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RESUMO

As leishmanioses sdo consideradas como doencas negligenciadas pela OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) e pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS). Séo endémicas e de alta prevaléncia no Brasil, e sua transmisséo ocorre
através da hematofagia dos flebotomineos infectados para humanos e algumas
espécies de animais, em especial os cdes. Além de possuirem poucas opcgodes de
tratamento farmacoterapéutico, os medicamentos sao de alto custo e apresentam
varios efeitos adversos e toxicos. A planta de Levisticum officinale é aromatica e
amplamente utilizada em produtos culinarios, pelas industrias de alimentos e
medicina tradicional, contudo foram publicados poucos estudos relacionados a
esta espécie vegetal em relacdo a sua atividade biolégica. Seu 6leo essencial é
caracterizado pela presenca de compostos volateis como monoterpenos e
ftalidas, compostos envolvidos em diversas atividades biologicas, demonstrando
atividade antimicrobiana em alguns estudos. Ademais foram identificados sete
compostos fendlicos nos decoctos e extratos hidro etandlicos que apresentaram
atividade antioxidante e bacteriostatica. Nanoemulsfes sdo sistemas coloidais
amplamente utilizados nas industrias alimenticia e farmacéutica para encapsular,
proteger e liberar componentes bioativos lipofilicos. Suas particulas, com
tamanho inferior a 100 nm, apresentam diversas vantagens: maior estabilidade a
longo prazo, alta clareza Optica e maior biodisponibilidade. Este estudo avaliou a
acao do oOleo essencial de Levisticum officinale na sua forma pura e
nanoemulsionada na viabilidade de formas promastigotas, bem sua citotoxicidade
em células de camundongos e em macrofagos de camundongos infectados com
as amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis in vitro, utilizando a
Anfotericina B como farmaco de referéncia. O 6leo essencial puro de L. officinale
mostrou boa atividade contra células do parasito, porém pouca seletividade em
relacdo as células de mamiferos, enquanto sua forma nanoemulsionada foi pouco
toxica para fibroblastos e macréfagos murinos infectados com L. amazonensis,
porém com baixa atividade antileishmania. Mais estudos sdo necessarios para
aperfeicoar sua seletividade e seguranca, ampliando seu uso clinico e eficacia
terapéutica.

Palavras-chaves: Leishmaniose; Leishmania sp.; Oleos Volateis; Levisticum
officinale; in vitro.



ABSTRACT

Leishmaniases are considered neglected diseases by the World Health
Organization (WHO) and the Pan American Health Organization (PAHO). It is
endemic and highly prevalent in Brazil and is transmitted to humans and some
species of animals, especially dogs, through the hematophagy of infected female
phlebotomines. In addition to having few pharmacotherapeutic treatment options,
the drugs are expensive and have various adverse and toxic effects. The plant
Levisticum officinale is aromatic and widely used in culinary products, by the food
industry and in traditional medicine, but few studies have been published on its
biological activity. Its essential oil is characterized by the presence of volatile
compounds such as monoterpenes and phthalides, compounds involved in
various biological activities, demonstrating antimicrobial activity in some studies.
In addition, seven phenolic compounds have been identified in the decoctions and
hydroethanolic extracts, showing antioxidant and bacteriostatic activity.
Nanoemulsions are colloidal systems widely used in the food and pharmaceutical
industries to encapsulate, protect and release lipophilic bioactive compounds.
Their particle size of less than 100 nm has several advantages: greater long-term
stability, high optical clarity and greater bioavailability. This study evaluated the
effect of Levisticum officinale essential oil in its pure and nanoemulsified forms on
the viability of promastigote forms, as well as its cytotoxicity in mouse cells and in
mouse macrophages infected in vitro with intracellular amastigotes of Leishmania
amazonensis, using amphotericin B as a reference drug. The pure essential oil of
L. officinale showed good activity against parasite cells but low selectivity towards
mammalian cells, while its nanoemulsified form was not very toxic to mouse
fibroblasts and macrophages infected with L. amazonensis, but with low anti-
leishmanial activity. Further studies are needed to improve its selectivity and
safety, thus expanding its clinical use and therapeutic efficacy.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania sp.; Volatile Qils; Levisticum officinale; in
vitro.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN),
endémicas no Brasil, podendo acometer humanos e alguns animais vertebrados,
sendo mais comum em cées nas regides urbanas. O género Leishmania sp. pertence
a ordem Kinetoplastidae a familia Trypanosomatidae e sdo divididas em dois
subgéneros (Leishmania Viannia e Leishmania Leishmania). Ademais, sdo parasitos
heteroxenos, ou seja, possuem em seu ciclo de transmissdao hospedeiros
intermediarios e definitivos (Soares, 2021).

Existem duas formas de desenvolvimento da doenca, Sistémica ou Visceral e
Cutanea ou Tegumentar. A Leishmaniose Visceral € geralmente causada pela
espécie Leishmania (Leishmania) infantum no continente americano e acomete o
organismo como um todo. A incubacdo dura em torno de dois a oito meses e as
complicagbes dos sintomas, 0s quais envolvem febre, emagrecimento, anemia,
esplenomegalia, hepatomegalia, hemorragias e imunodeficiéncia, podem levar o
paciente a obito se nao tratada adequadamente (Fiocruz, s.d).

A Leishmaniose Cutanea ou Tegumentar é caracterizada pelo aparecimento de
ulceracbes na pele, e estas podem ser classificadas como: Unica, multiplas,
disseminadas e difusas. Geralmente sdo indolores, possuem bordas elevadas e fundo
granuloso (Ministério da Saude, s.d). Sabe-se que esta forma de doenca pode
acarretar lesdes nas mucosas do paciente, sendo mais comum na garganta e nas
mucosas oral e nasal. Existem trés espécies circulantes no Brasil: Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, capazes de causar Leishmaniose Tegumentar. A incubacdo tende a
seguir a média de dois a trés meses, podendo apresentar periodos mais curtos ou

mais longos (Ministério da Saude, s.d).

1.2 Parasito, Vetor e Ciclo de Vida

Os parasitas causadores das Leishmanioses apresentam basicamente duas
formas em seu ciclo de vida: amastigota e promastigota. Na forma amastigota, sédo
parasitas intracelulares obrigatérios do Sistema Mononuclear Fagocitario nos
hospedeiros vertebrados, multiplicando-se por divisdo binaria dentro dos macréfagos

(Neves, 2016). J& sua forma promastigota (flagelada) é localizada na por¢cao média
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do intestino dos insetos vetores (as fémeas dos flebotomineos, popularmente
conhecidos como mosquito-palha) e sao extracelulares.

O vetor das leishmanioses sédo as fémeas dos flebotomineos: insetos dipteros
hematéfagos pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. O
género Lutzomyia é o principal responséavel pela transmissao das leishmanioses nas
Américas (Ministério da Saude, s. d). Por conta de seu aparelho bucal, os insetos
vetores sdo capazes de dilacerar a pele e os vasos sanguineos durante a
hematofagia, isto é, durante sua alimentacéo, assim, obtém junto com o sangue, um
pouco de linfa, restos celulares, e amastigotas no caso da hematofagia em
hospedeiros infectados (Bastos, 2021).

AplGs a ingestdo de sangue e células fagociticas contendo amastigotas, estas
formas vao para o intestino do inseto, onde irdo se transformar em promastigotas e
posteriormente se multiplicardo, migrando para a faringe do mosquito. A0 mesmo
tempo em que ocorre a ingesta de sangue, ha também a transmissdo das formas
infectantes (promastigota) para o hospedeiro vertebrado através da saliva da fémea
flebotomineo. Posteriormente, ao ser fagocitado pelas células de defesa, o parasita
passa da forma promastigota para amastigota e comeca a se multiplicar por divisao
binaria no interior da célula fagocitica. Como consequéncia, ocorre uma lise celular, e
as amastigotas sao liberadas na derme, linfa e corrente sanguinea, onde irdo infectar

novos fagacitos (Rios et al., 2022).

1.3 Diagnd@stico

O diagndstico da Leishmaniose pode ser avaliado por parametros
epidemiologicos e achados clinicos laboratoriais, devendo-se preferencialmente
encontrar o parasita em tecido infectado. O padrdo-ouro para diagnostico de
Leishmaniose Visceral € a puncdo da medula éssea, por apresentar uma boa
sensibilidade. Para a Leishmaniose Tegumentar, recomenda-se examinar o raspado
das bordas da lesdo ou avaliacdo histopatologica. Atualmente os testes mais
utilizados sdo os sorolégicos, principalmente o de imunofluorescéncia indireta (IFl),
pois é de mais facil acesso, menos invasivo e é oferecido pelo Sistema Unico de
Saude (SUS). Contudo, apesar de apresentar uma boa resposta imune humoral, ndo
possui boa especificidade e requer bastante tempo, laboratoristas treinados,
equipamentos especificos e especializados, além da interpretacdo ser subjetiva

(Ministério da Saude s.d). Ademais, o teste deve ser repetido apés trinta (30) dias. O
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diagnostico molecular por cadeia da polimerase (PCR) utiliza amostras bioldgicas
como sangue e aspirado de medula para identificar o DNA do parasita. Contudo, além
de depender de equipamentos e insumos caros, seu bom desempenho depende de
alguns fatores importantes como a area endémica, tipo de amostra, alvo do DNA que
sera utilizado para a amplificagdo e métodos de extracdo desse DNA. Assim, pode
nao oferecer o melhor resultado em se tratando da leishmaniose (Rios et al., 2022).

1.4 Tratamento

Os medicamentos utilizados para o tratamento das leishmanioses se baseiam no
combate do parasita no hospedeiro, porém, por ser uma doenca negligenciada
prevalente em regides em desenvolvimento, ndo ha muitas alternativas para
intervencgéo terapéutica. Os medicamentos de primeira escolha sdo os antimoniais
pentavalentes como o Antimoniato de N-metil glucamina (Glucamine) e
Estibogluconato de Sodio (Pentostan), todos em formulacdes de uso injetavel
(Nascimento, 2023). Apesar de serem a primeira escolha, apresentam efeitos

adversos e toxicos consideraveis que limitam o seu uso.

A Anfotericina B, que sera utilizada como farmaco de referéncia neste trabalho,
€ um medicamento de segunda escolha, usado principalmente para gestantes,
pacientes com problemas cardiacos ou que nao respondem ao tratamento com
antimoniais pentavalentes. E encontrada na forma de solucdo (desoxicolato de
anfotericina B) ou na forma lipossomal, sendo ambas de uso injetavel. Apresentam
bons resultados, com alto percentual de cura, entretanto por ser um tratamento de
alto custo, muitos paises endémicos nao possuem condic¢des financeiras de fornecé-
lo para o tratamento da populagcédo, o quelimita 0 acesso e aumenta as taxas de
transmissao (Rios et al., 2022). Além disso, ambas as classes de farmacos
necessitam ser administradas em servicos de saude de referéncia, tendo a
necessidade do paciente se descolar a estes locais para receber as medicacoes,
muitas vezes por semanas consecutivas, o que diminui a adesédo a tratamento e

aumenta o aparecimento de cepas resistentes (Nascimento, 2023).

1.5 Oleos Essenciais Como Fontes de Novas Terapias Antileishmania
Nesse cenario, considerando as dificuldades em relacdo ao tratamento da
Leishmaniose Tegumentar, os produtos de origem natural, como os 6leos essenciais,

aparecem como uma possivel fonte de novas moléculas a serem exploradas
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estrategicamente contra doencas negligenciadas. Entre os anos de 1981 e 2019
foram identificados 1.881 medicamentos advindos de produtos naturais, com locais e
mecanismos de acgles variados, e amplamente utilizados nos dias de hoje como
alternativas para o controle e tratamento de diversas doencas, agudas e cronicas.
Este fato evidencia cada vez mais a necessidade de explorar caracteristicas anti
parasitarias destes compostos na busca por possibilidades de aperfeicoamento do
tratamento da Leishmaniose (Newman et al., 2020).

A planta Levisticum officinale, popularmente conhecida como Levistico ou
Lovage, pertence a familia Apiaceae e é utilizada pela industria de alimentos,
principalmente por apresentar um sabor caracteristico e forte (Spréa et al., 2020). Seu
crescimento ocorre amplamente na regidao das Montanhas de Hezar no Ird, e seu uso
medicinal esta envolvido com efeito espasmolitico e diurético, sendo eficaz para
tratamentos de infecgdo urinaria (Miran et al., 2020). Uma caracteristica importante
em relacdo a sua composi¢cdo quimica, € a presenca de metabolitos secundarios
como saponinas, cumarinas, alcaldides e polifendis (Basilio et al., 2024).

Em relacdo a sua atividade antiparasitaria, existem alguns estudos in vitro que
mostram diminui¢ao da viabilidade celular de células de Trypanossoma cruzi, parasita
pertencente a mesma classe (Kinetoplastea) e a mesma familia (Trypanosomatidae)
da Leishmania sp. Ademais, o0 6leo essencial de Levistico apresentou atividade
bactericida contra cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes (Miran et
al., 2018). Ao analisar os compostos volateis do Oleo essencial, extraido das partes
aéreas da planta de Levisticum officinale, foram identificados, em sua maioria,
monoterpenos, como o-terpinil acetato, p-felandreno, B-mirceno, a-terpineol e ( Z )-B-
ocimeno, e ftalidas (Spréa et al., 2020). Sabe-se que as ftalidas sdo compostos
volateis envolvidos com diversas atividades farmacoldgicas, dentre elas, pode-se citar
sua acao antimicrobiana, demonstrando efetividade contra bactérias Gram negativas,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e bactérias Gram positivas,
Staphylococcus aureus e Enterococcus [VRE] faecium resistente a vancomicina,
testadas in vitro (Miran et al., 2020). Neste cenario, 0s 6leos essenciais aparecem
como uma opcao viavel para a pesquisa de novos tratamentos para as leishmanioses,
visto que apresentam bom perfil inibitorio e estimulador do sistema imunoldgico contra

Leishmania sp. (Souza et al., 2022).
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1.6 Nanoemulsdes e Suas Aplicagdes

Nanoemulsdes sao sistemas coloidais amplamente utilizados nas industrias
alimenticia e farmacéutica para encapsular, proteger e liberar componentes bioativos
lipofilicos. Suas particulas, com tamanho inferior a 100 nm, apresentam diversas
vantagens: maior estabilidade a longo prazo, alta clareza Optica e maior
biodisponibilidade. Embora frequentemente confundidas com microemulsdes, as
nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis, enquanto as microemulsdes sao
estaveis, o que influencia suas metodologias de fabricacdo, estratégias de
estabilizacdo e propriedades funcionais (McClements, 2011).

As nanoemulsdes fabricadas com 6leos essenciais possuem grande potencial
terapéutico para industria veterinaria e humana, principalmente por influenciarem
todos os principios farmacocinéticos dos compostos ativos presentes na formulacéo,
0 que reduz os riscos e otimiza os resultados terapéuticos. Estudos mostram inimeras
aplicabilidades dos Oleos essenciais na industria farmacéutica, industria de alimentos
bem como em pesticidas e larvicidas (Bastos, 2021). O tamanho diminuido das
particulas nestas formulacdes fornece uma série de vantagens interessantes como a
melhora da biodisponibilidade, estabilidade aprimorada, melhora de caracteristicas
organolépticas, liberacdo controlada de farmacos e aprimoramento da solubilidade em
agua. Ademais, as nanoemulsdes sdo carreadores favoraveis de 6leos essenciais
(Porto et al., 2020).

Considerando os escassos relatos na literatura em relacéo a estudos da atividade
antileishmania de Levisticum officinale, este trabalho buscou explorar o potencial
inibitério in vitro do O6leo essencial desta planta, em sua forma pura e
nanoemulsionada, contra promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis,
a fim de compreender melhor suas atividades biolégicas e seu potencial como nova

estratégia terapéutica contra leishmaniose.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral deste projeto de pesquisa foi avaliar por meio de ensaios in vitro
0 potencial inibitério do 6leo de Levisticum officinale em células de Leishmania

amazonensis, bem como sua citotoxicidade em linhagens celulares de camundongos.
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2.2 Objetivos Especificos

' Avaliar o perfil inibitério do Oleo de Levisticum officinale puro e
nanoemulsionado em células promastigota de Leishmania amazonensis,
utilizando a Anfotericina B como referéncia;

' Realizar andlise de citotoxicidade do 6leo de Levisticum officinale puro
e nanoemulsionado em linhagens de células de camundongos;

' Realizar o perfil inibitorio do dleo de Levisticum officinale em macrofagos
de camundongos infectados com amastigotas de Leishmania amazonensis;

' Calcular o indice inibitério e a concentracdo citotéxica de 50% das
células (IC50 e CC50, respectivamente) das formulacdes nas diferentes linhagens

celulares e obter o indice de seletividade (IS) destas amostras.

3. MATERIAL E METODO

3.1 Parasitos

A pesquisa trata-se de um estudo in vitro utilizando cepa de Leishmania
amazonensis (cepa IFLA/BR/1967/PH8) mantidas por passagens semanais em sua
forma promastigota a temperatura de 26°C em meio Scheneider, suplementadas com
20% de soro fetal bovino inativado, 10.000 ul/mL de penicilina e 10mg/ml de

estreptomicina (Fermiano et al., 2024).

3.2 Amostras

O oleo essencial de Levisticum officinale na forma pura e na forma
nanoemulsionada foram gentilemente cedidos pelo Laboratério de Hematologia e
Biologia Redox e pelo Laboratério de Sistemas Micro e Nanoestruturados
(LaSMiNano), ambos da FACFAN/UFMS.

3.3 Ensaio de Viabilidade de Formas Promastigotas

Ambas as amostras foram avaliadas quanto a sua atividade antileishmania em
células promastigotas de Leishmania amazonensis através de diferentes
concentragfes, variando de 1000 a 15,6 ug/ml em meio Schneider devidamente
suplementado (Sigma — Aldrich, EUA). Os parasitos foram semeados em placas de
96 pocos, contendo 1 x 10° promastigotas de Leishmania amazonensis por po¢o com

as diferentes concentracdes das amostras a serem testadas, e posteriormente
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incubadas a temperatura de 26°C por um periodo de 48 horas em incubadora de
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) (Fermiano et al., 2024).

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio colorimétrico de resazurina
(Sigma — Aldrich). Cinco microlitros de uma solucédo de resazurina a 0,2 mg.ml foi
adicionada em cada poc¢o da microplaca, e as absorbancias foram lidas, ap6s 4 horas
de incubagao a 26°C, em 570 nm e 600 nm em espectrofotbmetro. A viabilidade
celular foi avaliada por meio de célculos obtidos no site do fornecedor do AlamarBlue®
(Fermiano et al., 2024).

A Anfotericina B foi utilizada como farmaco de referéncia antileishmania em
concentragOes seriadas de 10 a 0,78 uM. Pogos contendo somente 0s parasitos e o
meio de cultura foram considerados controles positivos de viabilidade. Os valores da
metade da dose inibitoria minima (ICso) foram obtidos através de uma curva de
regressdo dose-resposta, ndo linear, geradas pelo programa Prism 5 (GraphPad
Software, EUA) (Fermiano et al., 2024).

3.4 Macrofagos Peritoneais

Macrofagos peritoneais murinos foram coletados apés a eutanasia animal. Foram
injetados na cavidade peritoneal cerca de dez mililitros de meio RPMI frio (Sigma-
Aldrich, EUA), devidamente suplementado com 10.000 U/ml de penicilina e 10mg/ml
de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA). Para que a liberacdo dos macrofagos fosse
facilitada, a regido abdominal dos camundongos passou por uma suave massagem
e, posteriormente, o fluido peritoneal foi aspirado e transferido para um erlenmeyer
em banho de gelo, evitando a aderéncia entre as células. Este protocolo foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMS sob o nimero 1041/2019.

3.5 Tratamento de Macrofagos Infectados

Duas placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro redondas (13mm) foram
semeadas com macréfagos peritoneais murinos (1 x 10° células/poco) em meio RPMI
1640 devidamente suplementado (Sigma-Aldrich, EUA) e incubadas a 37 °C com 5%
de CO:2 por 1 hora, para que ocorresse a adesado, confirmada por microscopia. Os
macrofagos aderentes foram infectados com promastigotas de Leishmania
amazonensis em fase estacionaria (4 x 10° parasitas/mL) apés duas lavagens com
solugdo tampéo de fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich, EUA), e posteriormente foram

incubados a 35 °C/5% de CO2. Os parasitas livres foram removidos com duas
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lavagens com PBS ap0s 4 horas de incubagédo. As células infectadas foram tratadas
durante 24 horas com o 6leo essencial de Levisticum officinale em sua forma pura e
nanoemulsionada nas concentracdes de 6,25, 12,5, 25 e 50 uyM. As células nao
tratadas foram utilizadas como controle positivo de infecgéo e a Anfotericina B (Sigma-
Aldrich, EUA; 1 yM), foi usada como farmaco antileishmania de referéncia (controle
negativo de infeccdo). Apés 24 horas de tratamento, os sobrenadantes foram
removidos, e as células foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas com solucao de
Bouin (Sigma-Aldrich, EUA) e coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, EUA) diluido 1:10
em 4gua destilada. As laminulas utilizadas na visualizagdo microscépica foram
desidratadas por um gradiente de acetona/xileno (100%, 70%, 50%, 30% e 100%
cada da Sigma-Aldrich). Em trés réplicas, com o auxilio de um microscoépio éptico,
foram contabilizados em 200 células por laminula, o niumero total de amastigotas
intracelulares. Através de uma curva de regressao nao linear no software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA), os valores da concentracéo

inibitéria semi-maxima (IC 50) foram calculados.

3.6 Ensaio de Citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade utilizamos células NIH/3T3 (ATCC CRL-1658,
linhagem de fibroblastos de camundongo) cultivados em placas de 96 po¢os em meio
RPMI 1640 (Sigma — Aldrich, EUA) devidamente suplementado. As amostras de 6leo
essencial puro e nanoemulsionado foram testadas nas concentracdes de 1000 a
15,625 ug/ml e posteriormente, a microplaca foi incubada por 48 horas em estufa a
37°C e 5% de COz2. Células tratadas com Anfotericina B, variando sua concentracao
do farmaco de 50 a 0,78 ug/ml foram utilizadas como referéncia e pog¢os contendo
somente as células e meio de cultura foram utilizadas como controle positivo de
viabilidade. Por fim, 5 uL de uma solucdo de 0,2 mg. ml ! de resazurina foram
adicionados em cada poco, os quais foram submetidos posteriormente a incubacao
por 4 horas a 37°C e 5% de CO: a fim de avaliar a viabilidade celular. As absorbéancias
foram lidas em 570 e 600 nm e a concentracdo citotoxica semi maxima (CCso) foi
calculada partir de uma regresséao sigmoidal da curva dose-resposta gerada usando
o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA) (Fermiano et al., 2024).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A planta Levisticum officinale € comum em paises da Europa, principalmente em
Portugal, onde é utilizada como tempero comercial (Spréa et al., 2020). Ao analisar
0s compostos volateis de seu 6leo essencial, extraido de suas partes aéreas, foram
identificados, em sua maioria, monoterpenos e ftalidas. Ademais, ambos os extratos
(hidroalcodlico e decocgao), demonstraram agéo antioxidante e maior efetividade em
bactérias Gram-negativas (Spréa et al., 2020). Sabe-se que a maioria dos estudos em
relacdo a planta de Levisticum officinale tratam a respeito dos compostos volateis
identificados. A ftalida ligustilida é descrita como principal constituinte do Oleo
essencial extraido das raizes, e outros componentes como os terpenos a-terpinil
acetato e B-felandreno, foram encontrados em grandes quantidades em suas folhas
(Spréa et al., 2020). Sabe-se que as ftalidas sdo uma classe de compostos volateis
envolvidos com diversas atividades farmacoldgicas, dentre elas, pode-se citar sua
acdo antimicrobiana, demonstrando efetividade contra Gram negativas Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa e das bactérias Gram positivas Staphylococcus
aureus e Enterococcus [VRE] faecium resistente a vancomicina, testadas in vitro
(Miran et al., 2020). Ademais, existem alguns estudos in vitro publicados que mostram
diminuicdo da viabilidade celular de células de Trypanossomacruzi, parasita
pertencente a mesma classe (Kinetoplastea) e a mesma familia (Trypanosomatidae)

da Leishmania sp. (Miran et al., 2018).

4.1 Ensaio de Viabilidade de Formas Promastigotas

Para avaliar a atividade antileishmania das diferentes formulacbes de oleo
essencial de Levisticum officinale, puro (OELO) e nanoemulsionado (OELO NANO),
as amostras foram diluidas em meio Schneider devidamente suplementado, com
concentragbes variando de 15,625 a 1000 pg/mL, e incubadas com formas
promastigotas de L. amazonensis por 48 horas a 26°C. ApOs esse periodo, a
viabilidade das células foi avaliada por espectrofotometria pelo método da resazurina,

e os resultados estdo na Figura 1.
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Figura 1: Atividade antileishmania do 6leo essencial de Levisticum officinale. As amostras foram
incubadas com formas promastigotas de L. amazonensis por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por
espectrofotometria. A - 6leo puro (OELO) e B -nanoemulsionado (OELO NANO). *, ** ¢ *** significam
p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey).

Pode-se observar que ambas as amostras reduziram a viabilidade das formas
promastigotas nas maiores concentracfes testadas em relacdo ao controle de
viabilidade (CV, apenas parasitos com meio de cultura). No entanto, essa reducédo da
viabilidade mostrou ser mais evidente e dose-dependente para a amostra de o6leo
essencial puro (OELO), que reduziu a viabilidade dos parasitos a partir de 62,5 pg/mL
e nas maiores concentracdes essa reducéao foi maior que 50%. Ja a amostra de 6leo
nanoemulsionado (OELO NANO) também reduziu a viabilidade dos parasitos a partir

de 125 pug/mL nas condic¢des testadas, porém em menor grau.

4.2 Tratamento de Macrofagos Infectados
Ambas as formulacdes do 6leo essencial de Levisticum officinale foram testadas

em macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania amazonensis em
concentragdes de 6,25, 12,5, 25 e 50 yM. Para cada concentracao foram utilizadas
trés laminulas. Foram contabilizados os amastigotas presentes em 200 macrofagos
por laminula. A Anfotericina B na concentracédo de 1 yM foi utilizada como farmaco de
referéncia e as células que nao receberam tratamento, como controle negativo, e 0s

resultados encontram-se na Figura 2.
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Figura 2: Avaliacdo da atividade anti-amastigotas intracelulares das formulacdes de 6leo essencial de
Levisticum officinale. O 6leo essencial puro (OELO) e nanoemulsionado (OELO NANO) foram incuba-
dos com macrofagos peritoneais de camundongos infectados com Leishmania amazonensis por 24
horas, e o nUmero de amastigotas por células foi analisado por microscopia 6ptica. A — 6leo essencial
puro (OELO) e B — dleo nanoemulsionado (OELO NANO). *** significa p<0,001 (One-way ANOVA
seguido de pés-teste de Tukey). C = controle de macréfagos infectados sem tratamento; ANFB = ma-
crofagos infectados e tratados com anfotericina B (1 uM); ND = células néo detectadas.

O controle de macrofagos nédo tratados apresentou respectivamente 2,53; 2,49 e
2,41 como média de amastigotas por célula em cada laminula. A Anfotericina B
demonstrou em média 0,13; 0,12 e 0,15 de amastigotas por célula infectada. O OELO
puro na concentragao de 6,25 uM evidenciou por laminula respectivamente as médias de
3,24; 2,53; 2,92, bem proximo ao controle de infeccdo. Na concentracdo de 12,5 uM
os valores também nédo distanciaram do controle negativo, totalizando 2,97; 2,85e
2,84 de amastigotas por célula. Nas concentracbes de 25 e 50 uM do OELO puro,
nao foi possivel a realizacdo da contagem de amastigotas, pois nédo havia macréfagos
aderidos na laminula. Aparentemente a amostra apresentou citotoxicidade contra os
macrofagos nas concentracfes de 25 e 50 uM, e as células foram destruidas.

O OELO NANO na concentragao de 6,25 uM demonstrou valores elevados de
amastigotas por macréfagos (3,7; 4,08 e 4,66) quando comparado com as células nao
tratadas. Na concentracao de 12,5 uM, as médias foram de 4,06; 3,18 e 3,53. Na
concentragao de 25 uM, as médias de amastigotas por célula foram de 3,05; 2,64 e
2,89. E por fim, na concentracdo de 50 uM foram encontradas as médias de 2,83;
3,18 e 2,76 de amastigotas por célula. Dessa forma, podemos observar que a
formulacdo de 6leo essencial nanoemulsionada nédo foi eficiente para eliminar as
formas amastigotas de L. amazonensis no interior dos macréfagos infectados nas
concentracfes testadas. Ja o Oleo essencial puro ndo reduziu o numero de

amastigotas intracelulares nas concentraces de 6,25 e 12,5 uM, e foi citotdxico para
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os macréfagos nas concentragdes de 25 e 50 uM.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas atribuidas aos 6leos essenciais, como
sua alta volatilidade e dificuldade de dispersdo, podem limitar sua utilizagdo em
formulag@es clinicas (Fontes et al., 2021). Desta forma, ao recorrer as nanoemulsées,
onde as particulas séo reduzidas a valores inferiores a 100 nm; algumas destas
atribuicdes, como a disperséo do 6leo essencial inserido na formulacdo, podem ser
otimizadas (Fontes et al., 2021). Alguns estudos recentes, investigam atividades
antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias de alguns O6leos essenciais
nanoemulsionados (Fontes et al., 2021). Contudo, apesar de tratar-se de uma
tecnologia inovadora, € importante reconhecer a necessidade de estudos futuros que
salientem a utilizacdo destas formulagcdes em modelos animais, para que a previsao
de mecanismos de acdo, possam ser investigadas e otimizadas.

Ao analisar artigos de revisédo, observa-se gque alguns Oleos essenciais como o
Timol e o Carvacrol, quando testados em promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis, obtiveram valores satisfatérios de 1Cso (ICs0 = 26,8 pg/mL e 1Cso = 25,4
pMg/mL respectivamente). A atividade antileishmania neste caso foi atribuida a
presenca da hidroxila aromatica na estrutura quimica destes 0leos essenciais, pois
guando comparados a outros compostos que ndo apresentam grupamento hidroxila
e anel aromatico, como o Mentol (ICso = 198,9 pg/mL), e a um composto com uma
hidroxila e sem anel aromatico como o p-cimeno (ICs0>1000 ug/mL), pode-se notar
diferenca significativa das concentracdes inibitérias minimas (Souza et al., 2022).
Considerando essas informacdes, € possivel atribuir os baixos resultados referentes
a atividade antileishmania do oOleo essencial de Levisticum officinale contra
amastigotas de Leishmania amazonensis a auséncia de hidroxilas aromaticas em sua

composicao quimica (Spréa et al., 2020).

4.3 Ensaio de Citotoxicidade e indice de Seletividade

As formulacbes de 6leo essencial de Levisticum officinale também foram
avaliadas quanto a citotoxicidade na linhagem celular NIH/3T3, de fibroblastos de
camundongo. As células foram incubadas com diferentes concentracdes das
amostras (de 15,625 a 1000 pg/mL) em meio RPMI devidamente suplementado por
48 horas a 37°C e 5% de CO2. Apos esse periodo, a viabilidade das células também

foi avaliada pelo método da resazurina, e os resultados estéo ilustrados na Figura 3.
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Figura 3: Avaliacdo da citotoxicidade do 6leo essencial de Levisticum officinale. As amostras foram
incubadas com fibroblastos da linhagem NIH/3T3 por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espec-
trofotometria. A - 6leo puro (OELO) e B -nanoemulsionado (OELO NANO). *** significa p<0,001. (One-
way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey).

E possivel observar que a formulagdo OELO NANO n3o apresentou citotoxicidade
as ceélulas NIH/3T3 nas condi¢des testadas. Ja& o OELO puro foi citotdxico a partir de
62,5 pg/mL, de forma semelhante aos resultados apresentados na atividade
antileishmania.

Para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos de atividade antileishmania
e citotoxicidade, foi feita uma regressdo nao linear dos resultados obtidos para o
céalculo das concentracdes inibitorias de 50% das células e concentracdes citotoxicas
de 50% das células (Clso e CCso, respectivamente). Além disso, o indice de
seletividade de cada amostra foi calculado a partir dos resultados obtidos para Clso e

CCso. Todos esses resultados estéo expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados de Clsp, CCs € indice de seletividade das amostras 6leo
essencial deLevisticum officinale

IC50 promastigotas L. CC50 NIH/3T3 indice de seletivi-
amazonensis (ug/mL) (ug/mL) dade IS
OELO 65,3 61,42 0,9
OELO NANO 306,9 > 1000 3,3
ANFB 0,04 39,31 982,8

Clw: concentracéo inibitoria de 50% nas células promastigotas; CC.: concentracao citotdxica em
50% das células NIH/3T3; IS: indice de seletividade, obtido pela razdo entre CCs e Clw; ANFB:

anfotericina B (em pM).

Observando os resultados das Figuras 1 e 3 e da Tabela 1, podemos notar que

as amostras de OELO e OELO NANO reduziram de forma significativa e dose



22

dependente a viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis nas condi¢gbes
testadas, sendo que OELO apresentou maior reducao da viabilidade do parasito, onde
a Clso obtida foi menor em relacdo ao OELO NANO, cuja Clso foi quase cinco vezes
maior que OELO. Emrelacéo a citotoxicidade das amostras frente as células NIH/3T3,
a formulacdo OELO NANO ndao foi citotéxica nas condi¢cdes testadas, cuja maior
concentracao foi de 1000 pg/mL. Ja o OELO puro apresentou citotoxicidade para os
fibroblastos de forma semelhante ao parasito.

O indice de seletividade (IS) de cada amostra foi obtido pela razéo da CCso pela
Clso de cada amostra, e encontra-se na Tabela 1. Quanto maior o IS, maior a
seletividade de uma amostra em reduzir a viabilidade da célula dos parasitos do que
das células de mamiferos testadas (Silveira, 2016). Dessa forma, a formulacdo OELO
NANO foi a que apresentou maior seletividade (IS) estimada, ja que CCso € maior que
1000 pg/mL, mas ndo sabemos exatamente quanto, ja que esta foi a maior
conncentracao testada neste trabalho. O IS de OELO foi de 0,9, préximo de 1, pois o
CCsoobtido para as duas células foi semelhante. Dessa forma, o OELO néo é seletivo,
sendo toxico para ambas as células testadas. E interessante observar também os
resultados obtidos para a Anfotericina B, farmaco de segunda escolha para o
tratamento de leishmanioses: apesar de apresentar efeitos toxicos conhecidos, esta
€ bastante ativa contra o parasito (Clso de 0,04 pM). Esse resultado pode variar
bastante de acordo com as cepas de Leishmania, e as condicfes usadas em cada
experimento (Assimos, 2020). Apesar de se tratar de um experimento in vitro, os
efeitos toxicos da Anfotericina B para os pacientes sdo bem conhecidos, porém ainda
€ um dos poucos farmacos efeitvos no tratamento das leishmanioses (Mendes, 2023).
Estudos que avaliaram a atividade antiagregante plaquetaria e anticoagulante do
O0leo essencial de Levisticum officinale ndo demonstraram toxicidade para as
plaquetas (Basilio et al, 2024), contudo, neste estudo, o OELO puro foi citotoxico nao
apenas para 0os macréfagos mas também para linhagem de fibroblastos murinos. As
pesquisas acerca dos mecanismos de acdo dos Oleos essenciais sdo escassas,
principalmente por apresentarem composi¢cdo quimica complexa, o que dificulta a
especificidade de acdo (Goncalves Pereira et al., 2021). Desta forma, é dificil prever
gual mecanismo de acdo pode estar envolvido com a citotoxicidade. Ademais,
produtos derivados de plantas em sua grande parte possuem em sua COmposi¢ao
moléculas de mais de um grupamento quimico capazes de interagir com diferentes

estruturas nas células.
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Produtos naturais, como o0s 0leos essenciais, representam uma fonte rica e
promissora para a descoberta de novos farmacos com atividade antileishmania,
devido a sua diversidade quimica e potencial terapéutico. Formulacdes em
nanoemulsées tém se destacado como sistemas inovadores de liberagcdo de
farmacos, com capacidade de reduzir a toxicidade associada a componentes oleosos,
como os 6leos essenciais, e melhorar sua biodisponibilidade. Nesse contexto, o éleo
essencial de Levisticum officinale apresenta potencial contra Leishmania sp.; no
entanto, mais estudos sao necessarios para aperfeicoar sua seletividade e seguranca,
ampliando seu uso clinico e eficacia terapéutica (Basilio et al, 2024; McClements,
2011).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que as leishmanioses sdo doencas endémicas de alta prevaléncia e
mortalidade em paises subdesenvolvidos. Ademais, apresenta poucas opcgdes de
tratamento, responsaveis por inumeros efeitos colaterais. Dessa forma, é notoria a
necessidade de pesquisas que investiguem potenciais compostos ativos capazes de
diminuir a viabilidade das células de Leishmania sp. com menores efeitos colaterais
ou toxicidade para as células do hospedeiro. Neste sentido, os produtos naturais e
Oleos essenciais aparecem como uma perspectiva de fonte para novas moléculas
ativas. Contudo, apesar de suas vantagens, sabe-se que produtos naturais
apresentam grande quantidade de grupamentos quimicos fisiologicamente ativos, fato
gue promove interacdes medicamentosas, e até mesmo inducéo e inibicdo de alguns
mecanismos de acdo. Outrossim, a presenca destes varios compostos, torna a
previsdo da citotoxicidade dificil, ja que identificar qual deles € o responsavel por
aquele efeito €, na maioria das vezes, complexo.

Sendo assim, espera-se que com o desenvolvimento de novas tecnologias e
descoberta de novos potenciais farmacos, as pesquisas acerca da Leishmaniose e do
Oleo essencial de Levisticum officinale ndo cessem, e que em breve, esta doenca

deixe de ser negligenciada, passe a ser notada e torne-se prioridade.
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