura 3. Gréficos de ensaio de viabilidade celular in vitro de macréfagos RAW
264.7 submetidos a diferentes concentracées de eugenol (0,953125 a 122

mmol x L, diluigbes 1:2)
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Nota: As células foram incubadas com eugenol por 24 horas (A) ou por 48 horas (B) e a viabilidade
celular foi determinada por ensaio de MTT.Os graficos representam a média e o erro padrdo da
média (SEM) de trés experimentos independentes reunidos. ANOVA unidirecional post-hoc Turkey
foi utilizada para comparacdo dos dados. O grupo ndo tratado foi definido como padrdo de
viabilidade (100%). Grafico A: (a) p < 0,05 em relagdo ao grupo triglicerides; (b) p < 0,05 em
relagdo ao grupo 30,5 mM; (c) p < 0,05 em relagdo ao controle ndo tratado; (d) p < 0,05 em relacao
ao grupo 15,25 mM. Grafico B: (a) p < 0,05 em relagao ao grupo néo tratado; (b) p < 0,05 em
relagdo ao grupo triglicérides; (¢) p < 0,05 em relagao ao grupo 15,25 mM; (d) p < 0,05 em relacao
ao grupo 7,625 mM.

Fonte: Elaborado pela autora.

A viabilidade de macréfagos RAW 264.7) apds exposicdo a diferentes
concentracoes de LS15 também foi avaliada. Observou-se aumento das médias de
absorbancia em 24h de incubagdo com o composto nas diferentes concentragdes e
com triglicérides em comparagao com o controle nao tratado (Figura 4A). Em 48h de
incubagéao, esse mesmo perfil foi observado para os grupos triglicérides (TGL), 47,7 e
1,490625 mmol x L' (Figura 4B). Em nenhum dos dois periodos de incubagao foram

observadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos (Figura 4 — A e B).
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Figura 4 — Graficos de ensaio de viabilidade celular in vitro de macréfagos RAW 264.7

submetidos a diferentes concentragbes de LS15 (1,490625 a 47,7 mmol x L7,
diluicdes 1:2)
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Nota: As células foram incubadas com LS15 por 24 horas (A) ou por 48 horas (B) € a viabilidade
celular foi determinada por ensaio de MTT. Os graficos representam a média e o erro padrao da
média (SEM) de trés experimentos independentes feitos em triplicatas por grupo e analisados

por ANOVA Unidirecional post-hoc Turkey. O grupo nao tratado foi definido como padrao de
viabilidade (100%).
Fonte: Elaborado pela autora.

Macrofagos RAW 264.7 foram infectados com formas promastigotas de L.
amazonensis e expostos aos tratamentos com Glucantime®, triglicérides, eugenol ou
LS15 por 24 ou 48 horas e os parametros porcentagem de macrofagos infectados,
indice de infeccdo, numero de formas amastigotas por macréfago e numero de formas

amastigotas por macrofago infectado foram determinados conforme descrito na
metodologia.
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5.2. Ensaio de citotoxicidade em formas amastigotas de L. amazonensis

internalizadas em macrofagos — 24 horas de tratamento

5.2.1. Porcentagem de macréfagos infectados

Todos os grupos, exceto Glucantime® 26,6 mmol x L' e Triglicérides,
apresentaram reducdo de porcentagem de macréfagos infectados (p < 0,05) em
relagdo ao controle ndo tratado. Apesar disso, o grupo controle diluente triglicérides
(TGL) apresentou redugdo na média de células infectadas superior a 50% em relagéo
ao grupo controle nao tratado (Figura 5A).

Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragdo de Glucantime® (266

mmol x L7).

5.2.2. indice de infecgdo
Todos os grupos de tratamentos apresentaram redug¢ao no indice de infecgéo
em relagao ao grupo controle nao tratado (Figura 5B).
Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragio de Glucantime® (266

mmol x L1).

5.2.3. Numero de formas amastigotas por macroéfago

Todos os grupos (exceto por Glucantime® 13,3 mM e triglicérides)
apresentaram redugdo na quantidade de formas amastigotas por macrofago em
comparagao com o grupo nao tratado (Figura 5C). Apesar de ndo apresentarem
diferencgas estatisticamente significantes, houve redugao superior a 50% nas médias
dos grupos Glucantime® 13 mmol x L' e triglicérides em comparag&o com o controle
nao tratado (Figura 5C).

Nao houve diferencga estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragao de Glucantime® (266

mmol x L.
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5.2.4. Numero de formas amastigotas por macroéfago infectado
Para os grupos analisados, nao houve diferenga de numero de amastigotas por
macrofagos infectados em relagdo ao grupo controle nao tratado, apesar do grupo
LS15 (11,925 mmol x L") ter apresentado a maior redugdo em média entre os grupos
(Figura 5D).
Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragdo de Glucantime® (266

mmol x L™).
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Figura 5 — Graficos de avaliacdo da infeccdo de macrofagos por Leishmania (L.)
amazonensis, tratados por 24 horas com eugenol ou LS15
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Nota: Macrofagos RAW 264.7 foram infectados com formas promastigotas de L. amazonensis e
expostos aos tratamentos com os diferentes compostos por 24 horas, conforme descrito na
metodologia. (A) Percentual de células infectadas; (B) indice de infeccdo; (C) Numero de formas
amastigotas por macréfago; (D) Numero de formas amastigotas por macréfago infectado. Os
graficos representam a média e o erro padrdo da média (SEM) de trés experimentos independentes
reunidos. ANOVA unidirecional post-hoc Turkey foi utilizada para comparagao dos dados. * p < 0,05
em relagdo ao grupo nio tratado. M@ = macréfago; NT = n&o tratado; Glu = Glucantime®; TGL =
triglicérides; Eug = eugenol.

Fonte: Elaborado pela autora.



34

5.3. Ensaio de citotoxicidade em formas amastigotas de L. amazonensis

internalizadas em macrofagos — 48 horas de tratamento

5.3.1. Porcentagem de macréfagos infectados

Em relagéo ao grupo néo tratado, os tratamentos com Glucantime® (266 mmol
x L), eugenol (1,90 e 3,8125 mmol x L") e LS15 (11,925 e 47,7 mmol x L)
apresentaram redugédo na porcentagem de células infectadas em relagédo ao grupo
nao tratado (Figura 5A). Os grupos Glucantime=(26,6 e 133 mmol x L") e triglicérides,
apesar de nao demonstrarem reducéo estatisticamente significante em relagédo ao
grupo nao tratado, apresentaram redugdo em meédia do percentual de células
infectadas, em torno de 50% (Figura 6A).

Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragdo de Glucantime® (266

mmol x L).

5.3.2. indice de infecgdo
Houve reducao do indice de infecgdo em todos os grupos quando relacionados
ao controle negativo nao tratado (Figura 6B).
Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragdo de Glucantime® (266

mmol x L).

5.3.3. Numero de formas amastigotas por macroéfago

Todos os grupos de compostos de tratamento com eugenol (1,90 e 3,8125
mmol x L") e LS15 (11,925 e 47,7 mmol x L") e as duas maiores concentragdes de
Glucantime® (133 e 266 mmol x L) apresentaram redugio estatisticamente
significante no numero de amastigotas por macrofago em relagdo ao grupo controle
nao tratado (Figura 6C). Apesar da redug¢ao nao ter sido considerada estatisticamente
significante, observa-se diferenca entre a média do grupo triglicérides (TGL) e a do
grupo nao tratado, com redugédo de aproximadamente 57% na taxa de amastigotas
por célula (Figura 5C).

Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragao de Glucantime® (266

mmol x L™).
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5.3.4. Numero de formas promastigotas por macréfago infectado
Os outros grupos analisados nao apresentaram diferengas em relagéo ao grupo
controle nao tratado (Figura 6D).
Nao houve diferenga estatisticamente significante quando comparados todos
os grupos de eugenol e LS15 em relagdo a maior concentragao de Glucantime® (266

mmol x L™).
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Figura 6 — Avaliagdo da infecgdo de macréfagos por Leishmania (L.) amazonensis,

tratados por 48 horas com eugenol ou LS15
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Notas: Macréfagos RAW 264.7 foram infectados com formas promastigotas de L. amazonensis e
expostos aos tratamentos com os diferentes compostos por 48 horas, conforme descrito na
metodologia. (A) Percentual de células infectadas; (B) indice de infecgdo; (C) Numero de formas
amastigotas por macréfago; (D) Numero de formas amastigotas por macréfago infectado. Os
graficos representam a média e o erro padrao da média (SEM) de trés experimentos
independentes reunidos. ANOVA unidirecional post-hoc Turkey foi utilizada para comparagéo dos
dados. * p < 0,05 em relagao ao grupo nao tratado. M@ = macréfago; NT = n&o tratado; Glu =
Glucantime® TGL = triglicérides; Eug = eugenol.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6. DISCUSSAO

E conhecido que macréfagos possuem um papel dicotdmico na infecgéo por
Leishmania. Além de atuarem no controle da carga parasitaria, eles s&o as principais
células hospedeiras das formas infectantes (amastigotas) do parasito, e seu acumulo
no local de lesao apos recrutamento por quimiocinas produzidas durante o processo
de infecgdo pode agravar o perfil lesional pela produgéo de fatores pré-inflamatérios
(Goto; Mizobuchi, 2023). Entretanto, apesar de apresentarem evidente correlagao
com a evolugao inflamatéria da doenga, a diminuicdo significativa da quantidade
dessas células nao é desejavel por também possuirem papel efetor contra parasitos
do género Leishmania por intermédio de mecanismos pro-oxidativos decorrentes, por
exemplo, da produgédo de oxido nitrico (Reverte; Snaka; Fasel, 2022). Portanto, a
questao inicial para a testagem dos compostos era se estes apresentariam niveis
citotoxicos consideraveis para os macrofagos e se essas células, tendo em vista sua
importancia biolégica no processo de infecgdo no alojamento das formas infectantes
de Leishmania, comunicagao com outras células do sistema imunoldgico e produg¢ao
de fatores pro-inflamatorios, manteriam sua viabilidade acima de 80% (Almeida et al.,
2023; Carneiro et al., 2021).

Nos ensaios de viabilidade celular utilizando o farmaco Glucantime®, a
deteccgdo da redugdo nao significativa de viabilidade dos macrofagos na presencga das
concentragdes de 13,3, 26,6, 133 e 266 mmol x L' do medicamento nos periodos de
24 e 48 horas (Figura 1 — A e B) permitiu a utilizacao dessas mesmas dosagens em
posteriores infecgdes in vitro em grupo de tratamento como farmaco-controle. Os
antimoniais pentavalentes, espectro de medicamentos ao qual o Glucantime®
pertence, sdo conhecidos por causarem efeitos colaterais em pacientes, tais como
toxicidade renal, hepatica, inflamacdes locais, dores na aplicacao, nauseas e vomitos,
0 que leva até mesmo a interrupgao do tratamento (Kato et al., 2014b; Masmoudi et
al., 2005; Moreira et al., 2015). Além disso e do aumento de resisténcia de parasitos
do género Leishmania as drogas em uso em todo o mundo, a toxicidade promovida
pelos antimoniais pentavalentes pode incluir toxicidade aos macréfagos e prejudicar
a resposta imune por estes promovida durante infecgdo por Leishmania (Noleto;
Petkowicz; Mercé, 2015). Pritsch (2015), ao testar a exposigao de macrofagos murinos
a concentragéo de 300 pug x mL" (798 mmol x L) em periodo de 24 horas detectou,

com o mesmo tipo de ensaio de viabilidade (MTT), diminui¢gdo da viabilidade celular
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(cerca de 78%). Portanto, concentragdes menores e diferentes de Glucantime® (13,3,
26,6, 133 e 266 mmol x L") testadas neste presente trabalho foram mantidas para a
realizacdo dos testes posteriores. Todas essas consideragbes sao, inclusive,
justificativas para a busca de novas alternativas de tratamento eficaz, menos toxico
para as células do paciente e que sejam de facil aplicagao.

Tanto eugenol quanto LS15 apresentaram, em algumas de suas
concentragodes, perfis que viabilizam sua utilizagdo por manterem a taxa de viabilidade
das células satisfatoria em relagdo ao controle n&o tratado. Na avaliagdo do perfil de
citotoxicidade do eugenol (concentragdes de 0,953125 a 122 mmol x L") apés 24h de
incubagdo com os macrofagos, sem considerar o grupo tratado com eugenol a 2%, as
concentragbes de 15,25 a 61 mmol x L-evidenciaram perfis citotoxicos aos
macrofagos (Figura 2A). Os grupos tratados com 0,953125, 1,90 e 3,8125 mmol x L-
'de eugenol nio apresentaram redugao significativa da viabilidade de macréfagos em
relacdo ao grupo nao tratado, configurando a possibilidade de utilizagao de tais
concentragbes sem prejuizo as células no prosseguimento dos estudos (Figura 3A).
Perfil semelhante foi encontrado quando o tempo de incubacgao foi de 48h, porém o
grupo de 7,625 mmol x L' apresentou evidéncia de citotoxicidade as células (Figura
3B). Estudos ja mostraram a capacidade do eugenol de direcionar a diferenciagao de
macrofagos para o padrdo M2, promovendo a redugdo de eventos inflamatorios
durante as infeccdes, ao passo que reduz a chance de danos teciduais e celulares e
aprimora a taxa de reparos a eventuais danos resultantes da inflamacgao (Chniguir et
al., 2024; Pires Costa et al., 2025). A partir dos testes de 24 e 48h de incubagao com
o eugenol, foram definidas as concentra¢des de 0,953125, 1,90 e 3,8125 mmol x L
'para o teste em infecgéo in vitro, tendo em vista que nao foram altamente citotoxicos
ao modelo de células (MJ RAW 264.7).

LS15 testado nas concentragdes de 1,490625 a 47,7 mmol x L-'n&o prejudicou
a viabilidade das células, pelo contrario, apresentou sutis aumentos nas médias de
absorbancia em comparagéo com o grupo ndo tratado (Figura 4 — A e B).

Como nenhuma concentragdo do composto apresentou citotoxicidade para
macrofagos, a primeira e a terceira maior concentragdo (47,7 e 11,925 mmol x L,
respectivamente) foram escolhidas para a testagem de tratamento em infeccéo in

vitro.
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Quando os macréfagos foram tratados por 24h, houve diminuicdo do numero
de células infectadas em todos os grupos de células tratadas com eugenol ou com
LS15 em relagao ao grupo nao tratado (Figura 5A). O mesmo foi observado quando
0os macrofagos foram tratados por 48h (Figura 6A). Esses resultados indicam que
ambos os compostos exercem ag¢ao antiLeishmania contra formas amastigotas, o que
pode ser importante para o uso desses compostos em formulagdes para tratamento
de lesbes ja estabelecidas. Estudos descrevem o potencial do eugenol de promover
acgdes anti-inflamatadrias, com produgéo de citocinas reguladoras relacionadas a esse
perfil e com diminuicdo de expressédo de marcadores de estresse oxidativo (Barbosa-
de-Oliveira et al., 2023; Gulec Peker; Kaltalioglu, 2021). No contexto de infec¢ao por
Leishmania, tal perfil pode se tornar um fator favoravel a sobrevivéncia do parasito,
contudo, alguns de seus derivados podem induzir disfun¢gdes mitocondriais capazes
de levar os parasitos a morte (Evangelista et al., 2023; Rani et al., 2024a). Assim,
apesar da capacidade imunomoduladora anti-inflamatéria conhecida do eugenol em
macréfagos, o grupo oleil, integrante da cadeia sintética do LS15, pode atuar como
pro-farmaco da cadeia de eugenol a qual esta ligado. Esse fenbmeno, somado a
capacidade do eugenol de gerar danos as Leishmania, pode se apresentar como um
mecanismo compensatorio ao possivel efeito anti-inflamatério do eugenol para os
macrofagos.

E importante observar que houve reducdo da média de células infectadas no
grupo do diluente triglicérides (Figuras 5A e 6A) que, apesar de nao estatisticamente
significante em relacédo ao controle nao tratado, sugere acdo deste composto sobre a
infeccdo. Entretanto, a partir de estudos com Leishmania infantum, a agado dos
triglicérides e seu acumulo intracelular em macréfagos pode possuir dependéncia em
relagcbes parasito-hospedeiro especificas para se tornar eficaz ou nao contra
patdogenos (Rodriguez et al., 2017). Portanto, o potencial leishmanicida desse
componente, sobretudo sobre Leishmania amazonensis, ainda requer de testagens
mais robustas. O triglicérides foi selecionado como diluente para os estudos in vitro,
pois 0 eugenol e seus derivados sao compostos de natureza oleosa hidrofébica. De
acordo com a configuragcdo quimica do grupo dos triglicérides, ao mesmo tempo que
a presenga de cadeias longas e consideraveis niveis de insaturagdo possam
configurar hidrofobicidade, a disposicdo de seus acidos graxos na cadeia glicerol
permitem certa solubilidade em agua (Yang et al., 2024). Portanto, isso favoreceu a

solubilizacdo dos compostos em suas respectivas solugdes-estoque e a
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homogeneizagcdo no meio de cultura. Triglicerideos e outros grupos de lipidios em
quadros inflamatérios como os de aterosclerose podem ser fatores de indugéo para a
proliferagcdo de macréfagos e sua diferenciagdo em seu subtipo pro-inflamatério (M1)
(Kim et al., 2016; Liu et al., 2022; Yui; Yamazaki, 1989). Dessa maneira, de forma
inesperada, o diluente, quando adicionado aos compostos, pode ter tido acao
potencializadora ou sinérgica para o eugenol contra a infecgao por L. amazonensis.

O indice de infecgdo € um parametro numérico que permite verificar o nivel de
infeccdo em células a partir de calculos utilizando o numero de amastigotas contadas,
células totais contadas e percentual de células infectadas. Tanto para tratamento dos
macrofagos 24h quanto por 48h, houve diminuicao do indice de infecgao em todos os
grupos de células tratadas relagédo ao grupo nao tratado (Figura 5B e 6B). Esse
resultado sugere a possibilidade do LS15 ser um composto capaz de inibir a
capacidade infectante de tais parasitos no principal grupo de células-alvo, seja pela
acao do proprio composto ou de sua combinagao com o triglicérides. Mais uma vez é
importante destacar a agéo do triglicérides, que, mesmo administrado isoladamente,
levou a diminuicdo do indice de infeccdo, o que corrobora o resultado anterior
relacionado com sua influéncia na porcentagem de células infectadas.

A quantidade de formas amastigotas por macréfago € outro parametro para
determinar a abrangéncia da infec¢cdo no total de células contadas. Em ambos os
experimentos de 24 e 48 horas de tratamento, os compostos testados apresentaram
consideravel redugcdo em relagdo ao grupo controle nao tratado. Portanto, é
consideravel que os compostos foram capazes de reduzir a capacidade de
disseminagdo da infeccdo para outras células, caracteristica que pode indicar a
contencédo da infecgdo a um determinado perimetro em casos de lesdes pela baixa ou
ineficiente mobilidade dos parasitos entre as células-alvo (Sarkar et al., 2018). Mais
uma vez, corroborando os resultados obtidos para porcentagem de células infectadas
e indice de infecg¢ao, o grupo tratado com triglicérides apresentou, em meédia, redugao
de mais de 50% no numero de amastigotas por célula.

Em relacdo ao numero de formas amastigotas por macrofago infectado, para
ambos os periodos de tratamento e diferentemente dos padrées observados na
analise anterior, ndo houve diferenga entre os diferentes grupos analisados. De outro
modo, isso quer dizer que a capacidade de sobrevivéncia nas células ja
comprometidas nao foi reduzida. Cargas parasitarias elevadas em macréfagos podem

ser um fator para a continuidade da infecgao. Como principais consequéncias, estao
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a lise precoce das células hospedeiras que favorece o desenvolvimento de quadros
cronicos ou recidivos, além da ativagcado de vias de sinalizagao pro-apoptoticas por
estresse devido a competigcdo por recursos metabdlicos e liberagdo de antigenos
patogénicos altamente imunorreativos, que podem levar a danos teciduais severos
(Al-Khalaifah, 2022; Chang et al., 2003; Moreira et al., 2015).

Um dos poucos impasses encontrados para a utilizacédo do LS15 a partir dos
testes realizados é relativo as quantidades necessarias para o tratamento. Enquanto
nos grupos de testagem do eugenol se fazem necessarias menores concentragoes,
para o LS15 estas sdo um pouco maiores. Isso pode se apresentar como um fator de
encarecimento para futuros produtos-finais no desenvolvimento de possiveis
tratamentos, tendo em vista que, enquanto o eugenol apresenta maior facilidade de
obtencdo, o LS15 requer de maior processamento, pois se trata de um composto
sintético.

Dados da literatura mostram a capacidade do eugenol de direcionar a
diferenciacdo de macrofagos para o padrao M2, promovendo a redugdo de eventos
inflamatdrios durante as infecgdes, ao passo que reduz a chance de danos teciduais
e celulares e aprimora a taxa de reparos a eventuais danos resultantes da inflamacéao
(Chniguir et al., 2024; Pires Costa et al., 2025). Tal apontamento demonstra, além dos
dados apresentados, o potencial da utilizagdo do eugenol e seus derivados no
prosseguimento dos estudos in vitro e principalmente in vivo em quadros de LC.

A utilizagao do derivado sintético LS15 e outros compostos promissores com
acgao leishmanicida viabiliza o desenvolvimento de tratamentos alternativos para LC.
A realizacdo do estudo em questao visa, em perspectivas futuras, o desenvolvimento
de tratamentos tépicos para a doenca, tais como a producdo de pomadas, cremes,
hidrogeis, tinturas e balsamos. A utilizacdo de tratamentos topicos viabiliza a redugao
de efeitos tdxicos e de exposigao sistémicos ja conhecidos devido ao direcionamento
direto a area-alvo do tratamento (Thilagam et al., 2025). Além disso, no caso das
leishmanioses, o desenvolvimento de formulacbes tdpicas podem permitir a
administragcao propria pelos pacientes, o que reduz a necessidade de visitas ao
ambiente hospitalar. Isso, como consequéncia, pode melhorar a adesao ao tratamento
e reduzir a frequéncia de tratamentos intralesionais dolorosos (De Lima et al., 2023;
Severino et al., 2022).
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Em resumo, exceto pelas taxas de amastigotas por macrofago infectado (24 e
48h), todos os grupos de interesse testados apresentaram diferencga estatisticamente
significante em relacéo ao grupo nao tratado para ambos os periodos de incubacao.
Um importante destaque se da em relagdo as concentragdes milimolares (mmol x L")
de eugenol (3,81 mmol x L") e LS15 (47,7 mmol x L") em relagdo a maior
concentragdo de Glucantime® (266 mmol x L), a concentragdo de eugenol
aproximadamente 70 vezes menor e a do LS15, seis. Isso, em outras palavras,
significa a necessidade de menores concentragdes para um efeito semelhante ou até
mesmo mais eficazes que a droga controle, também evidenciado pela auséncia de
significancia estatistica entre tais grupos. Apesar da concentragdo de eugenol ser
evidentemente menor para vias de efeito anti-Leishmania, a utilizacdo do composto
LS15, devido as caracteristicas quimicas evidenciadas, além de evidente efeito
promissor, possivelmente apresenta maior biocompatibilidade e possibilidade de

utilizagdo em maiores concentragdes tendo em vista seu baixo potencial citotoxico.

Uma discussao importante, além das evidéncias previamente descritas, € a de
como ocorre a agao do LS15 no meio intracelular: i. a existéncia de esterases
citoplasmaticas e a possibilidade de clivagem a partir da esterificagcado presente entre
a cadeia do grupo eugenol e a cadeia oleil, sendo esta ultima a por¢do da molécula
responsavel pelo mecanismo de pré-farmaco. Essa clivagem, a partir desse grupo
enzimatico, permitiia a liberacdo do grupo eugenol no meio intracelular; ii. a
composi¢do da membrana do vacuolo em que se localizam as formas amastigotas ser
semelhante a da membrana plasmatica devido ao mecanismo de fagocitose, o que
também poderia facilitar a entrada do LS15. Esses e outros mecanismos detém da
futura necessidade de investigagao para sua respectiva comprovagao, contestagcao
ou descoberta de outras possibilidades metabdlicas que viabilizam o efeito anti-

Leishmania do eugenol e seus derivados.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos realizados neste trabalho abrangeram aspectos in vitro da performance
do eugenol e, especificamente, de um de seus derivados, o LS15, com testagens
relativas a seus potenciais de citotoxicidade nas células hospedeiras (macrofagos) e
em formas amastigotas internalizadas. Para melhor avaliagdo dos perfis desses
compostos ainda in vitro, outros testes podem ser performados para a selegao de
critérios para aplicagao in vivo, tais como a dosagem de 6xido nitrico (NO) e outras
especies relacionadas ao estresse oxidativo. Além disso, podem ser realizados testes
em formas promastigotas para observacédo da resposta nas duas diferentes formas
dos parasitos, em modelo de infecgao in vitro apés periodos de incubagao mais longos
de formas amastigotas e em amastigotas axénicas. Por fim, este estudo atua como
um iniciador para perspectivas futuras em testagens para LC, com énfase na produgéo
de farmacos alternativos aos antimoniais pentavalentes, tais como o desenvolvimento
de cremes, pomadas, hidrogeis e tbnicos, que tendem a tornar o tratamento mais

acessivel, menos téxico e de menor custo para a populagéo.
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