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RESUMO

As leishmanioses representam um grupo de doencas tropicais negligenciadas, com
ampla distribui¢éo global e elevado impacto na saude publica. A leishmaniose visceral
(LV) destaca-se por sua alta letalidade quando nado tratada, sendo causada
principalmente por Leishmania donovani e Leishmania infantum. O tratamento atual
€ limitado por toxicidade, alto custo e resisténcia parasitaria, o0 que evidencia a
necessidade de novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto, compostos fendlicos
como o galato de octila (GO), um éster do acido galico, ttm se mostrado promissores
por suas atividades antimicrobianas e antiparasitarias. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antileishmania do GO frente as formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L. donovani e L. infantum, bem como seu perfil citotoxico em
células de mamiferos e seus efeitos sobre a integridade da membrana plasmatica dos
parasitos. As formas promastigotas foram tratadas com diferentes concentragdes do
GO, resultando em inibicdo significativa do crescimento parasitario, com valores de
Clso de 2,61 uM para L. donovani e 2,79 uM para L. infantum. Na analise sobre as
formas amastigotas axénicas de L. infantum, foi observado um Clso de 15,6 uM,
indicando atividade relevante também frente ao estagio intracelular do parasito. Os
ensaios de citotoxicidade em células LLC-MK2 e RAW 264.7 demonstraram CCso de
417,2 uM e 349,8 uM, respectivamente, resultando em indices de seletividade
elevados, acima de 100, o que reforca a seguranca do composto frente as células
hospedeiras. Adicionalmente, o ensaio de integridade de membrana com marcador
fluorescente SYTOX Green revelou aumento significativo da permeabilidade em
promastigotas de L. infantum, sugerindo que a acdo do GO pode estar associada a
danos estruturais na membrana plasmatica do parasito. Esses resultados indicam que
0 GO apresenta um perfil bioativo promissor, combinando eficacia antiparasitaria,
baixa citotoxicidade e provavel mecanismo de a¢éo associado a desestabilizacdo da
membrana, configurando-se como uma molécula candidata para estudos futuros no
desenvolvimento de novas terapias contra a leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Antileishmania; Derivados do acido galico; Galato de Octila;
Leishmaniose Visceral.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of neglected tropical diseases with wide global distribution
and high public health impact. Visceral leishmaniasis (VL) stands out for its high
lethality when left untreated and is mainly caused by Leishmania donovani and
Leishmania infantum. Current treatments are limited by toxicity, high cost, and parasite
resistance, highlighting the urgent need for new therapeutic alternatives. In this
context, phenolic compounds such as octyl gallate (OG), an ester derivative of gallic
acid, have shown promising antimicrobial and antiparasitic activity. This study aimed
to evaluate the antileishmanial activity of OG against promastigote and axenic
amastigote forms of L. donovani and L. infantum, as well as its cytotoxic profile in
mammalian cells and its effects on parasite membrane integrity. Treatment of
promastigote forms with different concentrations of OG resulted in significant parasite
growth inhibition, with 1Cso values of 2.61 pM for L. donovani and 2.79 uM for L.
infantum. Against axenic amastigote forms of L. infantum, OG showed an 1Cso of 15.6
MM, indicating relevant activity against this clinically significant stage. Cytotoxicity
assays in LLC-MK2 and RAW 264.7 cells showed CCso values of 417.2 uM and 349.8
MM, respectively, resulting in high selectivity indexes above 120, supporting the
compound's safety toward host cells. Furthermore, membrane integrity assays using
SYTOX Green revealed a significant increase in membrane permeability in L. infantum
promastigotes, suggesting that OG’s mechanism of action may involve membrane
destabilization. These findings indicate that OG exhibits a promising bioactive profile,
combining antiparasitic efficacy, low cytotoxicity, and a possible membrane-targeting
mechanism, making it a strong candidate for future studies in the development of new
therapies for visceral leishmaniasis.

Keywords: Antileishmania; Gallic acid derivative; Octyl Gallate; Visceral
Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grupo de zoonoses causadas por
protozoarios do género Leishmania, transmitidos por insetos vetores pertencentes a
subfamilia Phlebotominae (Kaufer et al., 2017). Estéo incluidas no grupo das Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs) onde apresentam uma ampla distribuicdo
geogréfica, acometendo aproximadamente 100 paises em cinco continentes (WHO,
2024). Sua incidéncia esta fortemente associada a populac¢des residentes em regides
subdesenvolvidas, caracterizadas por deficiéncias em infraestrutura sanitaria e
acesso limitado aos servicos de saude. O género Leishmania compreende mais de
54 espécies, das quais 20 sdo patogénicas e capazes de se propagar entre
mamiferos hospedeiros (Marinho-Junior, 2023).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é caracterizada
por uma elevada letalidade quando ndo tratada adequadamente. Essa forma clinica
€ causada principalmente pelas espécies Leishmania donovani e Leishmania
infantum, cuja infeccao resulta na disseminacéo dos parasitas para 6rgaos internos
como figado, baco e medula 6ssea. A LV manifesta-se por um quadro clinico
sistémico, incluindo febre prolongada, perda de peso, anemia e esplenomegalia
acentuada (Singh; Singh, 2020; Volpedo et al., 2021). Apesar da existéncia de outras
formas de leishmaniose, como a tegumentar, a LV representa a mais critica em
termos de morbimortalidade. Sua gravidade é influenciada tanto pela espécie do
parasito quanto pela resposta imunoldgica do hospedeiro (Yadagiri et al., 2023).
Devido a sua complexidade clinica, aos desafios terapéuticos e ao impacto na saude
publica, especialmente em regides endémicas, a LV continua sendo uma das
principais preocupacdes no enfrentamento das DTNs (El Mazini et al., 2022).

O tratamento da LV ainda se baseia nos mesmos farmacos utilizados desde a
década de 1940 (Roatt et al., 2020). A terapia padrdo, recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), € baseada no uso de antimoniais
pentavalentes (SbY), que apresentam efeitos adversos severos, como
comprometimento da fungéo renal, inflamacg&o pancreéatica e distdrbios do ritmo
cardiaco (Van Griensven; Diro, 2019; Garza-Tovar et al., 2020). Medicamentos de

segunda linha, como anfotericina B, miltefosina, paromomicina e pentamidina, podem
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resultar em complicagBes ainda mais graves, uma vez que apresentam niveis de
toxicidade superiores aos SbhY (Pradhan et al., 2022).

Nesse contexto, bioativos derivados de plantas e seus analogos
semissintéticos tém se destacado como alternativas promissoras no desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas (Hassan et al., 2022). Entre esses compostos,
destacam-se os ésteres alquilicos do &cido gélico (AG), como o galato de octila (GO),
reconhecido por sua ampla aplicacdo industrial em razdo de suas propriedades
antioxidantes (Locatelli et al., 2009; Amisigo et al., 2019). No setor alimenticio, o GO
€ valorizado por contribuir com a estabilidade e preservacdo da qualidade dos
produtos, sendo autorizado no Brasil pela Resolugdo RDC n° 326/2019, que
estabelece uma ingestéo diaria aceitavel de até 30 mg/kg (ANVISA, 2019).

Além de seu uso como aditivo, 0 GO possui uma estrutura quimica que
favorece a permeabilidade celular, o que amplia seu potencial terapéutico (Ni et al.,
2024). Diversas pesquisas destacam sua atividade frente a diferentes
microrganismos, com efeitos relatados em estudos sobre virus (Uozaki et al., 2007),
bactérias (Stefaniu et al., 2021) e fungos (Tamang et al., 2022), bem como em células
tumorais (Chua et al., 2020), demonstrando um perfil farmacolégico multifuncional.
Mais recentemente, a atividade antiparasitaria do GO tem sido investigada contra
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis (Feuser et al.,
2018) e epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Andréo et al., 2015), apresentando
resultados promissores. Paralelamente, estudos em outros modelos demonstram que
0 GO apresenta baixa citotoxicidade em células de mamiferos e capacidade de induzir
apoptose mediada por estresse oxidativo (Vijayalakshmi et al., 2023), reforcando seu
potencial como candidato terapéutico.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, a atividade
leishmanicida do GO sobre formas promastigotas de L. donovani e L. infantum, os
principais agentes etiol6gicos da leishmaniose visceral. Até o momento, ndo ha
evidéncias de atividade significativa do composto contra essas formas parasitarias, o
gue torna necessaria uma avaliacdo mais profunda, com a caracterizacdo do perfil
bioativo do GO, a avaliacao de sua citotoxicidade em células de mamiferos e a anélise

dos efeitos induzidos na integridade da membrana do parasito.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecto-parasitarias nao
contagiosas, causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae (Sheikh, 2023).
Consideradas uma das parasitoses de maior relevancia em saude publica global, as
leishmanioses apresentam elevado indice de morbimortalidade, com ocorréncia de
milh&es de novos casos anualmente (Yurchenko et al., 2023).

A distribuicdo geografica das leishmanioses é ampla e heterogénea, sendo
comumente categorizada em duas grandes regifes epidemioldgicas: Velho Mundo e
Novo Mundo. No Velho Mundo, a maior prevaléncia é observada na Asia, Africa e
Europa; j& no Novo Mundo, os casos se concentram desde o México e América
Central até a América do Sul (Morales et al., 2024). Essa ampla diversidade
geografica contribui para variagcdes nos perfis epidemiolégicos, nas manifestacfes
clinicas e nos desafios enfrentados em relacéo ao controle e ao tratamento da doenca
(Evangelidou et al., 2024).

Geograficamente, as leishmanioses acometem aproximadamente 100 paises
distribuidos em cinco continentes, refletindo sua ampla disseminacao global. Estima-
se a ocorréncia anual de cerca de 1 milhdo de novos casos de leishmaniose
tegumentar. Dentre as formas clinicas, a LV se destaca por sua maior gravidade,
sendo responsavel por aproximadamente 50.000 a 90.000 novos casos a cada ano,
com uma estimativa de 5.000 a 10.000 o6bitos anuais (WHO, 2024).

Em 2023, Brasil, india, Sud&o e Quénia registraram as maiores incidéncias de
novos casos de LV (Figura 1). De forma geral, a LV apresenta uma distribuicdo
geografica concentrada, sendo que Brasil, Etidpia, Quénia e Sudao sao responsaveis
por aproximadamente 60% dos casos notificados em todo o mundo (WHO, 2024). Na
Ameérica do Sul, o Brasil destaca-se como o principal pais endémico, concentrando
cerca de 90% dos casos humanos de LV (Silva et al., 2023). Essa elevada incidéncia
esta fortemente associada a processos de urbanizacdo e desmatamento, os quais
favorecem a transicdo do ciclo de transmissao das areas silvestres para ambientes
urbanos, contribuindo para a expansdo da doenca. Adicionalmente, fatores como a

migracdo humana e o transporte de animais infectados favorecem a introdugéo da LV
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em regibes anteriormente ndo endémicas, ampliando ainda mais seu alcance

geografico (Rehbein et al., 2019).

Figura 1: Andlise da distribuicdo mundial da endemicidade da leishmaniose visceral.

Countries reporting imported VL cases, 2023 Number of new VL cases, 2023

Sudan - 108 Sweden - 2 Spain - 1 I 0 cases reported

Uganda - 22 Argentina - 1 Syrian Arab Republic - 1

Netherlands -6 Djibouti- 1 Thailane - 1 1 <100

Switzerland - 6 Georgia - 1 [ 100-499 ] No autochthonous cases reported

Belium - 3 Libya-1 B 500-989 No data
Colombia - 3 Oman -1

Egypt -2 South Sudan - 1 W 21000 1 Not applicable

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (WHO). Namero de novos casos de leishmaniose visceral em
2024.

De acordo com dados do Ministério da Saude, no Brasil, a leishmaniose visceral
(LV) mantém-se como um importante problema de saude publica, registrando nos
ultimos cinco anos uma média anual de aproximadamente 3.500 casos, com um
coeficiente de incidéncia de 2,0 casos por 100.000 habitantes. A distribuigdo da LV
no territério nacional € predominantemente concentrada nos estados do Maranhéo,
Par4, Bahia e Ceara, configurando essas regides como areas de maior endemicidade.
Apesar de menos frequente, a forma visceral apresenta uma taxa de letalidade
significativamente superior & da forma tegumentar, refletindo seu maior potencial de
desfechos adversos e mortalidade (BRASIL, 2022).

A regido Nordeste do Brasil concentra um expressivo numero de casos de LV,
totalizando 18.778 novos registros em um determinado intervalo de tempo. O estado
do Maranh&o apresenta o maior numero absoluto de casos, com 5.805 notificagdes,

seguido pelo Ceara (4.052 casos), Bahia (2.962 casos) e Piaui (1.909 casos). No
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estado do Piaui, dados epidemiolégicos indicam que a capital Teresina apresenta a
maior incidéncia, com 26,3 casos por 100.000 habitantes, sendo seguida pelos
municipios de Barras (3,4%) e Parnaiba (3,3%). As condi¢cdes climaticas da regido
Nordeste, marcadas por clima tropical iumido e quente, favorecem a proliferacdo dos
flebotomineos, vetores da Leishmania. Esses insetos sdo atraidos por ambientes
sombreados, umidos e ricos em matéria organica em decomposi¢éo, o que contribui
para a manutencdo do ciclo de transmissdo da leishmaniose visceral em areas

urbanas e periurbanas (Santos et al., 2021).

2.2 Parasita e Vetor

O género Leishmania € classificado em dois subgéneros principais:
Leishmania (Viannia) e Leishmania (Leishmania), de acordo com critérios
morfolégicos e genéticos (Ravasi et al., 2024). As espeécies pertencentes ao
subgénero Leishmania (Viannia) apresentam um ciclo de vida caracterizado pela
colonizacéo inicial do intestino posterior do inseto vetor, com migracao posterior para
o intestino médio. Por outro lado, as espécies do subgénero Leishmania (Leishmania)
desenvolvem-se predominantemente na regiao média do intestino do vetor (Klatt et
al., 2019).

O protozoério do género Leishmania é um parasito dimorfico, apresentando
formas evolutivas distintas ao longo de seu ciclo biologico. A forma promastigota &
caracterizada por sua morfologia alongada e flagelada, com corpo delgado que varia
entre 15-20 um de comprimento e 1,5-3,5 ym de largura, sendo adaptada ao ambiente
extracelular no intestino do inseto vetor. Em contraste, a forma amastigota apresenta
morfologia ovoide, com dimensdes reduzidas de 2-4 pym de diametro e flagelo
internalizado. Essa forma € especializada para o ambiente intracelular no hospedeiro
vertebra (Figura 2) (Mergen, 2023; Sasidharan; Saudagar et al., 2021).

Os parasitos responsaveis pela leishmaniose sdo transmitidos por meio do
repasto sanguineo de insetos vetores hematéfagos. No Velho Mundo, os vetores
pertencem ao género Phlebotomus, enquanto no Novo Mundo, a transmisséo ocorre
principalmente por espécies do género Lutzomyia (Figura 3) (Alemayehu et al., 2024).

Os flebotomineos desempenham um papel significativo na sadde publica,

especialmente em regides tropicais e subtropicais, onde fatores ambientais como o
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aumento da temperatura favorecem sua proliferacdo e o desenvolvimento completo
do ciclo biolégico. Temperaturas elevadas aceleram a metamorfose desses insetos,
aumentando sua densidade populacional e, consequentemente, 0 risco de
transmissdao da leishmaniose (Aklilu et al., 2023). A infeccdo ocorre
predominantemente no periodo noturno, por meio da picada das fémeas hematéfagas
dos flebotomineos, popularmente conhecidas como “chiclera”, “asa branca”,

“palomilla”, “mosquito palha” ou “torito”, a depender da regido (PAHO, 2023).

Figura 2: Fases do desenvolvimento de Leishmania spp.
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Fonte: Sousa et al., 2023. Formas amastigotas (A); Formas promastigotas (B).

Figura 3: Inseto vetor das leishmanioses.

Fonte: Vitat - RD Salde, 2022. Lutzomyia longipalpis, flebotomineo responsavel pela transmisséo das
leishmanioses no Novo Mundo (adaptagéo de Araujo e Braga).
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2.3  Ciclo Biolégico da Leishmania spp.

O ciclo de vida do protozoério envolve um vetor pertencente aos fleb6tomos,
conhecidos como mosquito-palha, birigui e outros, dependendo da regido (Barbosa,
2023). Para que o parasita complete seu ciclo, a fémea do mosquito deve praticar
hematofagia. Durante a picada, o aparelho bucal do vetor rompe os tecidos e vasos
sanguineos, permitindo a introducdo das promastigotas metaciclicas no hospedeiro
vertebrado (Braga, 2023).

No inseto vetor, o ciclo inicia-se quando o mosquito ingere sangue contendo
amastigotas durante a alimentacédo (Figura 4.1). No trato digestivo do inseto, as
amastigotas sdo fagocitadas e se diferenciam em promastigotas no intestino médio
(Figura 4.2) (Dias-Lopes et al., 2021). Essas formas moveis se aderem as paredes
intestinais, onde passam por varios ciclos de divisdo celular, transformando-se em
promastigotas metaciclicas (Figura 4.3). Durante este periodo de incubacgéo
extrinseca, as promastigotas amadurecem, adquirindo caracteristicas infectantes
essenciais para a sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado (Klatt et al., 2019; Serafim
et al., 2021). Posteriormente, elas migram para a probdscide do inseto, prontos para
serem transmitidas a um novo hospedeiro durante a préxima picada (Figura 4.4).
Além disso, a saliva do vetor contém componentes farmacoldgicos que modulam a
resposta imune local do hospedeiro, favorecendo a sobrevivéncia inicial das
promastigotas (Sasidharan; Saudagar, 2021).

Liberadas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado (Figura 4.5), o
protozoario irA a procura do sistema fagocitario mononuclear, que inicia
automaticamente sua funcdo de protecdo. No entanto, antes que a fagocitose seja
concluida, as promastigotas sofrem modificacdes, como a ativacao de genes e fatores
de viruléncia que impedem a destrui¢cao precoce do parasita (Dutra, 2021).

Uma vez dentro de células fagociticas, como os macréfagos, as promastigotas
se transformam em amastigotas, que se alojam no vacuolo parasitéforo (Figura 4.6).
Esse vacuolo tem a funcao de degradar o parasita usando enzimas lisossomais, mas
esse processo é retardado pela acdo de proteases produzidas pelo proprio
protozoario, permitindo que ele se adapte ao ambiente intracelular e resista ao meio
acido (Soares et al., 2021; Vital et al., 2022).
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Sem um mecanismo eficaz para controlar o parasita, as amastigotas se
reproduzem continuamente por meio de fissdo binaria dentro das células, levando a
ruptura da membrana celular e a liberacao do protozoario no meio extracelular (Figura
4.7). Ali, eles sdo novamente fagocitados por outras células, perpetuando a

disseminacgao da infeccéo (Figura 4.8) (Hagemann et al., 2023).

Figura 4: Ciclo biologico da Leishmania spp.
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2.4  Resposta imune a infeccdo por Leishmania spp.

A interacdo entre o sistema imunoldgico e a Leishmania spp. € um fator
determinante para a progressao da infeccédo ou a eliminacdo do parasito. A resposta
imune envolve mecanismos inatos e adaptativos que, dependendo da sua
modulacdo, podem favorecer a resisténcia ou a persisténcia da infeccédo (Costa-da-
Silva et al., 2022).

No momento da transmissado pelo vetor, a Leishmania spp. entra em contato

com células do sistema imune inato, como neutrofilos e macrofagos. Os neutréfilos,
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recrutados rapidamente para o local da infeccdo, exercem um papel ambiguo (De
Souza Vieira et al., 2024). Embora fagocitem o parasito e liberem espécies reativas
de oxigénio (EROs) e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS), 0 parasita
desenvolveu mecanismos para subverter essa defesa (Kupani et al., 2021).
Frequentemente, as promastigotas sobrevivem dentro dos neutréfilos, que acabam
sofrendo apoptose e liberando os parasitas vidveis no ambiente tecidual, facilitando
sua captura por macrofagos proximos (Fernandes; Zamboni, 2024). Esse processo
inicial, ilustrado na Figura 1, mostra como a infeccéo pode progredir mesmo diante da
resposta imune inata aparentemente ativa.

Os macrofagos, ao fagocitarem as promastigotas liberadas, tornam-se células-
chave no destino da infeccdo, podendo atuar tanto como efetores da resposta
microbicida quanto como hospedeiros do parasito (Elmahallawy; Alkhaldi; Saleh,
2021). A diferenciacdo dessas células em perfis M1 ou M2 influencia diretamente esse
desfecho. O fenétipo M1, induzido por citocinas como interferon-gama (IFN-y) e fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a), esta associado a producédo de éxido nitrico (NO),
EROs e liberacdo de IL-12, contribuindo para a ativacdo de células NKs (Natural
Killers) e o reforco da resposta inflamatdria (Lecoeur et al., 2022). Esse eixo M1/IL-
12/INF-y, evidenciado na Figura 1, esta relacionado a resisténcia do hospedeiro e ao
controle do crescimento.

Em contrapartida, a polarizacdo para o perfil M2, estimulada por interleucinas
como IL-4 e IL-10, reduz a atividade microbicida dos macrofagos, favorecendo a
replicacdo da Leishmania spp. no interior do fagolisossomo (Atri et al., 2018). Esse
cenario contribui para a persisténcia do parasito nos tecidos e estd associado a
susceptibilidade, conforme também representado na Figura 1, que demonstra
visualmente uma resposta inflamatoria eficaz e uma permissiva.

A resposta adaptativa é igualmente decisiva para o controle ou agravamento
da infeccdo. ApoOs o reconhecimento do antigeno pelas células apresentadoras, 0s
linfocitos T CD4* podem se diferenciar em perfis Thl ou Th2 (Na; Engwerda, 2024).
A resposta Thl, promovida por IL-12 e sustentada pela liberagdo de IFN-y, reforca a
ativacdo de macréfagos M1 e estimula a producdo de NO e EROs, sendo essencial
para a eliminacdo do parasito (Almeida et al., 2023). J&a o perfil Th2, impulsionado por
IL-4, IL-6 e IL-10, induz um ambiente anti-inflamatério que compromete a acao dos
macrofagos, contribuindo para a proliferagdo parasitaria e maior suscetibilidade a

infeccéo (Costa-da-Silva et al., 2022).
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Além dessas vias, células T regulatorias (Tregs) também participam da
modulacdo da resposta imune por meio da producgéo de IL-10 e TGF-3. Embora sua
funcao seja essencial para evitar danos teciduais, sua atuacao excessiva pode inibir
mecanismos efetores e permitir a manutencdo da infeccado (Kupani et al., 2021). A
Figura 1 integra esse eixo adaptativo ao representar a diferenciacao dos linfécitos ThO
em Thl ou Th2, bem como o papel imunossupressor das Tregs.

Figura 5: Resposta imune a infeccao por Leishmania spp.
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2.5 Manifestacdes clinicas

A leishmaniose apresenta ampla diversidade em suas manifestacdes clinicas,
variando conforme as caracteristicas do parasito, a biologia do vetor e os fatores do
hospedeiro. Dentre essas, as respostas imunoldgicas do hospedeiro desempenham
um papel determinante. Clinicamente, a doenca se divide em LV causada por
parasitos da espécie de L. donovani e L. infantum, e a LT associada ha uma
diversidade de espécies que estdo relacionadas a diferentes manifesta¢gdes clinicas.
A LT inclui subtipos como: leishmaniose cuténea localizada (LCL), leishmaniose
cutanea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea (LCM), leishmaniose cutanea
disseminada (LCD) e leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) (Abass et al., 2020).

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca grave e persistente, considerada
a segunda mais letal entre as doencas tropicais e subtropicais, além de ocupar uma
posicdo sétima em perda de anos de vida ajustada por incapacidade. A L. donovani
€ restrita ao Velho Mundo e ja no Novo Mundo predomina o L. infantum como Europa
e nas Américas (Wamai et al., 2020). Clinicamente, a LV apresenta curso
prolongado, caracterizado por febre, perda de peso, palidez, hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e baco) e linfadenopatia (aumento dos linfonodos). A doenca tem
alta taxa de mortalidade, com 5% a 10% dos casos evoluindo para 6bito devido a
complicagbes graves, como co-infecgdes bacterianas e hemorragias. Entre as
alterac6es hematoldgicas, destacam-se anemia, neutropenia e trombocitopenia
(Costa et al, 2023).

Figura 6: Apresentacdes clinicas das Leishmanioses.
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Fonte: Silveira et al., 2016; Mokni, 2019; Mann et al., 2021; OPAS; OMS, 2021. (A) Leishmaniose
Visceral, (B) Leishmaniose Cutdnea Localizada, (C) Leishmaniose Cutadnea Disseminada, (D)
Leishmaniose Mucocuténea, (E) Leishmaniose Cutdnea Difusa e (F) Leishmaniose Dérmica Pos
Calazar.

2.6 Tratamento

Ha mais de 70 anos, o tratamento das leishmanioses depende de
medicamentos classificados em primeira e segunda linha (Roatt et al., 2020). A
escolha da terapia inicial considera tanto a localizacdo geografica quanto a
manifestacéo clinica e a espécie envolvida, sendo direcionada por diretrizes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO et al.,, 2023). Os antimoniais
pentavalentes (SbV), conhecidos comercialmente como Glucantime® (antimoniato de
N-metil D-glucamina) e Pentostam® (estibogluconato de sédio), sdo geralmente a
primeira op¢ao terapéutica (OPAS, 2022). Quando esses medicamentos ndo séo
viaveis, utilizam-se alternativas de segunda linha, como anfotericina B (AmB),
pentamidina, paromomicina e miltefosina (Garza-Tovar et al., 2020).
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Os SBY sdo pré-farmacos de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses, administrados por vias intramuscular, intravenosa ou interlesional, em
doses de aproximadamente 20 mg/kg/dia por 28 a 30 dias (Matos et al., 2020). Sua
acao envolve a entrada da molécula na forma inativa, sendo posteriormente
convertida em antimonial trivalente (Sb"") no interior do parasita (Ponte-Sucre et al.,
2017). O Sb'" atua sobre a enzima tripanotiona redutase, essencial para a defesa
antioxidante do protozoario, comprometendo sua sobrevivéncia. No entanto, esses
medicamentos apresentam efeitos adversos severos, incluindo cardiotoxicidade,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e pancreatite (Zhang et al., 2025). Outras
desvantagens incluem a longa duracdo do tratamento, o desconforto relacionado a
administracao e a resisténcia medicamentosa, muitas vezes associada a interrupcao
prematura da terapia (Moncada-Diaz et al., 2024).

A anfotericina B, um antifingico pertencente a classe dos polienos, € utilizada
como terapia de segunda linha, administrada por via intravenosa em doses diarias de
0,75 a 1 mg/kg/dia por 15 a 20 dias, de forma continua ou alternada (Chakravart;
Sundar, 2019). Sua acdo é baseada na afinidade pelo ergosterol presente na
membrana plasmética do parasita, promovendo a formacédo de poros que levam a
perda de ions e a morte celular por desequilibrio osmaético (Chanda et al., 2021).
Apesar da eficacia, o farmaco apresenta eventos adversos significativos, como
toxicidade renal, hipocalemia e reacdes infusionais, além da necessidade de
hospitalizagdo (Sheikh et al., 2024). A anfotericina B lipossomal, também
administrada por via intravenosa, é incorporada em vesiculas lipossomais que
reduzem a toxicidade, embora efeitos adversos como calafrios, rigidez muscular e
nefrotoxicidade ainda possam ocorrer (Frézard et al., 2022). Seu uso, entretanto, é
limitado pelo alto custo, sendo aplicada em dose total de 15 mg/kg de 3 a 5 dias
(Aronson; Joya, 2019).

A miltefosina, administrada por via oral na dose de 100 a 150 mg/dia durante
28 dias, atua sobre os fosfolipideos da membrana celular do parasita,
desestabilizando-a e induzindo um processo semelhante a apoptose (Benaim; Paniz-
Mondolfi, 2024). Seus efeitos adversos mais comuns incluem disturbios
gastrointestinais, toxicidade renal e hepatica, além de risco de teratogenicidade
(Pradhan et al., 2022)

A paromomicina, um antibiético aminoglicosideo, pode ser administrada por via

intramuscular em doses de 15 mg/kg/dia por 21 dias ou 20 mg/kg/dia por 17 dias
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(Singh et al., 2023). Embora seu mecanismo de a¢do ainda ndo esteja totalmente
elucidado, acredita-se que ela atue na membrana mitocondrial, prejudicando a cadeia
respiratoria, promovendo condensacao nuclear, fragmentacédo do DNA e interferéncia
na sintese proteica. Seus principais efeitos adversos séo toxicidade renal e hepatica
(Pokharel; Ghimire; Lamichhane, 2021).

A pentamidina, administrada por via intramuscular na dose de 4 mg/kg/dia em
dias alternados, totalizando quatro aplicacbes, atua interferindo na membrana
mitocondrial do parasita e inibindo os processos de replicacéo e transcricado (Fischer
et al., 2024). Entre os efeitos adversos relatados estéo hiperglicemia, hipotensédo e
alteraces eletrocardiograficas (Santiago et al., 2021).

Apesar da disponibilidade de diversas opc¢des terapéuticas, o tratamento das
leishmanioses ainda enfrenta desafios consideraveis. As principais limitacdes dos
farmacos utilizados incluem a elevada toxicidade sistémica, que compromete 6rgaos
como coracao, rins e figado, e a necessidade de hospitalizacdo em muitos casos (De
Souza et al.,, 2024). Além disso, o0 alto custo de producdo e aquisicdo desses
medicamentos restringe o0 acesso em regides endémicas, principalmente em paises
de baixa renda. A eficacia terapéutica limitada e a ocorréncia de resisténcia
medicamentosa também impactam negativamente a adesdo dos pacientes ao
tratamento, reforcando a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas mais seguras, eficazes e acessiveis (Santiago et al., 2021; Ibiapina et
al., 2022).

2.7 Galato de Octila

O galato de octila (GO) é um éster derivado do acido galico, um composto
pertencente a classe dos fendis, e do alcool octilico. O GO é conhecido por suas
propriedades antioxidantes e amplamente utilizado na prevencao da autoxidacdo de
lipidios (Hadidi et al., 2024).

Esse composto pode ser obtido de forma semissintética ou extraido de
diversas fontes naturais, como frutas e vegetais. Entre essas fontes, destacam-se
Phyllanthus emblica (groselha indiana) (Long et al., 2024), Camellia sinensis L. (cha
verde) (Zhou et al., 2020), Vaccinium corymbosum L. (mirtilo) (Stefanescu et al.,
2020), Rubus fruticosus L. (amora) (Da Rosa et al.,, 2014), Rubus idaeus L.
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(framboesa) (La Torre et al., 2024), Mangifera indica L. (manga) (Kim et al., 2021), e
Theobroma cacao L. (cacau) (Umali et al., 2025). Outra fonte relevante é Terminalia
bellerica Roxb. (belerique ou bibhitaki), uma planta medicinal indiana amplamente
utilizada na medicina tradicional, notavel por seu potencial terapéutico e pelas
caracteristicas distintas de seus frutos conforme o estagio de maturacédo (Olajide et
al., 2022).

Em comparacéo ao acido galico, o galato de octila possui uma cadeia lateral
alifatica com oito atomos de carbono, o que lhe confere maior lipofilicidade, afinidade
e permeabilidade celular. Essa modificagdo estrutural resulta em propriedades
biolégicas mais potentes, aumentando sua eficacia em diferentes aplicacdes (Latha;
Daisy, 2013; Ni et al., 2024). No setor cosmético, é utilizado na preservacdo de
produtos e no tratamento do envelhecimento cutaneo. Ja na industria alimenticia,
contribui para o aumento da vida util dos produtos, preservando suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais — um fator crucial para a rentabilidade do setor (Khan et al.,
2018; Gangadharan et al., 2024).

No Brasil, o uso do GO é regulamentado pela Instrucdo Normativa
ANVISA/RDC n° 211/2023, que estabelece um limite maximo de 200 mg/kg para
determinadas categorias de alimentos, como a gordura anidra de leite, embora seu
uso seja restrito em produtos lacteos (ANVISA, 2023). Em outros paises, como na
Unido Europeia, ainda ndo ha uma ingestéo diaria aceitavel (IDA) estabelecida para
o0 GO, o0 que ressalta a necessidade de mais estudos sobre sua seguranca e
toxicidade (EFSA, 2015).

Diversos estudos recentes tém explorado as multiplas atividades do galato de
octila, incluindo suas propriedades antimicrobianas e antitumorais. O GO demonstrou
eficicia contra uma ampla gama de microrganismos, incluindo o virus HSV-1 (Uozaki
et al., 2007), as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (Stefaniu et al., 2021), e o fungo Candida albicans (Tamang et al., 2022),
bem como demonstrou efeitos antitumorais significativos. Estudos em modelos
demonstraram que o GO possui capacidade de induzir apoptose mediada por
estresse oxidativo (Chua et al., 2023).

Além de suas propriedades antibacterianas, antivirais e antitumorais, o0 GO tem
sido investigado em estudos voltados ao tratamento de parasitoses, como a
toxoplasmose (Lu et al., 2022). Comparado aos tratamentos convencionais, o0 GO

apresenta atividade inibitoria significativa contra os parasitas, com poucos danos
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celulares. O composto também demonstrou eficacia contra formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis quando encapsulado em nanoparticulas de
polimetilmetacrilato (PMMA), apresentando valores de Clso de 4,6 pM e 7,2 uM,
respectivamente (Feuser et al., 2019). Outros estudos observaram sua atividade
antiparasitaria contra epimastigotas de Trypanosoma cruzi, com valores de Clso de
23,0 uM (Andréo et al., 2015). Esses dados reforgam o potencial do GO como uma
alternativa terapéutica promissora, com a vantagem adicional de apresentar baixa
citotoxicidade em células de mamiferos e capacidade de induzir apoptose via estresse
oxidativo (Moghtaderi et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Avaliar a atividade antileishmania do GO sobre as espécies Leishmania donovani e
Leishmania infantum, com énfase na analise da citotoxicidade em células de

mamiferos e na investigacao da permeabilidade de membranas.
3.2  Objetivos especificos
- Analisar a atividade antileishmania do GO em promastigotas de L. donovani e

L. infantum.

- Analisar a citotoxicidade do GO em macréfagos RAW 264.7 e em células LLC-
MK2 (CCL-7);

- Investigar a atividade antileishmania do GO em amastigotas axénicas de L.
infantum;

- Avaliar os efeitos do GO na integridade e permeabilidade da membrana
plasmatica das formas promastigotas de L. infantum.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Pesquisa

As atividades biologicas foram conduzidas no Laboratério de Doencas
Infecciosas (LADIC), vinculado a Universidade Federal do Delta do Parnaiba

(UFDPar), no Campus Ministro Reis Velloso, localizado em Parnaiba, Piaui, Brasil.

4.2  Farmacos e Reagentes Utilizados

Meio Schneider; meio DMEM e RPMI 1640 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium); solucdo antibidtica estabilizada contendo penicilina (10.000 U/mL) e
estreptomicina (10 pug/mL); solugcado antibidtica-antimicotica estabilizada (penicilina
10.000 U/mL e estreptomicina 10 pg/mL); e sal de tetrazdlio (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazélio - MTT, todos adquiridos da Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA); dimetilsulféxido (DMSO, 99% de pureza, utilizado em
concentracfes ndo superiores a 0,5%), SYTOX Green, Triton X-100 e lauril sulfato
de sddio (SDS, dodecil sulfato de sédio, ambos adquiridos da Mallinckrodt Chemicals,
St. Louis, MO, EUA); e soro fetal bovino (SFB) inativado por calor, obtido da Cultilab,
S&o Paulo, SP, Brasil.

4.3 Composto estudado

A Figura 7 mostra a estrutura quimica do GO, com férmula molecular C1sH210s.
O composto foi utilizado com 99% pureza, obtido pela empresa Merck Life Science e
dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO). As solucdes foram diluidas até atingirem as
concentracbes desejadas, garantindo que a concentracdo de DMSO néo

ultrapassasse 0,5%.
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Figura 7: Estrutura molecular do galato de octila (GO).

Fonte: National Center for Biotechnology Information - PubChem, 2024. Estrutura molecular do GO
em 2 dimensdes (A) e 3 dimensbes (B).

4.4  Manutencao de Parasitas

Os parasitas das espécies Leishmania (Leishmania) infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) e Leishmania (Leishmania) donovani (MHOM/IN/80/DD8),
disponibilizados pela colecdo parasitoldgica do Laboratério de Doengas Infecciosas —
LADIC da UFDPar, foram cultivadas em meio Schneider suplementado (20% de SFB,
100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina), pH 6,9. Desse modo, foram
mantidas a uma temperatura de 26 °C em incubadora de demanda biolégica de
oxigénio (B.0.D), sendo cultivadas semanalmente para manter a viabilidade celular
(Sousa et al., 2023).
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As formas axénicas de L. infantum foram cultivadas em meio Schneider
suplementado (20% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina)
ajustado para pH 5,5. As culturas foram mantidas a 32 °C por 72h, sob condigdes

controladas de incubacéo.

45 Cultura de células de mamiferos

As linhagens celulares de macréfagos murinos RAW 264.7, células LLC-MK2,
foram obtidas a partir da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC - American
Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). Os macrofagos foram cultivados em
frascos contendo meio DMEM e a células LLC-MK2 em RPMI 1640, ambos
suplementados com 10% de SFB, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
pMg/mL), mantendo o pH 7, a uma temperatura de 37°C, com 5% de CO2 e 95% de
umidade. A troca do meio de cultura foi realizada a cada dois dias ou sempre que a

cultura atingisse 80% de confluéncia (Sousa et al., 2023).

4.6  Atividade antileishmania sobre as formas promastigotas de Leishmania spp.

Para avaliar a atividade antileishmania, foram utilizadas placas de 96 pocos
contendo formas promastigotas em fase logaritmica, na concentragdo de 1x10°
parasitas por poco. As formas promastigotas foram cultivadas em meio Schneider
suplementado com pH 7, e expostas a diluicbes seriadas do GO, variando de 50 uM
a 0,39 pM. Como controle negativo, utilizou-se apenas o0 meio Schneider
suplementado, sem o composto. As placas foram incubadas por 72h a 26 °C em
seguida foi adicionado 10uL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolio - MTT,). A leitura da densidade Optica foi feita em leitor de microplacas
(Biotek, modelo ELx800, Winooski, VT, EUA), a 540 nm.

4.7  Analise da citotoxicidade celular em linhagem RAW 264.7 e LLC-MK2
Na avaliacao da citotoxicidade, foram utilizadas placas de 96 pogos, com 100 uL

de meio RPMI contendo 1x10° células (RAW 264.7 e LLC-MK2) por poco. As placas

foram incubadas por 4h a 37 °C com 5% de CO:2 para permitir a adesao celular. Em
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seguida, para remover as células nao aderidas, foram realizadas duas lavagens com o
meio respectivo. As concentragdes selecionadas do GO, variando de 800 uM a 3,12 uM,
foram dissolvidas no mesmo meio, e 100 pyL de cada solugdo foram adicionados aos
pocos, que foram entdo incubados por 72h. Apos esse periodo, foram adicionados 10
puL de MTT (5 mg/mL) e as placas foram incubadas por mais 4h a 37 °C com 5% de CO..
Apos a incubacdo, os sobrenadantes foram descartados e 100 yL de DMSO foram
adicionados a cada poco para dissolver os cristais de formazan. Controles negativos
foram realizados com macrofagos RAW 264.7, células LLC-MK2 nao tratados. A leitura

dos resultados foi realizada em um leitor de placas a uma absorbancia de 540 nm.

4.8 Avaliacdo do indice de Seletividade (IS)

O indice de seletividade (IS) foi determinado pela razdo entre a concentracdo
citotoxica média (CCso) das linhagens celulares de mamiferos testadas e a concentracéo
inibitoria  média (Clso), avaliando-se, assim, a seletividade frente as formas
promastigotas de Leishmania spp. Alternativamente, o IS foi calculado pela razéo entre
a CCso das linhagens celulares de mamiferos testadas e a concentracdo efetiva média
(CEso) determinada para as formas amastigotas (Sousa et al., 2023).

4.9 Atividade antileishmania sobre as formas amastigotas axénicas de L. infantum

Na avaliacdo sobre as formas amastigotas axénicas, os parasitas foram
cultivados em placas de 96 pocos (1x10° parasitas), em meio Schneider completo
com ph 5.5, e tratados com concentragdes seriadas de GO, variando de 50 uM a 6,25
MM. A incubacgao foi realizada por 72h a 32 °C, em estufa tipo B.O.D. Ao final do
periodo de incubacao, adicionou-se 10 uyL de MTT (5 mg/mL) por poco, seguido de
nova incubagao por 4h. Posteriormente, foram adicionados 50 yL de SDS a 10% para
solubilizar os cristais de formazan formados. A leitura foi realizada a uma densidade
optica em leitor de microplacas (Biotek, modelo ELx800, Winooski, VT, EUA), a 540

nm.
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4.10 Avaliacéo da integridade da membrana plasmética sobre L. infantum

Para a andlise da integridade da membrana plasmatica, foram utilizadas placas
de 96 pocos contendo 100 uL de meio Schneider completo e formas promastigotas
de L. infantum em fase logaritmica (1x108 por po¢o). As concentracdes selecionadas
do GO, correspondentes a 1xClso, 2xClso e 4xClso, foram preparadas no mesmo meio
de cultivo. Em seguida, foi adicionado o corante SYTOX Green (5 uyM) em cada poc¢o,
e as placas foram incubadas por 7h, a 26 °C, em incubadora tipo B.O.D. Apo6s o
periodo de incubacéo, a fluorescéncia foi mensurada em leitor de placas (Victor X3,
PerkinElmer, Finlandia) com excitacdo de 488 nm e emissdo de 523 nm. Como
controle negativo, foram utilizados parasitas néo tratados, enquanto o controle

positivo foi composto por parasitas tratados com Triton X-100.

411 Analise estatistica

Todos os ensaios experimentais foram conduzidos com, no minimo, trés
repeticoes independentes. As concentracdes médias (CCso e Clso) foram
determinadas por meio de modelo de regressao néo linear. Para comparacfes entre
0S grupos experimentais, utilizou-se analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Tukey. Foi adotado um nivel de significancia estatistica de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade antileishmania do GO sobre formas promastigotas de Leishmania
spp.

Os resultados obtidos para a avaliagcao da inibicdo do crescimento de formas
promastigotas de Leishmania spp. pelo GO estdo apresentados no Gréfico 1. A
analise dos dados revelou que o GO foi capaz de inibir significativamente o
crescimento das formas promastigotas de L. donovani (Grafico 1A) a partir da
concentragéo de 3,12 uyM. Ao avaliar individualmente cada concentragdo, observou-
se uma inibicdo progressiva do crescimento parasitario, com percentuais de inibi¢cao
de 65%, 88%, 91%, 92% e 93% nas concentragdes de 3,12 uM, 6,25 uM, 12,5 uM,
25 yM e 50 uM, respectivamente. O valor da concentracao inibitéria média (Clso)
grafico 1B foi determinado em 2,61 uyM (Tabela 1). Para L. infantum (Gréfico 1B), o
GO demonstrou efeito inibitério em todas as concentragfes testadas, apresentando
percentuais de inibicdo de 28%, 52%, 61%, 64%, 99% e 100% nas concentracfes de
1,56 M, 3,12 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM e 50 uM, respectivamente. O valor da Clso
foi calculado em 2,79 uM (Tabela 1).

Grafico 1: Efeito do galato de octila (GO) sobre formas promastigotas de Leishmania
spp.
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Fonte: Autoria propria, 2025. A: Leishmania (Leishmania) donovani. B: Leishmania (Leishmania)
infantum. Culturas em fase logaritmica (1x108 células) foram cultivadas em meio Schneider e
incubadas a 26°C por 72h na presenca de GO. Os dados representam a média + erro padrado de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. (**) p < 0,0001 vs. controle.
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5.2  Citotoxicidade do GO sobre RAW.264.7 e células LLC-MK2 (CCL-7)

Os resultados do ensaio de citotoxicidade realizado em células mamiferas (RAW
264.7 e LLC-MK?2) estdo apresentados no Grafico 2. Para as células LLC-MK2, nas
concentragdes de 12,5 uM, 25 pM, 50 uM, 100 pM e 200 yM, observou-se que nao
houve reducao significativa (Grafico 2A). No entanto, na concentragéao de 400 uM, a
viabilidade foi reduzida para 69,77%. Ja na maior concentracao testada, de 800 uM,
houve uma queda abrupta na viabilidade celular, resultando em 100% de
citotoxicidade (Grafico 2A).

Nos macrofagos RAW 264.7, nas mesmas concentragdes de 12,5 uM, 25 uM,
50 uM, 100 uM e 200 pM, as viabilidades celulares observadas foram de 79,75%,
76,70%, 71,98%, 66,90% e 57,95%, respectivamente (Gréafico 2B). Na concentracéo
de 400 pM, a viabilidade foi reduzida para 25,43%. E, na concentragdo de 800 uM,
observou-se uma drastica reducao da viabilidade celular, indicando alta toxicidade do
composto para essas células (Gréfico 2B).

A seguranca do composto foi avaliada por meio do valor de CCso (concentracao
citotoxica capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular). Para as células LLC-MK2,
obteve-se um CCso de 417,20 + 9,27 uM, enquanto para os macrofagos RAW 264.7,
0 CCso foi de 349,8 + 5,47 uM (Tabela 1).

Gréfico 2: Efeito do galato de octila (GO) sobre a viabilidade em macrofagos RAW
264.7, células LLC-MK2 ap6s 72h de tratamento.

A 100- e B 1001

dededkedk

T ke
—— 80 T Rk

[=-]
(=]
1

KkAk
) %kkk
] Akkk

RAW 264.7
B
(=]
1

*hkk

Viabilidade celular (%)
LLC-MK2 (CCL-7)
Viabilidade celular (%)

Fonte: Autoria propria, 2025. A: Células LLC-MK2 (CCL-7). B: Macréfagos RAW 264.7. Culturas (5%x10°
células) foram incubadas a 37°C com 5% de CO, por 72h na presenca de diferentes concentracfes de
GO. A citotoxicidade foi determinada pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média + erro padrao
de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (**) p < 0,0001 vs. controle.
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5.3 indice de Seletividade (IS)

Os valores do IS do GO estao apresentados na Tabela 1. Observa-se que o
composto demonstrou alta seletividade para Leishmania spp., tanto nas formas
promastigotas quanto amastigotas axénicas, em comparacao as células.

Nas formas promastigotas, os indices de seletividade alcancaram 134 e 125,3
nos macréfagos RAW 264.7, e 159,8 e 149,5 nas células LLC-MK2, referentes as
espécies L. donovani e L. infantum, respectivamente. J4 nas formas amastigotas
axénicas, os valores observados foram de 26,7 para RAW 264.7 e 22,4 para LLC-
MK2, ambos obtidos com L. infantum.

Em comparacéo aos farmacos de referéncia, o GO demonstrou desempenho
superior. A anfotericina B apresentou IS variando entre 1,35 e 1,0, para L. donovani
e L. infantum, respectivamente. Com isso, 0 GO mostrou-se de 99 a 125 vezes mais
seletivo em RAW 264.7. Nas LLC-MK2, os valores de 159,8 e 149,5 refletem
seletividade expressivamente mais elevada ao observar a anfotericina B.

Em relacdo ao antimoniato de meglumina, cujos indices variaram de 0,67 a
0,79 nas LLC-MK2 e de 0,61 a 0,72 nos macréfagos, o GO demonstrou ser até 219

vezes mais seletivo, reforgando sua superioridade em termos de seletividade.

Tabela 1: Efeito antileishmania, citotoxicidade em células, e indice de seletividade

(IS) para o galato de octila (GO), anfotericina B e antimoniato de meglumina.

Compostos LLC - RAW Promastigotas Amastigotas
MK2 264.7 L. donovani L. infantum
CCsouM  CCsouM ClsouM ISMK2 ISRAW ClsguM I1SMK2 ISRAW  ClsoplM ISMK2 ISRAW
Galato de
Octila 417,2 349,8 2,61 159,8 134 2,79 1495 1253 156 26,7 22,4
Anfotericina 0,33 0,38 028 1,17 135 0,36 091 1,0 023 14 0,26
B
Antimoniato 17363 15863 25740 0,67 0,61 21913 0,79 0,72 1017 17 155
de
Meglumina

IS = CCs0/Clso ou CEso
Fonte: Autoria Prépria, 2025.
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Dessa forma, conforme demonstrado na Tabela 1, 0 GO apresentou expressiva
atividade inibitoria contra L. infantum e L. donovani. Embora o valor de Clso para L.
donovani tenha sido 2,61 uM em comparagdo com L. infantum com 2,79 uM, os
indices de seletividade foram semelhantes para ambas as espécies. Considerando
gue L. infantum é a espécie predominante no Novo Mundo e esta diretamente
associada a leishmaniose visceral no Brasil, 0os ensaios subsequentes de atividade
antileishmania foram conduzidos com essa espécie, visando maior relevancia

epidemiologica e aplicabilidade dos resultados.

5.4 Atividade antileishmania do GO sobre formas amastigotas axénica de

Leishmania (L.) infantum.

As formas amastigotas axénicas tratadas com GO, nas concentracdes de 6,25
a 50 uM, resultaram em uma reducéo significativa da inibicdo parasitaria. O composto
apresentou uma Clso de 15,6 + 0,73 uM, indicando atividade leishmanicida relevante
frente a forma axénica do parasita. As concentracfes testadas inibiram de maneira
estatisticamente significativa em comparacdo ao controle negativo. A menor
concentracéao, 6,25 UM, apresentou inibicdo de 19%, enquanto as concentracdes de
12,5 uM, 25 uM e 50 uM demonstraram reducéo expressiva na inibicao (p < 0,0001),

sendo que a maior concentragcdo promoveu uma inibicdo de 100%.

Grafico 3: Efeito do galato de octila (GO) sobre formas amastigotas axénicas de
Leishmania spp.
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triplicata. (**) p < 0,0001 vs. controle.
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5.5 Ensaio de integridade da membrana plasmatica sobre L. infantum

A exposicdo das formas promastigotas de L. infantum ao GO resultou em
comprometimento significativo da integridade da membrana plasmatica. Os dados
obtidos revelaram um aumento progressivo na fluorescéncia com o incremento das
concentracfes testadas, indicando danos estruturais a membrana celular. Em
comparacdo ao controle negativo, foi observado um aumento de 4X (400%) na
fluorescéncia na concentracdo equivalente a 1xClsy, seguido por 5X (500%) em
2xClso. Na concentracdo de 4xClsp, a fluorescéncia aumentou para 11X (1100%),
aproximando-se dos niveis registrados no controle positivo (Triton X-100), agente
conhecido por induzir lise celular. Esses achados, representados no Grafico 4,
sugerem que o GO promove a perda de integridade da membrana de forma dose-

dependente.

Gréfico 4: Efeitos do galato de Octila (GO) na permeabilidade da membrana
plasmatica de promastigotas de Leishmania infantum.
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realizados em triplicata. (**) p < 0,01 vs. controle; (***) p < 0,001 vs. controle.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos evidenciam que o GO apresentou atividade significativa
contra as formas promastigotas de Leishmania spp., destacando-se como um
potencial agente antileishmania. A escolha das formas promastigotas para a
avaliacao inicial de atividade é metodologicamente adequada, uma vez que essas
formas sédo facilmente cultivaveis in vitro e representam um modelo consolidado para
a triagem preliminar na identificacdo de candidatos promissores a investigagcdes mais
avancadas (Gopu et al., 2023), apesar das limitagdes inerentes a essa abordagem,
pois ndo correspondem as formas intracelulares responsaveis pela manifestacao
clinica da doenca.

Essa eficacia do GO esta alinhada com evidéncias anteriores que demonstram
a atividade antiprotozoaria dos derivados do &cido gélico. Alves et al. (2017)
investigaram o acido galico, molécula precursora do GO, e observaram uma inibicao
expressiva da proliferacdo de L. major, com valor de CEso de 16,4 ug/mL. A
modificacao estrutural do acido gélico, por meio da insercdo da cadeia octila, confere
maior lipofilicidade, facilitando a permeacéo através da membrana celular do parasita
e, consequentemente, potencializando seu efeito leishmanicida. Essa caracteristica é
particularmente relevante, considerando a necessidade de farmacos capazes de
ultrapassar eficazmente as barreiras biolégicas para atingir o parasita intracelular.
Corroborando esses achados, estudos com outros galatos, como o galato de metila,
demonstraram atividade antileishmania significativa. Em formas promastigotas de L.
amazonensis, o0 galato de metila inibiu o crescimento parasitario em 15,7%, 56,2% e
84,1% nas concentracbes de 3,12 pM, 6,25 pM e 12,5 puM, respectivamente,
apresentando um Clso de 5,71 yM (Dias et al., 2020).

Considerando os resultados promissores quanto a atividade antileishmania
sobre as formas promastigotas de Leishmania spp., realizou-se a avaliacao do perfil
de citotoxicidade do GO, com o objetivo de determinar sua seletividade frente as
células hospedeiras.

A andlise da viabilidade celular, utilizada como indicador das condicdes
metabdlicas das células, constitui ferramenta essencial para avaliagdo da
citotoxicidade de compostos. Este parametro € mensurado por métodos quantitativos
baseados em reagbes colorimétricas, com leitura em microplacas por

espectrofotdmetros, frequentemente denominados leitores ELISA (Barile et al., 1994).
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Neste trabalho, empregou-se o ensaio de MTT, segundo o protocolo descrito por
Mosmann (1983), no qual o sal de tetrazélio MTT, de coloragdo amarela, € convertido
em cristais de formazan, de coloracdo purpura, por células metabolicamente ativas.
Esse processo ocorre por meio da acdo de enzimas oxidorredutases, que utilizam
NADH como doador de elétrons, convertendo-o em NAD™ e promovendo a formacao
de um sal lipofilico insoltvel (Van Meerloo; Kaspers; Cloos, 2011; Kamiloglu et al.,
2020).

O ensaio foi conduzido utilizando duas linhagens celulares: macrofagos
murinos RAW 264.7, reconhecidos como as principais células-alvo da infeccéo por
Leishmania spp. (Podinovskaia; Descoteaux, 2015), e células epiteliais LLC-MK2,
derivadas de rins de macaco Rhesus (Duran-Rehbein et al., 2014). A adocédo de
diferentes linhagens visou ampliar a abrangéncia da analise quanto ao potencial
citotoxico do composto. Os valores de CCso obtidos variaram entre as linhagens, mas
permaneceram superiores aos respectivos valores de Clso, indicando seletividade do
GO para os parasitas em detrimento das células hospedeiras. Dados similares foram
reportados por Alves et al. (2017), que observaram baixa toxicidade do acido galico
em células mamiferas, com CCso de 126,6 ug/mL. De forma analoga, Melo et al.
(2022) identificaram baixa citotoxicidade para o galato de isopropila, outro éster
alquilatico do é&cido galico, com CCso de 1260 pg/mL, corroborando o potencial
seletivo dessa classe de compostos frente aos parasitas.

Entretanto, a avaliacdo isolada da citotoxicidade n&o permite a inferéncia
definitiva acerca do potencial terapéutico de um composto, sendo imprescindivel o
calculo do indice de seletividade (IS). Conforme demonstrado nos dados
apresentados na Tabela 1, o GO apresentou os maiores valores de IS para L.
donovani e L. infantum, excedendo 100 em ambas as linhagens celulares avaliadas
(LLC-MK2 e RAW 264.7). Esses resultados evidenciam uma elevada seletividade do
composto em relacéo aos parasitas, indicando um perfil terapéutico promissor, com
eficacia antiparasitaria em concentracbes que ndo induzem citotoxicidade
significativa.

Por outro lado, os farmacos de referéncia, anfotericina B e antimoniato de
meglumina, apresentaram indices de seletividade consideravelmente inferiores, com
valores proximos ou abaixo de 1, refletindo um perfil terapéutico limitado em termos
de seletividade. Assim, os dados reforgcam o potencial do GO como candidato

promissor para o desenvolvimento de terapias antileishmania, evidenciando sua
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capacidade de atuar seletivamente contra o parasito, com reduzido impacto sobre as
células hospedeiras.

Diante da atividade promissora observada frente as formas promastigotas, a
analise foi estendida para as formas amastigotas axénicas, estagio clinicamente
relevante no hospedeiro vertebrado. Apesar dos indices de seletividade semelhantes
entre as espécies testadas, optou-se por L. infantum devido a sua ampla prevaléncia
no Brasil, onde € responsavel pelos casos de leishmaniose visceral. Essa escolha
garante maior relevancia epidemiolégica e alinhamento com as estratégias nacionais
de controle da doenca. Nessa etapa, 0 GO apresentou atividade significativa, com
Clso de 15,6 uM frente as formas amastigotas axénicas.

O efeito inibitério observado corrobora as evidéncias de Dias et al. (2020), que
relataram que o galato de metila apresentou inibicdo significativa em amastigotas
axénicas de L. amazonensis, com CEso de 5,39 uM e, destacando a efetividade dos
galatos alquilados contra formas intracelulares do parasita e reforcando o potencial
dessa classe de compostos.

Tais resultados demonstram que o GO possui perfil bioativo consistente nos
diferentes estagios do ciclo de vida do parasita, compativel com os efeitos descritos
para outros ésteres alquilicos, evidenciando sua capacidade antiparasitaria robusta.

A comparacdo com a anfotericina B — farmaco de referéncia para
leishmaniose visceral — foi fundamental para contextualizar a eficacia do GO frente
as opcoes terapéuticas atuais. A anfotericina B demonstrou elevada atividade contra
as formas promastigotas, com baixos valores de Clso, confirmando sua potente acdo
antiparasitaria e justificando seu uso como controle padrdo em ensaios in vitro (De
Farias Ribeiro et al., 2021). A relevancia dos derivados do acido galico, incluindo o
GO, como agentes antileishmania, é reforcada ndo apenas pela sua atividade
biolégica, mas também por seu perfil favoravel de toxicidade e origem natural, o que
pode favorecer sua aceitagdo e desenvolvimento como terapias alternativas. A
crescente resisténcia aos tratamentos convencionais, aliada aos efeitos adversos dos
antimoniais e da anfotericina B, evidencia a necessidade urgente de novas opc¢des
terapéuticas mais seguras e eficazes (WHO, 2020).

Complementando essa analise, foi conduzido o ensaio de integridade de
membrana, com o objetivo de investigar o possivel mecanismo de acdo do GO sobre

a membrana do parasita. A escolha desse alvo fundamenta-se na importancia da
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integridade da membrana para a sobrevivéncia do protozoario, visto que seu
comprometimento leva a morte celular, seja por apoptose ou necrose.

A metodologia empregou a sonda fluorescente SYTOX Green, com Triton X-
100 como controle positivo. Esse corante ndo atravessa membranas celulares
intactas e emite fluorescéncia apenas quando interage com o DNA, permitindo, assim,
a deteccéo do comprometimento da barreira celular (Carvalho et al., 2021).

Os dados obtidos revelaram que o GO promoveu aumento significativo na
permeabilidade das formas promastigotas de Leishmania spp., de maneira
dependente da concentragdo. A fluorescéncia normalizada indicou que a
permeabilizacdo méxima ocorreu na concentracéo de 4xClso, superando inclusive o
sinal registrado no controle positivo.

Esses achados confirmam as propriedades de permeabilizacdo inerentes ao
GO, comuns aos compostos alquilicos, indicando que promove danos progressivos a
membrana plasmatica do parasita, evento determinante para a inducdo da morte
celular em protozoarios. Estudos como os de Keyvani-Ghamsari, Rahimi e Khorsandi
(2023) e Karakus (2024) demonstram que o aumento do comprimento da cadeia
alquila possui correlagéo direta com o aumento da lipofilicidade, o que resulta em
maior afinidade pela membrana, culminando na desestabilizacdo da estrutura lipidica
e consequente lise celular. Tais dados reforcam que o efeito observado estd em

consonancia com o mecanismo de acao proposto para o composto.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o galato de octila (GO) exibe atividade
leishmanicida significativa frente as formas promastigotas e amastigotas axénicas de
Leishmania infantum, espécie associada a leishmaniose visceral no Brasil. O
composto evidenciou eficicia antiparasitéria, refletida em valores de Clso compativeis
com os parametros desejaveis, além de apresentar reduzida toxicidade em
macrofagos RAW 264.7 e células LLC-MK2, conferindo elevados indices de
seletividade.

Adicionalmente, a avaliacdo da integridade de membrana revelou que o GO
promove danos a membrana plasméatica do parasito, sugerindo que sua elevada
lipofilicidade pode estar associada a esse mecanismo de acdo. Comparado aos
farmacos convencionais, como anfotericina B e antimoniato de meglumina, o GO
apresentou perfil de maior seletividade e menor toxicidade, destacando seu potencial

como candidato a novas alternativas terapéuticas.
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